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RESUMO 

 

SAAVEDRA, A. M. Criopreservação e avaliação da capacidade biossintética de Hovenia dulcis 

Thunb. (Rhamnaceae). Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) − Instituto de Biologia Roberto Alcantara 
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022 

 

 Hovenia dulcis é uma espécie arbórea que vem sendo objeto de estudos biotecnológicos devido às 
suas propriedades medicinais, como as atividades hepatoprotetora e antineoplásica. Protocolos de 
micropropagação, calogênese e suspensões celulares já foram estabelecidos para a espécie. Considerando 
que o material mantido in vitro está sujeito a contaminações e perda do seu potencial morfogenético a 
criopreservação, que consiste no armazenamento de material biológico a temperaturas ultrabaixas com o 
uso de nitrogênio líquido (NL), tem sido indicada como um método seguro para a conservação de 
germoplasma em longo prazo. Este trabalho teve como objetivos desenvolver um protocolo de 
criopreservação para ápices caulinares de H. dulcis, empregando a técnica de V-Crioplaca, assim como 
avaliar a manutenção da capacidade de produção de metabólitos secundários do material criopreservado. 
Plantas propagadas in vitro mantidas em meio de cultura Murashige e Skoog (MS) suplementado com 0,5 
mg L−1 de benzilaminopurina (BA) + 0,5 mg L−1 de cinetina (KIN) foram usadas como fontes de 
explantes para os ensaios de criopreservação. Ápices caulinares excisados de microestacas desenvolvidas  
por 3 semanas em cultivo, forneceram explantes para os ensaios de criopreservação. Adicionalmente, o 
melhor protocolo encontrado para ápices excisados de microestacas foi também testado para ápices 
excisados diretamente das plantas matrizes. Os ápices foram pré-tratados em meio MS contendo 0,3 M de 
sacarose  por 24 h e, em seguida, foram aderidos às crioplacas utilizando soluções de alginato de sódio e 
cloreto de cálcio. Posteriormente, os ápices foram expostos à solução a base de glicerol e sacarose 
(solução de osmoproteção ou loading) por 20 min em temperatura ambiente e, finalmente, à solução de 
vitrificação de plantas número 2 (PVS2) a 0oC por diferentes tempos (0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 min), 
antes do armazenamento em NL. Para o reaquecimento, as crioplacas foram transferidas para solução de 
reaquecimento (unloading:1,2 M sacarose) por 20 min em temperatura ambiente. Após a criopreservação, 
os ápices foram removidos das crioplacas e inoculados no meio MS contendo a associação de BA e KIN, 
em igual concentração, (0,2 ou 0,5 mg L−1). Adicionalmente, foi avaliado o uso de papel de filtro sobre o 
meio de cultura como base para a inoculação dos ápices durante a primeira semana de recuperação após a 
criopreservação. As culturas foram gradativamente expostas à luz, até completarem 1 mês ápos o processo 
criogênico. A eficiência da criopreservação foi avaliada com base na sobrevivência (após 4 semanas) e 
recuperação (após 8 semanas) dos ápices caulinares criopreservados. Ápices caulinares expostos em 
longos tempos de incubação ao PVS2 (90; 120 min) resultaram no aumento das taxas de recuperação. A 
concentração de citocininas no meio de recuperação influenciou a regeneração dos ápices após a 
criopreservação. As taxas mais elevadas de regeneração (63%) foram encontradas em meio de cultura MS 
suplementado com a combinação de BA e KIN (0,5 mg L−1) em associação ao uso de papel de filtro sobre 
o meio de recuperação . Foram alcançadas taxas de sobrevivência e de recuperação de 68% e 63%, 
respectivamente para ápices oriundos de microestacas, enquanto para ápices obtidos diretamente das 
plantas matrizes esses valores foram de 75% e 45%, respectivamente. As plantas regeneradas a partir dos 
ápices criopreservados apresentaram características fenotípicas semelhantes às propagadas in vitro, 
demonstrando a eficiência do protocolo de criopreservação de ápices de Hovenia dulcis pela técnica de V-
Crioplaca. As análises por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) revelaram a ocorrência de 
perfis fitoquímicos similares entre materiais oriundos de plantas in vitro e folhas de plantas de campo, 
sugerindo que o processo de criopreservação não acarretou em alterações na capacidade biossintética das 
plantas. 
 
Palavras-chave: CLAE. Cultivo in vitro. Planta medicinal. V-Crioplaca. Uva-do-Japão. 
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ABSTRACT  

 
 
SAAVEDRA, A. M. Cryopreservation and evaluation of biosynthetic capacity of Hovenia dulcis 

Thunb. (Rhamnaceae) Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) – Instituto de Biologia Roberto Alcantara 
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022. 
 

 Hovenia dulcis is a woody species that has been subjected to several biotechnological studies due 
to its medicinal properties, such as hepatoprotective and antineoplastic effects. Protocols of 
micropropagation, callogenesis, cell suspension and compact callus clusters cultures have already been 
established for the species. However, the material maintained in active growth under in vitro conditions is 
vulnerable to contamination and loss of its morphogenetic potential. Therefore, the cryopreservation, 
which consist of storing biological material at ultra-low temperatures using liquid nitrogen (LN), has been 
applied for the long-term conservation of germplasm. This study aims to develop a cryopreservation 
protocol for shoot tips of H. dulcis, using the V Cryo-plate technique, as well as to evaluate the 
maintenance of secondary metabolites production in the cryopreserved material. In vitro propagated plants 
maintained on MS medium supplemented with 0.5 mg.L−1 kinetin (KIN) + 0.5 mg.L−1 benzylaminopurine 
(BA) were used as source of explants. The experiments were carried out using shoot tips excised from 
microcuttings cultured from in vitro-grown stock plants. In addition, the most suitable cryopreservation 
protocol was also evaluated using shoot tips excised directly from axillary shoots of stock plants. The 
shoot tips were pre-treated on medium containing high concentration of sucrose (0.3 M) for 24 h, and they 
were adhered to the cryo-plates using the solutions of sodium alginate and calcium chloride. The shoot 
tips were exposed to loading solution (20 min) at room temperature and then to PVS2 at 0oC for different 
times (0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 min), before storage in LN. For rewarming, the cryo-plates were 
immersed in unloading solution (1.2 M sucrose) for 20 min at room temperature. After cryopreservation, 
the shoot tips were removed from the cryo-plates and transferred to MS medium containing the 
association of BA and KIN at the same concentration (0.2 or 0.5 mg.L−1). The use of filter paper over the 
culture medium for shoot tips inoculation was evaluated during the first week of recovery. The cultures 
were gradually exposed to light. The parameters evaluated were survival (after 4 weeks) and recovery 
(after 8 weeks). The longer exposure times to PVS2 resulted in increased recovery rates, highlighting the 
exposure to 120 minutes. The cytokinin concentration significantly affected the regeneration of shoot tips 
after cryopreservation. The recovery medium supplementation with BA+KIN (0.5 mg.L−1 each) with filter 
paper allowed the highest survival (68%) and recovery (63%) rates of shoot tips from microcuttings and 
shoot tips excised directly from in vitro plants (75% survival and 45% recovery). Plants regenerated from 
cryopreserved shoot tips showed a normal phenotype, which confirms the efficiency of the protocol. The 
chromatographic analysis showed a stability in the production of secondary metabolites of plants 
developed from cryopreserved shot tips and in vitro propagated plants suggesting that the 
cryopreservation process did not change plant’s biosynthetic capacity. 
 
 

Keywords:  HPLC. In vitro culture. Medicinal plant. Shoot tips. V Cryo-plate.  
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INTRODUÇÃO  

 

A exploração dos recursos vegetais, especialmente o uso do extrativismo para fins 

medicinais, tem comprometido a sobrevivência de muitas espécies em seus habitats naturais. 

Além disso, no que se refere ao aproveitamento de substâncias bioativas, a variação nas 

concentrações devido às condições às quais as plantas estão expostas no meio ambiente, é um 

fator que dificulta o planejamento para exploração comercial de germoplasma de interesse. A 

propagação de plantas pelas técnicas de cultura de tecidos vegetais, que resulta em uma maior 

homogeneidade do material vegetal, tem permitido a produção in vitro de material botânico com 

fornecimento contínuo de plantas e metabólitos. Associada à produção in vitro, a conservação em 

longo prazo, que visa a manutenção da viabilidade, combinada a integridade genética do material 

botânico por um tempo indeterminável, alcançada ao se empregar técnicas de criopreservação, 

trouxe novas perspectivas para a exploração das plantas medicinais. Nesse contexto, Hovenia 

dulcis Thunb., ou popularmente chamada Uva-do-Japão, que é uma espécie arbórea originária da 

Ásia e introduzida no Brasil no início do século 20, tem sido estudada utilizando diferentes 

estratégias biotecnológicas para a sua propagação in vitro, o que tem demandado o 

estabelecimento de protocolos de conservação em longo prazo, visando assegurar a manutenção 

das culturas. Dessa forma, a criopreservação de ápices caulinares de plantas micropropagadas, 

assim como a análise da composição química das plantas desenvolvidas a partir do material 

criopreservado, propostas no presente estudo, irão contribuir para o conhecimento sobre a 

conservação da espécie, ampliando também as perspectivas da sua exploração comercial. 
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1  REVISÃO DA LITERATURA  

 

1.1 Importância das plantas como fontes de metabólitos de interesse medicinal 

 

As ações antrópicas têm causado um declínio acelerado da biodiversidade mundial, 

ameaçando a resiliência da natureza (VENTER et al. 2016; DUFFY et al. 2018). Esse fato tem 

levado ao estabelecimento de metas internacionais visando direcionar governos e sociedades em 

direção à conservação da biodiversidade no contexto mais amplo do desenvolvimento 

sustentável, como por exemplo, as ações no âmbito da Convenção sobre Diversidade Biológica 

(ONU, 1992) e os Objetivos de Desenvolvimento Sustentável (ONU, 2016). Entretanto, os 

esforços para a conservação da biodiversidade ainda estão aquém do necessário (NICHOLSON 

et al., 2019), o que pode significar a perda de potenciais fontes de substâncias bioativas para a 

produção de medicamentos, uma vez que encontramos na natureza importante disponibilidade de 

química combinatória e, possivelmente, soluções para a cura de grande parte das doenças que 

ainda afligem a humanidade (GHORBANPOUR; VARMA, 2017). 

Diversas espécies vegetais representam uma rica fonte de substâncias bioativas, muitas 

delas com potencial medicinal ainda desconhecido pela ciência. Várias dessas espécies têm sido 

usadas para tratar e prevenir distúrbios humanos, constituindo a base da medicina popular há 

milhares de anos (SHARMA et al., 2020). Os primeiros registros de uso de plantas medicinais 

são da Mesopotâmia e datam de cerca de 2600 A.C (JAMSHIDI-KIA et al., 2018). Entre as 

substâncias utilizadas naquele período estão os óleos essenciais de Cupressus sempevirens 

(cipreste), Glycyrrhiza glabra (alcaçuz), Papaver somniferum (papoula) e de espécies dos 

gêneros Cedrus (cedro) e Commiphora (mirra), todos os quais, ainda hoje, continuam sendo 

usados para o tratamento de diversas enfermidades (CHIVIAN et al., 2002).  

As substâncias químicas sintetizadas pelos vegetais são classificadas como metabólitos 

primários e secundários (SIMÕES et al., 2016). Os metabólitos primários são aqueles envolvidos 

nos processos fisiológicos essenciais, como fotossíntese, respiração, crescimento, 

desenvolvimento e síntese proteica (BOURGAUD et al., 2001). Já o metabolismo secundário 

está relacionado a reações derivadas, muitas vezes, do metabolismo primário que dão origem a 

substâncias que conferem proteção e adaptação do vegetal ao seu ambiente, como defesa contra 

herbívoros e microrganismos, proteção contra a radiação ultra-violeta, atração de animais 
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dispersores de sementes e de polinizadores (GONZÁLEZ-TEUBER; HEIL, 2009). Essas 

substâncias, denominadas metabólitos secundários ou especiais, apresentam atividades 

biológicas, e têm sido utilizados no desenvolvimento de produtos farmacêuticos, nutracêuticos e 

agroquímicos, assim como na elaboração de fragrâncias, corantes, pigmentos e conservantes para 

alimentos (JIMENEZ-GARCIA et al., 2013; BAENAS et al., 2014; FAZAL et al., 2014).  

Os metabólitos secundários são oriundos de diferentes vias biossintéticas, tais como: via 

do ácido chiquímico, via do acetato, via do mevalonato e via do fosfato de 2-metileritritol. Ainda 

há aqueles que são formados por via mista (SIMÕES et al., 2016; DE MOURA et al., 2019). Os 

produtos dessas vias são divididos em diferentes classes, algumas com grande número de 

substâncias e atividades biológicas relacionadas, como as classes das substâncias nitrogenadas, 

dos terpenoides e das substâncias fenólicas (MOHIUDDIN, 2019). 

As substâncias nitrogenadas são moléculas cíclicas que contêm um átomo de nitrogênio 

em um estado de oxidação negativo (SIMÕES et al., 2016). Esta classe é representada por um 

grande número de substâncias estruturalmente muito diversas, por serem derivadas de uma 

combinação de moléculas oriundas de uma ou mais rotas distintas. As substâncias mais 

conhecidas desse grupo são os alcaloides (Figura 1), classificados de acordo com os sistemas de 

anéis que constituem a parte principal de suas estruturas, como indólicos, quinolínicos, 

isoquinolínicos, benzilisoquinolínicos, entre outros (ROBERTS; 2013). Os alcaloides podem 

apresentar efeitos farmacológicos relacionados ao sistema cardiovascular (ANDRAWS et al., 

2005) e ao sistema nervoso central (SURH; KIM, 2010). São exemplos de alcaloides a cocaína e 

a cafeína, usadas como estimulantes; a morfina, utilizada como analgésico e a quinina, usada 

como relaxante muscular e conhecida também por sua ação anti-malárica (DE OLIVEIRA; 

SZCZERBOWSKI, 2009; ACHAN et al., 2011; DE UGAZ, 2017).   
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Figura 1 - Principais estruturas constituintes de alcaloides. 

 

              Fonte: Adaptado de HENRIQUES et al., 2010. 

 

Outra classe de metabólitos secundários de grande interesse medicinal são os terpenoides, 

substâncias formadas a partir da condensação de unidades isoprênicas (Figura 2) provenientes da 

via do mevalonato (SIMÕES et al., 2016). Os esqueletos carbonados dos terpenoides, em função 

da condensação de um número variável de unidades isoprênicas, podem ser classificados em 

monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos 

(C40). Os monoterpenos e sesquiterpenos são as principais substâncias que compõem as misturas 

chamadas óleos essenciais muito utilizadas na indústria, em alimentos (condimentos e 

aromatizantes), cosméticos (principalmente em perfumes), produtos de higiene e medicamentos 

(SINGH; SHARMA, 2015).  

 

Figura 2 - Estrutura química do isopreno. 

 

Fonte: SIMÕES; SPITZER, 2010. 

 

As substâncias fenólicas ou polifenóis representam um grupo de grande interesse do 

ponto de vista medicinal. Dentre os integrantes dessa classe temos como exemplo os ácidos 

fenólicos, isoflavonas, antocianinas e flavonois, sendo os três ultimos, classificados como 
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flavonoides. Os flavonoides, são caracterizados por um esqueleto benzocromona (WINK, 2011) 

(Figura 3), conhecido como núcleo flavônico. Sua classificação baseia-se nas alterações no anel 

“C”, sendo as principais subclasses constituídas por flavonas, flavanonas, flavonois, 

dihidroflavonois e flavan-X-ois (Figura 4) (WANG et al., 2018). Existe ainda uma grande 

variedade de flavonoides sem o núcleo flavônico, como chalconas, isoflavonoides, cumestanos, 

antocianidinas, entre outros (MACHADO et al., 2018). 

Os flavonoides são produtos de origem biossintética mista. São sintetizados através da via 

do ácido chiquímico e da via do acetato (SIMÕES et al., 2016). Essas substâncias possuem 

diversas funções nos vegetais, como proteção contra raios UV, proteção contra insetos, fungos, 

vírus e bactérias, e ainda como agentes alelopáticos. O interesse econômico por esta classe de 

substâncias decorre de suas propriedades farmacológicas, entre as quais antitumoral (XU et al., 

2020), antioxidante (NARDINI; GARAGUSO, 2020), antiviral (DENARO et al., 2020), 

antimicrobiana (DE ARAUJO GOMES et al., 2020), anti-inflamatória (YANG, et al., 2020), 

fotoprotetora (MONSALVE−BUSTAMANTE et al., 2020) e antienvelhecimento (CHEN et al., 

2020).  

 

Figura 3 - Núcleo fundamental dos flavonoides e sua numeração. 

 
Fonte: SIMÕES et al., 2016. 
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Figura 4 - As principais estruturas químicas do grupo dos flavonoides. 

 
Fonte: Adaptado de WANG et al., 2018. 

 

A grande diversidade de moléculas bioativas produzidas pelas plantas tem acarretado um 

intenso extrativismo, resultando na perda de espécies de importância econômica e até mesmo de 

espécies que ainda não foram estudadas (KUMAR et al., 2020). Outras formas de ações 

antrópicas, que têm impactado fortemente populações vegetais, são, por exemplo, a exploração 

madeireira, a urbanização e a degradação de áreas selvagens para monocultura (EBRAHIMI; 

MOKHTARI, 2017). Dessa forma, o estabelecimento de estratégias que permitam a conservação 

desses recursos genéticos é de grande relevância. 

 

1.2 Conservação de recursos genéticos vegetais  

 

As estratégias que visam à conservação dos recursos vegetais são classificadas de uma 

forma ampla em conservação in situ e conservação ex situ. A conservação in situ objetiva a 

manutenção dos indivíduos em seu ambiente natural, o que inclui os ecossistemas, seus habitats e 

a manutenção ou reconstituição de populações viáveis de espécies, como é o caso das unidades 

de conservação (ZEGEYE, 2016). No caso de espécies domesticadas e cultivadas, a conservação 

in situ é realizada nos ambientes onde foram desenvolvidos seus caracteres distintos, sendo 
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denominada de conservação on-farm (BERGTOLD et al., 2019; VIDAL et al., 2020). Como 

vantagens da conservação in situ podem ser citadas a ampla proteção e a manutenção da vida 

silvestre, uma vez que ao se proteger o habitat, também se protegem espécies secundárias, 

viabilizando a conservação de polinizadores e dispersores de sementes, por exemplo (CLEMENT 

et al., 2007). Deve-se considerar, entretanto, que a conservação in situ exige constante 

monitoramento e pode requerer grandes áreas, o que nem sempre é viável.  Além disso, a 

manutenção de uma espécie em um ou poucos locais de ocorrência não significa, 

necessariamente, a conservação de toda a sua variabilidade genética. Essas populações estão 

sujeitas a perdas por catástrofes naturais, mudanças climáticas e, muitas vezes, pela ação 

antrópica (CRUZ-CRUZ et al., 2013).  

Por outro lado, a conservação ex situ visa à manutenção dos indivíduos fora de seu local 

de origem, normalmente em coleções biológicas, sendo assim uma estratégia complementar a 

outros modelos de conservação (ABELI et al., 2020). Entre as estratégias ex situ mais 

frequentemente empregadas para as espécies vegetais estão os bancos de sementes e as coleções 

de plantas no campo (https://www.embrapa.br/colecoes-embrapa). Além dessas, há também 

podemos citar os sistemas de conservação in vitro, que compreendem a manutenção do material 

vegetal em condições controladas, empregando-se técnicas de cultura de tecidos vegetais 

(GONZÁLEZ−ARNAO; ENGELMANN, 2013).  

Como vantagens das estratégias de conservação que utilizam tecnicas de cultura de 

tecidos vegetais, podem ser citadas a preservação dos recursos genéticos por longos períodos, 

sem a ocorrência de perdas por variações climáticas ou naturais e a necessidade de grandes 

espaços físicos. Já como desvantagens, podemos citar principalmente o alto custo de manutenção 

dos estoques, o requerimento de mão de obra especializada e condições específicas de clima e 

solo para a adaptação da cultura (ENGELMANN, 2013).  

1.2.1 Técnicas de cultura de tecidos vegetais 
 

As técnicas de cultura de tecidos vegetais consistem em um conjunto de metodologias de 

cultivo in vitro de células, tecidos ou órgãos, em condições controladas (HUSSAIN et al., 2012). 

Essas técnicas baseiam-se na totipotência das células vegetais, ou seja, na capacidade que as 
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células mantêm de regenerar um indivíduo completo, mesmo após sua diferenciação 

(TERMIGNONI, 2005). O cultivo in vitro apresenta diversas aplicações, que incluem a 

multiplicação de plantas em larga escala, a eliminação de vírus, o melhoramento vegetal e a 

produção contínua de metabólitos secundários (CANHOTO, 2010; ANASTÁCIOL et al., 2011; 

ABDULLAHIL et al, 2012; THORPE, 2012). As técnicas de cultura de tecidos também são 

ferramentas empregadas em estudos relacionados aos mecanismos moleculares, fisiológicos, 

bioquímicos e genéticos dos vegetais (GUERRA; NODARI, 2006). 

O cultivo in vitro é realizado utilizando-se meios de cultura líquidos ou solidificados com 

um agente gelificante, como ágar e fitagel. O meio de cultura consiste em uma solução de sais 

minerais e vitaminas, além da adição de uma fonte de carbono, sendo mais utilizada a sacarose 

(COHEN; 1994). Embora existam diferentes formulações de meios de cultura, o meio 

estabelecido por Murashige e Skoog em 1962 (meio MS) tem sido o mais empregado. A 

composição do meio de cultura pode sofrer algumas modificações para atender a necessidades 

específicas da espécie em estudo (GEORGE, 2008). Dependendo da resposta morfogênica que se 

espera obter, são adicionados fitormônios ou mais frequentemente, seus análogos sintéticos, 

denominados fitorreguladores ou reguladores de crescimento. Essas substâncias pertencem 

principalmente às classes das auxinas e das citocininas e são consideradas as mais importantes 

para a regulação da morfogênese in vitro (GUERRA; NODARI, 2006).   

Uma das técnicas mais utilizadas no cultivo in vitro é a micropropagação, que consiste na 

proliferação de plantas sob condições controladas e assépticas a partir de pequenos fragmentos de 

tecido vegetal, denominados explantes. Essa técnica permite a obtenção de clones da planta 

matriz, em um curto espaço de tempo e independente de variações climáticas e sazonais 

(TERMIGNONI, 2005).  

A micropropagação pode ser alcançada por três vias principais (GEORGE et al., 2008): 

• Proliferação de meristemas pré-existentes: Quando as gemas são estimuladas a se 

desenvolver originando novas partes aéreas ou brotos. 

• Embriogênese somática: Resposta morfogênica caracterizada pelo 

desenvolvimento de embriões a partir de células somáticas. 
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• Organogênese: Que se caracteriza pela indução de gemas adventícias a partir de 

tecidos que apresentam potencial morfogenético, mas que em geral não se 

expressa na planta em condições naturais. 

 A embriogênese e a organogênese podem ocorrer por via direta ou indireta. Na via direta, 

as células do explante são induzidas à desdiferenciação celular, seguido do processo de 

rediferenciação, dando origem a embriões somáticos (embriogênese) ou partes aéreas e/ou raízes 

(organogênese). Na via indireta, as células do explante passam pelo processo de desdiferenciação 

e, em seguida, por uma fase com intensa proliferação celular, resultando em uma massa de 

células desorganizadas denominada de calo, que pode sofrer rediferenciação ou manter-se na 

condição de células desorganizadas (PHILLIPS; GARDA, 2019). 

Além da regeneração de plantas, os calos podem ser utilizados para o estabelecimento de 

culturas de células em suspensão, que consistem em células individuais ou agregados celulares 

cultivados em meio líquido e mantidos sob agitação para fornecer aeração adequada. Esses 

sistemas são muito utilizados para a produção de metabólitos in vitro (GUERRA; NODARI, 

2006). 

Outras técnicas empregadas no cultivo vegetal in vitro são as culturas de órgãos, nas quais 

se preserva a estrutura básica do explante inicial, com um crescimento organizado que pode ser 

continuamente mantido. São exemplos de culturas de órgãos as culturas de raízes e as culturas de 

brotos (GEORGE et al., 2008), que podem ser utilizadas na produção in vitro de plantas e de 

metabólitos secundários (ALSOUFI et al., 2019; KAPOOR et al., 2019). 

Uma das vantagens do estabelecimento in vitro éa possibilidade de obtenção, de forma 

contínua e controlada, de material botânico e de metabólitos de interesse, permitindo o cultivo 

em qualquer época do ano, independentemente de condições ambientais, e sem a necessidade de 

extrativismo no ambiente natural (ROUTA et al., 2000). Essas características mostram-se muito 

importantes uma vez que o cultivo em condições de campo está sujeito a variações climáticas e 

sazonais, ao ataque de patógenos, assim como à própria ação antrópica, o que muitas vezes 

dificulta a produção de material com qualidade e quantidade necessárias para atender a diferentes 

demandas. Dessa forma, a produção in vitro também contribui para a manutenção das espécies 

em seu habitat natural (DANIELL et al., 2001).  
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A manutenção das culturas in vitro normalmente requer subcultivos periódicos. Assim, as 

culturas são mantidas em crescimento ativo, o que as torna mais propensas a contaminações e à 

perda ou redução de seus potenciais morfogenético e biossintético, pela possibilidade de 

ocorrência de variações somaclonais, que são definidas como quaisquer variações de natureza 

genética ou epigenética decorrentes do processo de cultivo in vitro (BELOKUROVA, 2010; 

ADU-GYAMFI et al., 2016). Esses eventos podem ser atenuados se o material for mantido em 

crescimento lento, sistema que é estabelecido pela modificação das condições de ambiente de 

cultivo (fatores físicos), da composição do meio de cultura (fatores químicos) ou pela 

combinação de ambos, sendo possível reduzir a velocidade do crescimento in vitro e, 

consequentemente, a frequência de manipulação (subcultivo) das culturas (ENGELMANN, 

1991). Contudo, a conservação em longo prazo é a forma mais eficiente de manutenção sob 

condições in vitro e pode ser alcançada através da criopreservação. 

 

1.2.2 Criopreservação  
 

A criopreservação consiste na manutenção do material biológico em nitrogênio líquido 

(NL) a −196°C ou em sua fase de vapor a −150°C, possibilitando a conservação por um período 

de tempo indeterminado, uma vez que acarreta a interrupção dos processos fisiológicos e 

bioquímicos do material conservado (SAKAI; ENGELMANN, 2007). Além de proteger o 

germoplasma de alterações genéticas, também preserva o potencial regenerativo do material, sem 

a preocupação com o tempo de armazenamento e requer um espaço físico extremamente 

reduzido em relação a  outros procedimentos de conservação vegetal (PANIS, 2018).  

A primeira questão a ser considerada no estabelecimento de um protocolo de 

criopreservação de uma espécie é a escolha do material que será utilizado. Diversos tipos de 

materiais têm sido conservados por esse método, como sementes (VETTORAZZI et al., 2019), 

grãos de pólen (LI et al., 2019), gemas dormentes (RANTALA et al., 2019), ápices caulinares 

(VIANNA et al., 2019), segmentos de raízes (YANG et al., 2019), calos (MARTINEZ-

MONTERO et al., 2020), suspensões celulares, entre outros (SOLLIMAN et al., 2019). 

Normalmente, são priorizados materiais que contenham tecidos meristemáticos, tornando a 

regeneração após a criopreservação mais viável, já que esses tecidos têm como caracteristicas 
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uma alta capacidade proliferatíva e a presença de células pouco vacularizadas, permitindos uma 

taxa de desitratação mais homogênia quando comparado a células de tecidos já diferenciados.  

Outro importante aspecto a ser considerado para a eficiência dos protocolos de 

criopreservação é sua capacidade de induzir a desidratação do material vegetal, uma vez que as 

moléculas de água, ao serem expostas a temperaturas extremamente baixas, se arranjam em 

forma ordenada, dando origem a cristais de gelo (BENELLI, 2021). A estrutura desses cristais 

pode ocasionar injúrias nas paredes celulares e nas membranas das organelas, levando ao 

extravasamento de conteúdo e, dependendo das dimensões dos danos, desencadear a morte 

celular. Entretanto, a desidratação deve ser realizada de forma gradual, com o intuito de manter o 

conteúdo hídrico estrutural das células (MATSUMOTO, 2017). 

À medida que ocorre a desidratação, o meio intracelular se torna viscoso e altamente 

concentrado, e ao ser superresfriado, o conteúdo celular passa do estado líquido para um estado 

semissólido e amorfo, denominado estado vítreo (BENSON, 2008). Esse processo, conhecido 

como vitrificação, restringe a mobilidade das moléculas de água remanescentes, evitando a 

formação de cristais de gelo durante o armazenamento a baixas temperaturas (BENSON et al., 

2008). Além da vitrificação do meio intracelular, altas velocidades de resfriamento e 

reaquecimento também dificultam a formação de cristais de gelo e são fundamentais para o 

sucesso de procedimentos de criopreservação (PANIS, 2018). 

Os protocolos de criopreservação são constituídos por diferentes etapas que visam à 

desidratação gradativa dos materiais biológicos antes de sua imersão em NL. Normalmente, 

caracterizam-se por uma etapa de pré-tratamento em meio de cultura com alta osmolaridade, 

sendo mais frequentemente suplementado com sacarose em concentrações de 0,3 M até 1 M 

(BETTONI et al., 2021). Na etapa seguinte pode ser utilizada a solução de osmoproteção (2,0 M 

de glicerol; 0,4 M de sacarose) (NISHIZAWA et al., 1993), que contribui para a desidratação do 

material e tem função de osmoproteção (SAKAI, 2008). 

Ainda antes da imersão em NL, o material a ser criopreservado pode passar por etapa de 

desidratação evaporativa, quando é exposto à sílica gel ou à ventilação em capelas de fluxo 

laminar (PANIS, 2018); ou por mais uma etapa de desidratação osmótica, com o emprego de 

substâncias crioprotetoras específicas como a solução de vitrificação de plantas número 2 (PVS2) 

e a solução de vitrificação de plantas número 3 (PVS3) (ZAMECNIK et al., 2021). Alguns 
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exemplos de agentes crioprotetores são: dimetilsulfóxido (DMSO), etilenoglicol (EG), 

propilenoglicol e glicerol. Esses agentes apresentam uma alta velocidade de penetração, uma vez 

que possuem baixo peso molecular e grande capacidade de ultrapassar a membrana plasmática 

(JAIN; PAULSON, 2006). Além de prevenir a formação de cristais de gelo, e proteger contra 

possíveis danos causados pela desidratação e pelo resfriamento, o DMSO e o glicerol também 

contribuem com ação de capturar radicais livres, o que os confere ação antioxidante 

(CHETVERIKOVA, 2012; NOOR et al., 2019). Também são empregados como agentes 

crioprotetores, substâncias como a sacarose, sorbitol, trealose, a polivinilpirrolidona (PVP), o 

óxido de polietileno e o hidroxietilamido, esses crioprotetores apresentam uma velocidade de 

penetração menor, tendo uma ação, principalmente, na proteção do material ao induzir a 

desidratação por diferença de osmolaridade com o meio extracelular (BENSON, 2008). Essa 

resposta se assemelha com a resposta fisiológica observada em plantas adaptadas a climas frios, 

onde a mudança de temperatura ativa um mecanismo de defesa de acúmulo de solutos, 

protegendo naturalmente as células (YUANYUAN et al., 2009).  

Alguns estudos mencionam que os açúcares presentes nas soluções crioprotetoras são 

fundamentais para manter a integridade das membranas celulares, desempenhando papel na 

manutenção estrutural da bicamada lipídica, em níveis baixos de hidratação, a partir da formação 

de mais ligações de hidrogênio, evitando assim a ruptura ou deformidade das membranas, tanto 

durante a desidratação, quanto durante o resfriamento (ZAMECNIK et al., 2021). Também 

atuam reduzindo o ponto de fusão do meio intracelular (TURNER et al., 2001; TOLDI et al., 

2009).  

As substâncias crioprotetoras podem ser utilizadas isoladamente ou em combinação, 

constituindo as chamadas soluções de vitrificação. Dentre essas se destacam as chamadas Plant 

Vitrification Solutions (PVSs) que diferem entre si de acordo com o tipo e a concentração de seus 

componentes (Quadro 1). 
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      Quadro 1 − Composição das soluções de vitrificação mais utilizadas nos processos de 

criopreservação vegetal. 

Solução DMSO 
(%) 

Etilenoglicol 
(%) 

Glicerol 
(%) 

Sacarose (%) Referência 

PVS1 15 15 30 5 URAGAMI et al., 1989 
PVS2 15 15 30 14 SAKAI; KOBAYASHI; 

OIYAMA, 1990 
PVS3 − − 50 50 NISHIZAWA et al., 1993 
PVS4 − 20 35 20 SAKAI, 2000 
VSL 10 10 10 45 LIU et al., 2004 

 

Assim como o resfriamento em NL é precedido por uma série de etapas que visam 

preparar de forma gradativa o material para ser exposto a temperaturas ultrabaixas, o 

reaquecimento também requer cuidados que são cruciais para o sucesso dos protocolos de 

criopreservação (BENSON, 2008). Essa etapa deve ser realizada de forma rápida, para evitar a 

formação de cristais de gelo, que podem causar injúrias e comprometer a recuperação do 

material. Normalmente, os protocolos de criopresevação  incluem a imersão do material em 

banho-maria por 1 a 2 min, a temperaturas de 39 °C - 40 °C. Além disso, antes de ser inoculado 

no meio de recuperação, o material é previamente exposto à chamada solução de reaquecimento 

(unloading) que tem como base o meio de cultivo padrão da espécie contendo uma concentração 

elevada de sacarose (1,2 M). Essa etapa tem como objetivo evitar um choque osmótico, 

resultante da diferença entre os potenciais osmóticos do meio intracelular do material 

criopreservado e o meio de cultura no qual o material será inoculado (GONZALEZ-ARNAO et 

al., 2008; SAKAI et al., 2008).  

Diferentes técnicas de criopreservação têm sido desenvolvidas para plantas. Nos 

primeiros protocolos, a desidratação do material era realizada por meio do resfriamento lento do 

explante, utilizando equipamentos chamados de refrigeradores programáveis (PANIS, 2018). 

Esse resfriamento provoca a formação de gelo no meio extracelular, causando uma diferença de 

pressão de vapor entre os ambientes intra e extracelular, que induz à saída da água das células e 

torna o meio interno mais concentrado (BENSON, 2008). Ao atingir a temperatura de −40 ºC, o 

material é imerso em NL (ENGELMANN, 2011). Essa técnica normalmente é mais eficiente 

para a criopreservação de tecidos indiferenciados, como é o caso de calos e suspensões celulares 

(CRUZ-CRUZ et al., 2013). O resfriamento lento, também é uma técnica eficiente para 
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criopreservação de plantas de climas frios, porém, não se mostra eficaz para a maior parte das 

espécies tropicais, uma vez que essas não possuem estratégias fisiológicas naturais de proteção 

para o frio intenso (GERY et al., 2011).  

Trabalhos iniciados a partir da década de 1980 concentraram-se em desenvolver 

procedimentos criogênicos que eliminassem a necessidade do uso de resfriadores programáveis 

(SAKAI; ENGELMANN, 2007). Dessa forma, foram desenvolvidos protocolos baseados no 

chamado resfriamento rápido, nos quais a desidratação, antes da imersão em NL, é alcançada 

pela exposição do material biológico a soluções crioprotetoras ou por desidratação física, seja 

pela exposição à sílica gel ou ao fluxo de ar. Esses trabalhos resultaram no estabelecimento das 

técnicas de dessecação, vitrificação (SAKAI et al., 1990), encapsulamento-desidratação 

(DEREUDDRE; FABRE, 1990), encapsulamento-vitrificação (MATSUMOTO et al., 1995) e de 

vitrificação em gotas (PANIS et al., 2005). Mais recentemente, tem sido adotado o uso de placas 

de alumínio nas diferentes etapas do procedimento, dando origem às técnicas de vitrificação em 

crioplaca (V-Crioplaca) (YAMAMOTO et al., 2011) e dessecação em crioplaca (D-Crioplaca) 

(YAMAMOTO et al., 2011).  

A técnica de dessecação baseia-se na redução do conteúdo hídrico do material sob fluxo 

de ar ou pela exposição à sílica gel por períodos pré-determinados (GONZALEZ-ARNAO et al., 

2014), enquanto a técnica de vitrificação envolve a desidratação pelo tratamento dos explantes 

com soluções de altas concentrações osmóticas (SAKAI et al., 1990). Essas técnicas associadas 

ao prévio encapsulamento do material biológico em cápsulas de alginato de cálcio, recebem a 

denominação de encapsulamento-desidratação e encapsulamento-vitrificação. O encapsulamento 

tem como principais vantagens a facilidade no manuseio dos explantes e sua proteção (BEN-

AMAR et al., 2013), uma vez que o material não é exposto diretamente às soluções de 

vitrificação, nem à desidratação evaporativa. 

Outra técnica, muito utilizada para a criopreservação de diversas espécies, como por 

exemplo de banana, batata doce e uva (PANIS et al., 2005; SAKAI; ENGELMANN, 2007), é a  

vitrificação em gotas ou do inglês droplet vitrification , que tem como maior diferença para as 

outras técnicas o uso de um pedaço de folha de alumínio (5 x 20 mm) como suporte para os 

explantes. O material é tratado com solução crioprotetora e disposto sobre a folha com uma 

pequena gota da solução crioprotetora que irá englobar o explante. Posteriormente, essa folha de 
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alumínio contendo os explantes envoltos na solução crioprotetora é imersa diretamente em NL 

(SAKAI; ENGELMANN, 2007). Como vantagem dessa técnica, temos a manipulação de mais 

de um explante por vez e taxas mais altas de resfriamento e reaquecimento do material, causada 

pelo contato direto com a folha de alumínio. Entretanto, como o material não está aderido a folha 

de alumínio, ocorrem muitas vezes perdas dos explantes dentro das soluções, ao longo do 

protocolo de criopreservação (WANG et al., 2021). 

As técnicas mais recentemente desenvolvidas utilizam suportes de placas de alumínio 

para aderência do material a ser criopreservado. Os materiais são fixados às crioplacas com 

auxílio das soluções de alginato de sódio e cloreto de cálcio. Quando associada à técnica de 

vitrificação, denomina-se vitrificação em crioplaca (V-Crioplaca). Já quando associada à técnica 

de dessecação, denomina-se dessecação em crioplaca (D-Crioplaca). O uso das crioplacas 

confere importantes vantagens ao processo de criopreservação, como a maior velocidade de 

resfriamento e reaquecimento devido à alta condutividade térmica do alumínio. Adicionalmente, 

facilita o manuseio dos explantes e permite uma maior agilidade aos procedimentos, evitando a 

perda de explantes nas soluções, ou mesmo danos físicos causados pela manipulação direta 

(YAMAMOTO et al., 2011). Os protocolos desenvolvidos com essas técnicas têm se mostrado 

muito eficientes, alcançando significativas taxas de recuperação dos materiais criopreservados, 

quando comparados aos resultados obtidos empregando-se as tecnicas de vitrificação, dessecação 

e encapsulamento-vitrificação, por exemplo (YAMAMOTO et al., 2011; DHUNGANA et al., 

2017; PETTINELLI et al., 2017; VILARDO et al., 2019b).  

Outra técnica que utiliza um suporte metálico para a aderência do material vegetal, e que 

foi recentemente desenvolvida, é a Crio-mesh ou Crio-malha (FUNNEKOTTER et al., 2017). A 

principal diferença entre a crio-malha e a crioplaca é que o material do suporte utilizado é um 

pequeno retângulo de malha de aço inoxidável (FUNNEKOTTER et al., 2017), podendo ser 

utilizada como alternativa às crioplacas de alumínio. 

Os avanços nas tecnologias de criopreservação são de especial importância para as 

espécies arbóreas, surgindo como abordagem complementar à conservação in situ, especialmente 

devido à possibilidade de redução das áreas necessárias para o cultivo e dos custos, em 

comparação com os métodos tradicionais de conservação (LAMBARDI; SHAARAWI, 2016). 
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1.2.2.1 Criopreservação de espécies arbóreas 
 

As espécies arbóreas são altamente afetadas por diversos fatores naturais como variações 

climáticas severas, erupções vulcânicas e tornados por exemplo, alem de também serem afetadas 

pelas ações antrópica, sendo utilizadas como fontes de uma das matérias primas naturais mais 

antigas já registradas (a madeira) e serem retiradas das áreas naturais para darem mais espaço 

para criação de gado e de plantações. 

Ainda que essas espécies sejam desimadas da natureza, elas também tem espaço dentro da 

exploração comercial, sendo utilizadas na produção de alimentos (como os frutos) e na industria 

farmacêutica, como fonte de substâncias de interesse (AUGUSSEAU et al., 2006). A exploração 

dessas espécies pode acarretar o comprometimento de populações naturais, como ocorreu com 

Taxus brevifolia, em função da extração do alcaloide taxol, uma substância com alta atividade 

antineoplásica. A espécie quase foi extinta, uma vez que para a obtenção de cerca de um quilo de 

taxol, são necessárias cascas de mais de 1.000 árvores, com uma idade de maturação 

considerável (BROWER, 2008). Como principal forma de conservação das espécies arbóreas, 

nos temos as conservações in situ, como a criação de parques nacionais com territórios de grande 

extenções. Entretanto, esse tipo de metodologia de conservação, enfrenta grandes limitações uma 

vez que necessita de fiscalização, e politicas públicas funcionais. 

Em função da importância econômica dessas espécies, o desenvolvimento de estratégias 

de conservação em longo prazo, com destaque para a criopreservação torna-se bastante relevante. 

Entretanto, as espécies arbóreas, na maioria dos casos, têm características que dificultam sua 

produção, mesmo por cultivo in vitro. Alguns desses aspectos são a presença de sementes 

recalcitrantes, dificuldade de rizogênese in vitro, contaminação endógena e crescimento lento 

devido ao longo ciclo de vida (RATHORE et al., 2004).  

Técnicas de criopreservação já foram estabelecidas para algumas árvores frutíferas, como 

pereira, macieira e caquizeiro, tanto empregando protocolos clássicos de resfriamento lento 

(CHANG, 2000), como por técnicas baseadas no resfriamento rápido, como encapsulamento-

desidratação (NIINO; SAKAI, 1992), vitrificação (NIINO; SAKAI, 1992), vitrificação em gotas 

(NIU et al., 2012) e D-Crioplaca (MATSUMOTO et al., 2015). A criopreservação também tem 
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sido utilizada para fins de eliminação de patógenos em arbóreas, a chamada crioterapia (UNDP 

et al., 2007).  

A crioterapia é um método biotecnológico, utilizado para eliminar patógenos em espécies 

vegetais, principalmente vírus. Ela se baseia nas diferenças fisio-anatômicas entre as células que 

constituem o domo meristemático e as demais células vegetais. As células meristemáticas por 

não serem alcançadas pelos feixes vasculares estão isentas de contaminação viral, uma vez que 

esses patógenos se movimentam pelo corpo da planta através dos vasos condutores. Além disso, 

as células meristemáticas são constituídas por pequenos vacúolos. Dessa forma, as células 

vegetais infectadas ao serem expostas às temperaturas ultrabaixas, não conseguem se recuperar, 

uma vez que por apresentarem um grande conteúdo hídrico estão sujeitas à formação de cristais 

de gelo em seu interior e, consequentemente, a ocorrência de injúrias em suas membranas. Por 

outro lado, as células meristemáticas, por sua estrutura formada por poucos e pequenos vacúolos, 

são mais resistentes ao processo criogênico. Dessa forma, com a sobrevivência apenas de células 

meristemáticas, a planta regenerada após o processo de crioterapia estará livre de patógenos 

(BETTONI et al., 2016).  

A conservação por criopreservação também já foi utilizada para espécies madeireiras 

como para o eucalipto, onde foi utilizada a técnica de encapsulamento-desidratação foi 

empregada na conservação de gemas axilares (PÁQUES et al., 2002). Protocolos baseados no 

resfriamento lento foram estabelecidos para gemas dormentes de bétula de prata, que é uma 

arbórea utilizada na medicina tradicional (RYYNÄNEN, 1996). , enquanto a vitrificação foi 

usada para ápices e gemas axilares de um híbrido de Aspen, que se trata de uma espécie arbóres 

pioneira, muito importante para restaurar áreas degradadas (JOKIPII et al., 2004).  

Considerando as espécies lenhosas tropicais, o estabelecimento de protocolos de 

criopreservação apresenta maiores desafios, uma vez que estas espécies não têm mecanismos 

fisiológicos prévios para passar por estações mais frias, o que faz com que elas sejam espécies 

ainda mais sensíveis aos processos de criopreservação (NOOR et al., 2019). Lenhosas tropicais 

são principalmente propagadas por sementes, as quais são sensíveis ao frio ou à dessecação. As 

técnicas normalmente utilizadas para a criopreservação dessas espécies são as de armazenamento 

de embriões ou eixos embrionários, como já reportado para seringueira (NORMAH et al., 1986), 

jaqueira (THAMMASIRI, 1999) e coqueiro (YOBOUE et al., 2014; SAJINI et al., 2006). No 
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entanto, existem espécies não passíveis de serem criopreservadas a partir de embriões, seja 

devido ao grande tamanho dessas estruturas, como no caso de Durio zibethinus L., ou mesmo 

pela ausência de embriões diferenciados em suas sementes, como em Garcinia gummi-gutta 

(NOOR et al., 2016). 

 

Durante as diferentes etapas de procedimentos de criopreservação, os tecidos vegetais são 

expostos a diversas condições de estresse. O próprio processo de excisão dos propágulos as 

etapas de desidratação e as variações de temperatura durante o resfriamento e reaquecimento do 

material são eventos que podem acarretar injúrias irreversíveis aos tecidos e desencadear a  morte 

celular (UCHENDU et al. 2010). Alguns desses eventos podem, ainda, induzir variações 

epigenéticas e somáticas (LARKIN; SCOWCROFT, 1981; HAZUBSKA-PRZYBYŁ; DERING, 

2017). Dessa forma, torna-se importante que junto ao desenvolvimento de protocolos de 

criopreservação também sejam estabelecidas metodologias para avaliar o material vegetal quanto 

à manutenção das características das plantas matrizes. Nesse sentido, têm sido empregadas 

metodologias que utilizam marcadores moleculares para avaliação da estabilidade genética 

(IBÁÑEZ et al., 2019; SADAT−HOSSEINI et al., 2019), além da análise de descritores 

morfológicos (TOWILL, 1983; KULUS et al., 2019; WANG et al., 2021) e avaliações 

citológicas (GAUTIER et al., 2019), bioquímicas (ANTONY et al., 2019; ACOSTA et al., 2020) 

e da capacidade biossintética do material (MARCO-MEDINA et al., 2013; SHAHBAZI et al., 

2019). 

 

1.3. Avaliação da capacidade biossintética do material criopreservado  
 

A manutenção da capacidade de síntese de metabólitos secundários é uma característica 

essencial para a determinação da eficiência de protocolos de criopreservação de plantas 

medicinais (ENGELMANN; TAKAGI, 2000; WANG et al., 2021). Nos últimos anos, tem sido 

observado o crescimento do número de estudos que avaliam a criopreservação de culturas in 

vitro de plantas medicinais, sob o aspecto da manutenção da capacidade biossintética de 

metabólitos de interesse (GEORGIEVA et al., 2014; KULUS, 2020). Para isso, são utilizados 

diferentes métodos cromatográficos, incluindo a Cromatografia em Camada Delgada (CCD), a 



33 

 

 

 

Cromatografia em Fase Gasosa (CG) e a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE). 

Essas técnicas permitem obter informações sobre os constituintes de extratos vegetais e servem 

para direcionar as operações de fracionamento, visando ao isolamento de substâncias de 

interesse. 

Ponderando a relevância dessas metodologias na pesquisa de plantas medicinais e na 

exploração de metabólitos secundários, muitas têm sido empregadas nos estudos de substâncias 

bioativas produzidas in vitro (PAEK et al., 2005), com destaque para a CLAE, técnica físico-

química de separação de substâncias utilizada em análises qualitativas e/ou quantitativas (TONHI 

et al, 2002). Como exemplos do uso de técnicas cromatográficas na análise de materiais pré- e 

pós-criopreservação, podemos citar os estudos de Ahuja e colaboradores (2002) que empregaram 

a CLAE para avaliar a capacidade de produção de metabólitos de Dioscorea floribunda, após a 

criopreservação de ápices caulinares pela técnica de vitrificaçãoe o uso da CG em culturas de 

células em suspensão de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, sendo observado um perfil 

fitoquímico similar entre os materiais a partir da avaliação de 14 diferentes metabólitos 

secundários da espécie (OGAWA et al., 2008).  

 

1.4 Família Rhamnaceae 
 

A família Rhamnaceae, pertencente à ordem Rosales, apresenta cerca de 900 espécies, 

que incluem árvores, arbustos e lianas (MEDAN et al., 2004). As ramnáceas têm distribuição 

cosmopolita, sendo encontradas em regiões temperadas, tropicais e subtropicais (Figura 5) 

(MEDAN et al., 2004). As espécies dessa família têm tendência a ser xeromórficas, ou seja, a 

adaptar-se facilmente a climas semiáridos, desérticos ou de regiões úmidas, com alta salinidade, 

como os manguezais, o que favorece sua ocorrência em habitats mais secos. Raven e Axelrod 

(1974) consideraram que as ramnáceas estão bem representadas em regiões tropicais e 

temperadas, e amplamente distribuídas e adaptadas, que se torna difícil traçar a história natural 

da família.  
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Figura 5 - Mapa de distribuição mundial de espécies da família Rhamnaceae. 
 

 
Legenda: Mapa divulgado em http://www.tropicos.org/Name/42000237?tab=maps (acesso em: 01/03/2022 - 
Missouri Botanical Garden). Pontos amarelos representando a distribuição das espécies. 

 

Algumas espécies de Rhamnaceae são utilizadas na medicina tradicional, como Ziziphus 

jujube (SOLLOZO-DUPONT et al., 2011), Z. mauritiana (DIALLO et al., 2010) e Hovenia 

dulcis (HYUN et al., 2010), o que justifica os estudos farmacológicos que vêm sendo realizados 

com estas e outras espécies da família (Quadro 2). Estudos avaliando o potencial medicinal e 

aspectos fitoquímicos, sendo alguns associados a técnicas de cultura de tecidos vegetais, também 

já foram realizados com Rhamnaceas (RIBEIRO et al., 2015; SINGH et al., 2018; ÇALIŞKAN et 

al., 2019; ROCCHETTI et al., 2019; PARASHAR et al., 2019; GANDAGULE et al., 2019; LI et 

al., 2020; HUSSEIN; PRAKASH et al., 2021; SFERRAZZA et al., 2021; HAMAD, 2021).  
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Quadro 2 – Estudos in vitro de atividades biológicas com espécies da família Rhamnaceae.  

Espécie Potencial medicinal Substância 

com atividade 

Referência 

Ampelozizyphus 

amazonicus 

Antimalárico Quinacrina ISMAIL, 2019  

Ziziphus glaziovii Anti-helmíntico Triterpenos DOS SANTOS, 2019 

Zizyphus jujube Antidiabético e 

sedativo 

Riboflavina e 

tiamina 

SHAHRAJABIAN, 

2019 

Ziziphus mauritiana Cardioprotetor e 

antioxidante 

Ácido 

ascórbico 

SHAHRAJABIAN, 

2019; YOUL, 2019 

Frangula alnus Antioxidante e 

Antimicrobiana 

Flavonoides KREMER, 2012 

Rhamnus purpureus Antiinflamatório − THAKUR; PRASAD, 
2019 

Rhamnus lycioides Antioxidante − BENAMAR et al., 2019 

Hovenia dulcis Antineoplásica − CASTRO et al., 2002 

Hovenia dulcis Antigiárdia − GADELHA et al., 2005 

 

 Estudos biotecnológicos visando à propagação in vitro de espécies dessa família já foram 

publicados, principalmente com as de uso medicinal, como Frangula alnus. Mill., Frangula 

Rupestris. (Escopo.) Schur., Rhamnus catártico. L. (KOVAČEVIĆ; GRUBIŠIĆ, 2005), 

Ampelozyziphus amazonicus Ducke. (ANDRADE−NETO et al., 2008), Ziziphus jujuba 

(YILDIRIM et al., 2015) e Z. spina-christi (ASSAREH; SARDABI, 2005). Estudos de 

conservação in vitro foram realizados apenas para Z. jujube (WANG et al., 2015).  

1.4.1 Hovenia dulcis Thunb. 
 

Segundo a base de dados do TRÓPICOS (2020), o gênero Hovenia Thunb. possui oito 

espécies catalogadas, sendo a maioria com mais de uma variedade. São elas: H. acerba, H. 
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fulvotomentosa, H. inaequalis, H. kiukiangensis, H. parviflora, H. robusta, H. trichocarpa, e a 

única das espécies do gênero encontrada no Brasil, H. dulcis (Figura 6). 

 O nome do gênero é uma homenagem a David Hoven, senador de Amsterdam que 

financiou diversas viagens para a realização dos estudos de Thunberg na Ásia (CARVALHO, 

1994). O epíteto específico dulcis é uma referência à doçura das infrutescências . Hovenia dulcis 

é uma espécie arbórea oriunda da Ásia Oriental, com ampla ocorrência no Japão, China e Coréia 

(CARVALHO, 1994). A espécie é encontrada em regiões montanhosas, devido às condições 

climáticas ideais (regiões com alta altitude e climas frios) para sua adaptação (COSTA, 1934). 

Figura 6 - Espécie Hovenia dulcis   

 
Legenda – A: Habitus (Fonte: https://www.sitiodamata.com.br/uva-japonesa-hovenia-dulcis) B: Ramo com folhas e 
inflorescências imaturas (Foto: Cecília Azevedo) C: Botões de inflorescências (Foto: Cecília Azevedo) D: 
Inflorescências (Fonte: https://sites.unicentro.br/wp/manejoflorestal/11612-2) E: Pseudofrutos (Fonte: 
https://www.colecionandofrutas.com.br/hoveniadulcis.htm)  
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Existem dois registros de introdução da espécie no Brasil. Um deles em 1908, por ocasião 

da Exposição Nacional de Plantas Ornamentais e Exóticas, que ocorreu no Jardim Botânico do 

Rio de Janeiro (COSTA et al., 1934; STILLNER et al., 1983). O outro registro em 1987, quando 

o CNPFlorestas/EMBRAPA recebeu sementes de H. dulcis da Academia Chinesa de Florestas 

(CARVALHO, 1994). O histórico de inserção da espécie no país é pouco detalhado e por vezes 

confuso, uma vez que são apresentadas diversas versões. Entretanto, este histórico está sempre 

relacionado aos vários usos conhecidos para a espécie (CARVALHO, 1994), tais como suas 

aplicações medicinais e comerciais, as quais explicam as motivações da sua introdução.  

 O nome popular mais conhecido da espécie é uva-do-japão, porém outras denominações 

são adotadas, dependendo da região de ocorrência. No Sudeste os nomes mais utilizados são 

bananinha-do-japão, caju-do-japão, caju-japonês, cajueiro-japonês, chico-magro, gomari, mata-

fome, passa-do-japão, passa-japonesa, pau-doce e uva-japonesa. Na região Sul os nomes mais 

utilizados são banana-do-japão, pé-de-galinha, tripa-de-galinha, uva-da-china e uva-do-japão 

(CARVALHO, 1994). Na Argentina, a árvore é conhecida como hovenia, palito dulce, uva, uva 

china, uva japonesa, uva paraguaya e uvilla (COZZO, 1960). Na China, é conhecida como Chih-

chü e Kenan (KOLLER, 1979), no Japão, como Kenpo nashi (SHIRASAWA, 1983) e nos 

Estados Unidos como Raisin tree (KOLLER, 1979).  

Hovenia dulcis é utilizada na medicina popular da Ásia, onde a casca do caule é 

empregada no tratamento de afecções intestinais (BASTOS, 1990) e os pseudofrutos são usados 

como diurético, antipirético e contra a diarreia (REN-BO et al., 2007). No Brasil, sua madeira é 

utilizada na construção civil, marcenaria, carpintaria, para confecção de forros, vigas, caibros, 

tábuas, assoalho, móveis, molduras, artesanato, objetos de adorno e laminados (CARVALHO, 

1994). Seus pseudofrutos também têm uso popular no país, como medicamento antiasmático 

(BASTOS, 1990). Diversos estudos fitoquímicos e farmacológicos têm sido realizados com a 

espécie, com resultados promissores. Entre os estudos fitoquímicos, destacam-se aqueles nos 

quais foram identificadas substâncias das classes dos triterpenoides (KANG et al., 2017), 

flavonoides (CASTRO et al., 2002; RIBEIRO et al., 2015), alcaloides (TAKAI et al., 1973; CHO 

et al., 2013), polissacarídeos (WANG et al., 2012), ácidos orgânicos (LI et al., 2005; LE et al., 

2018), saponinas (ALBARELLO et al., 2014), dihidroflavonóis e flavonois (LI et al., 2005; 

MENG et al., 2016). 
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Substâncias fenólicas e saponinas triterpênicas já foram identificadas nos extratos de H. 

Dulcis (SFERRAZZA et al., 2021). As substâncias fenólicas relatadas são hovenodulinol, 

hovenitinas I, II e III, (+) - 3,3 ′, 5 ′, 5,7-penta-hidro-flavanona, laricitrina, miricetina, (+) - 

galocatecina, di-hidrokaempferol, di-hidrokaempferol, di-hidromitretina (ampelopsina) e 

quercetina. As saponinas triterpênicas relatadas são saponina C2, β-daucosterol, 

hovenidulciosídeos A1, A2, B1 e B2 (PARK et al., 2015; SFERRAZZA et al., 2021). 

Entre os flavonoides identificados em H. dulcis está a ocorrência de diidromiricetina, 

também conhecida como ampelopsina, um dihidroflavonol (Figura 7). Segundo Kou e 

colaboradores (2012), essa substância foi isolada da espécie Ampelopsis meliifolia pela primeira 

vez em 1940. Sabe-se que existem diversos subtipos de ampelopsina, que apresentam diferentes 

atividades biológicas (PARK et al., 2015). Estudos recentes demonstraram que a ampelopsina 

possui potente atividade antineoplásica contra cânceres de fígado (QI et al., 2015), próstata 

(PARK et al., 2017), mama (TIENG et al., 2019) e bexiga (YUN et al., 2019). Adicionalmente, 

foram descritas as atividades antioxidante (PARK et al., 2017), anti-inflamatória (QI et al., 

2012), antimicrobiana (KOU et al., 2012), mediadora de morte celular (YUN et al., 2019), 

hepatoprotetora e reguladora dos metabolismos lipídico e glicêmico (MURAKAMI et al., 2004), 

além de promover melhora no comprometimento cognitivo de ratos com doença de Alzheimer 

(WANG et al., 2020). 

Outros flavonoides isolados de H. dulcis são a taxifolina e a quercetina (Figura 7). A 

taxifolina, também conhecida como diihidroquercetina, é utilizada no tratamento clínico de 

doenças coronárias e cardiovasculares (SUNIL; XU, 2019). Estudos recentes têm reportado que 

essa substância possui uma variedade de efeitos biológicos, incluindo antineoplásico, anti-

inflamatório, antiviral, antibacteriano e antioxidante (CAI et al., 2019). A quercetina é mais 

frequentemente obtida a partir de raízes (PARVIN et al., 2019) e apresenta uma série de 

atividades farmacológicas como antioxidante (IRMISCH et al., 2019), analgésica (MONDAL et 

al., 2019) e anti-inflamatória (KIM et al., 2019). 
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Figura 7 - Estrutura química de alguns flavonoides encontrados em Hovenia dulcis. 

 

Legenda: Park et al., 2016 

 

Extratos preparados a partir de diferentes órgãos de H. dulcis apresentaram atividades 

hepatoprotetora (PARK et al., 2019), antioxidante (WANG et al., 2012) e antigiárdica 

(GADELHA et al., 2005). Atividades antioxidante (RIBEIRO et al., 2015) antineoplásica 

(RIBEIRO, 2013; CASTRO et al., 2002) e tripanocída (CASTRO et al., 2002), também foram 

observadas em extratos obtidos de materiais in vivo e cultivados in vitro (Quadro 3).  
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Quadro 3 – Atividades biológicas a partir de estudos in vitro de diferentes extratos de H. dulcis. 

Material 

vegetal 
Atividade Tipo de extrato 

Substâncias/Fração 

responsáveis pela 

atividade 

Referência 

Pseudofruto 

Desintoxicação 
de álcool Aquoso Hovenodulinol; 

Ampelopsina XIANG et al., 2012 

Hepatoprotetor Aquoso Ampelopsina WANG et al., 2012 

Antioxidante 80% metanol 
Complexos polifenólico-
proteína-polissacarídeos; 

Compostos fenólicos 

GÖÇMEN et al., 
2000 

Antidiabetes Aquoso; Etanólico Flavonóides totais, 
mirricetina e polissacarídeos 

SANG, 2005; 
MENG et al., 2016 

Antiestresse Aquoso - NA et al., 2013 

Antialérgico Metanólico Hovenidulciosídeos A1, A2, 
B1 B2 

XU et al., 2004; 
YOSHIKAWA et 

al., 1995 
Anti-

inflamatório Extrato etanolico Ampelopsina; Taxifolina; 
Miricetina JEONG et al., 2009 

Casca 

Antineoplásico 
Fração de éter 

dietílico do extrato 
etanólico 

 
- ZHANG et al., 2007 

Neuroprotetor Fração etanólica do 
extrato metanólico 

(−) - catequina 
e (+) -afzelequina LI et al., 2005 

Antioxidante Fração etanólica do 
extrato metanólico - LI et al., 2005 

Folha 

Antipatogênico Fração diclorometano 
do extrato metanólico - GADELHA et al., 

2005 

Antimicrobiana 
Fração metanólica do 

extrato em água 
quente 

Ácidos vanílicos e ferúlicos CHO et al., 2000; 
PINENT et al., 2008 

Antimutagênico Fração clorofórmica 
do extrato metanólico - SUN-HEE et al., 

2007 

Antineoplásico 

Fração clorofórmica 
do extrato 

metanólico; Fração de 
acetato de etila 

- 
SUN-HEE et al., 

2007; ARAÚJO et 
al., 2021 

Antioxidante Extrato etanólico - RIBEIRO et al., 
2015 

Antineoplásico Extrato etanólico - RIBEIRO et al., 
2015 

Galhos 
Laxante Extrato aquoso Ácido vanlínico OH et al., 2020 

Anti-
inflamatório * Vanilato de metila LIM et al., 2016 

Calo Antioxidante Extrato etanólico - RIBEIRO et al., 
2015 

*O artigo não descreve o preparo do extrato. 
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Extratos de quase todas as partes vegetais de H. dulcis, como raiz, casca, folhas, sementes 

e pseudofrutos apresentam atividades biológicas (SFERRAZZA et al., 2021). Por conta disso, a 

espécie tem sido objeto de estudos por diferentes grupos de pesquisa, incluindo estudos 

biotecnológicos, já tendo sido estabelecidos protocolos de micropropagação por organogênese 

direta (ECHEVERRIGARAY et al., 1998; PARK et al., 2006) e por organogênese indireta 

(JEONG et al., 2009), além de culturas de calos (EOM et al., 2002; RIBEIRO et al., 2015; 

RIBEIRO et al., 2021).  

 

No Laboratório de Biotecnologia de Plantas (Labplan), que faz parte do Núcleo de 

Biotecnologia Vegetal (NBV), do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG), da 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), já foram estabelecidos protocolos de 

germinação de sementes in vitro e de micropropagação (CASTRO, 2001), culturas de calos 

friáveis,  suspensões celulares (RIBEIRO et al., 2021), calos compactos e culturas do tipo CCC 

(Compact Callus Cluster) (RIBEIRO et al., 2015). A partir desses estudos  foi estabelecido um 

sistema de produção de saponinas in vitro, que resultou em um pedido de patente (RIBEIRO, 

2013; ALBARELLO et al., 2014).   

Considerando a relevância do estabelecimento de culturas in vitro, conservação e 

manutenção de capacidade biossintética de plantas medicinais, muitos estudos têm sido 

realizados empregando-se metodologias de cultura de tecidos vegetais, criopreservação e 

avaliação fitoquímica, de forma complementar ou isolada, a fim de elucidar e propor 

possibilidades para remediar as crescentes taxas de perdas de germoplasma vegetal que ocorrem 

mundialmente (TOWILL, 2002; VANISREE et al., 2004; VENTER et al., 2018).  

Dessa forma, esse trabalho teve por objetivo estabelecer um protocolo de criopreservação 

para Hovenia dulcis, bem como avaliar da manutenção da capacidade biossintética do material 

criopreservado em comparação às suas matrizes. Vale também destacar que o presente estudo é o 

primeiro na área de criopreservação com uma espécie do gênero Hovenia, podendo servir de 

referência no estabelecimento de protocolos de conservação in vitro para outras espécies da 

família Rhamnaceae. 
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2  OBJETIVOS  

 

2.1 Geral 

 

Estabelecer um protocolo de criopreservação pela técnica de V-Crioplaca para ápices 

caulinares de plantas propagadas in vitro de Hovenia dulcis e avaliar o perfil fitoquímico das 

plantas oriundas do processo de criopreservação, em relação às plantas mantidas in vitro e a 

campo. 

 

2.2 Específicos 

 

• Avaliar o uso de ápices caulinares oriundos de microestacas e obtidos diretamente das 

plantas matrizes, na criopreservação; 

• Investigar o efeito do tempo de exposição dos ápices à solução de vitrificação PVS2; 

• Avaliar o efeito de diferentes concentrações às citocininas 6-benzilaminopurina (BA) e 

cinetina (KIN) no meio de regeneração após a criopreservação; 

• Avaliar o uso do papel de filtro sobre o meio de recuperação como base para a inoculação 

dos ápices caulinares  após a criopreservação; 

• Realizar um estudo comparativo dos perfis obtidos por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) de extratos de plantas mantidas in vitro, plantas oriundas do processo de 

criopreservação e plantas desenvolvidas em condições naturais.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

Os experimentos relativos a criopreservação e criopreservação foram realizados no 

Laboratório de Biotecnologia de Plantas (Labplan), que faz parte do Núcleo de Biotecnologia 

Vegetal (NBV), do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG), da Universidade 

do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). As análises fitoquímicas foram realizadas no Laboratório 

de Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN) do NBV/IBRAG/UERJ e na Central Analítica 

Fernanda Coutinho do Instituto de Química (IQ) da UERJ. 

 

3.1 Material vegetal 

 

As sementes que deram origem às primeiras culturas in vitro foram coletadas no 

município de Teresópolis, RJ (22°26’23”S 42°58’36”W) e uma excicada da espécie foi 

depositada no Herbário da UERJ, sob o registro HRJ1426. A partir de sementes germinadas in 

vitro foram estabelecidas as culturas de H. dulcis (CASTRO, 2001). 

Plantas propagadas in vitro, oriundas de explantes caulinares foram usadas  como 

matrizes para os ensaios de criopreservação. As culturas foram mantidas em meioMS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962) contendo 0,09 M de sacarose (30 g/L), suplementado com 0,5 

mg L−1 de BA + 0,5 mg L−1 KIN e solidificado com 8 g L−1 de ágar (CASTRO, 2001). O pH do 

meio foi ajustado para 5,8 antes da adição de ágar e a esterilização foi realizada em autoclave 

(121º C, 104 kPa) por 15 min. A manutenção das culturas estoque foi realizada por meio de 

subcultivos de segmentos caulinares apicais com, aproximadamente, 2 cm de comprimento para 

meio fresco de igual composição, a cada 60 dias. As culturas foram mantidas em câmara de 

crescimento à temperatura de 26 ± 2°C, sob fotoperíodo de 16 h, com intensidade luminosa de 45 

μmol m−2s−1. 
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3.2 Criopreservação  

 

3.2.1 Preparo do material botânico e pré-cultivo dos explantes 
 

Segmentos caulinares de aproximadamente 1 cm, contendo de um a dois nós, foram 

excisados de culturas estoque com 60 dias de cultivo e inoculados verticalmente em potes de 

vidro (60 x 90 mm; 10 segmentos caulinares por frasco) contendo 30 mL de meio de cultura MS, 

contendo 0,09 M de sacarose (30 g/L), solidificado com 8 g L−1 de ágar, sem suplementação 

hormonal (MS0) e pH 5.8. Após 21 dias de cultivo, os ápices caulinares com 1,5 mm a 2,0 mm 

de comprimento foram obtidos dessas microestacas e utilizados como fonte de explante nos 

ensaios de criopreservação (Figura 8).  

Além das microestacas, brotos axilares desenvolvidos diretamente das culturas estoque 

com 60 dias de culturo também foram usados como fonte de ápices caulinares (1,5 - 2,0 mm) 

para os ensaios de criopreservação. Ápices caulinares foram submetidos ao protocolo de 

criopreservação definido como o mais eficiente para aqueles excisados das microestacas.  

Os ápices caulinares obtidos de microestacas ou culturas estoque foram pré-cultivados 

por 24 h em placas de Petri (90 × 15 mm) contendo meio MS suplementado com 0,3 M de 

sacarose e 8 g L-1 agar. O ph do meio de pré-tratamento foi ajustado para 5.8, antes de ser 

autoclavado por 15 min.  Esses ápices foram mantidas no escuro e a uma temperatura de 26 ± 2° 

C. 

 

3.2.2 Criopreservação com a técnica V-Crioplaca 
 

Foram utilizadas crioplacas de alumínio (7 mm largura x 37 mm comprimento x 0.5 mm 

espessura) com 10 poços (1,5 mm largura x 2,5 mm comprimento x 0,75 mm profundidade, 

Criopleca número 3), cedidas pelos pesquisadores Dr. Florent Engelmann (IRD/Montpellier - 

França) e Dr. Takao Niino (NIAS/ Tsukuba - Japão). Para a aderência dos ápices caulinares, com 

o auxílio de uma pipeta, foi adicionada uma gota (2 µL) de solução de 3% de alginato de sódio 

(baixa viscosidade, Sigma-Aldrich® A2158) , em cada poço da crioplaca. Essa solução foi 
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preparada com o meio MS sem cálcio, suplementado 0,09 M de sacarose e pH 5.8 . Em seguida, 

os ápices caulinares pré-cultivados foram dispostos sobre a solução de alginato de sódio e 

receberam mais uma gota dessa solução. Após essa etapa, uma solução de cloreto de cálcio 

(CaCl2) foi gotejada ao longo da superfície das crioplacas, permanecendo por 15 min à 

temperatura ambiente até a completa polimerização. A solução de CaCl2 (100 mM) também foi 

preparada em meio MS contendo 0,09 M de sacarose e  pH 5.8. O excesso da solução de CaCl2 

foi removido com auxílio de uma pipeta e as crioplacas foram secas em papel de filtro (Whatman 

n°1). As crioplacas com os ápices aderidos foram introduzidas em criotubos (2,0 mL) contendo 2 

mL da solução de osmoproteção (loading), permanecendo por 20 min à temperatura ambiente. A 

solução de osmoproteção é composta de meio MS, 2,0 M de glicerol e 0,4 M de sacarose com ph 

de 5.8, e filtrada para a esterelização (NISHIZAWA et al., 1993). Em seguida, o material foi 

exposto à 2 mL de solução de vitrificação PVS2 (30% de glicerol, 15% de etilenoglicol, 15% de 

DMSO e 0,4 M de sacarose, em sais de meio MS, filtradas para a esterelização SAKAI et al., 

1990) em criotubos por 0, 15, 30, 60, 90, 120 ou 150 min à temperatura de 0°C. Finalmente, as 

crioplacas foram foram transferidas para criotubos (2 mL) completamente preenchidos por NL, 

onde permaneceram por 15 min.   

Como controle do NL (NL−), uma parte das crioplacas com os os ápices caulinares aderidos  

passou pelas etapas de pré-cultivo, exposição a solução de osmoproteção e exposição a solução 

de vitrificação (PVS2),  com exceção do congelamento em NL . 

3.2.3 Reaquecimento e recuperação de cultura após a criopreservação 
 

Para o reaquecimento,  as crioplacas contendo os ápices caulinares foram removidas 

rapidamento do NL e imersas diretamente em solução descarregamento (unloading) (meio MS + 

1,2 M de sacarose) por 20 min à temperatura ambiente. A solução de descarregamento é 

composta de meio MS e 1.2 M de sacarose com ph de 5.8 e filtrada para a esterelização.  

Após o reaquecimento, os ápices foram removidos das crioplacas com auxílio de uma 

pinça, secos em papel de filtro (Whatman n°1) e transferidos para frascos de cultura (45 mm x 45 

mm) contendo 15 mL de meio MS suplementado com 0,009 M sacarose, associação das 

citocininas BA e KIN (0,2 ou 0,5 mg L−1), 8 g L−1 de agar com o pH 5.8, aferido antesda 

autoclavagem. Dez ápices foram inolulados por frasco e foram mantidos no escuro durante uma 
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semana a uma temperatura de 26 ± 2° C . Após este período, as culturas foram transferidas para 

luz difusa (20 μmol.m−2.s−1) até completarem quatro semanas e, em seguida, para a luminosidade 

padrão usada no cultivo das plantas matrizes (45 μmol.m−2.s−1). Nessa etapa, foi avaliado o efeito 

do uso de papel de filtro (Whatman n°1) sobre o meio de cultura de recuperação, como base para 

a inoculação dos ápices. Quando utilizado, o papel de filtro foi mantido por sete dias e, em 

seguida, os ápices foram transferidos diretamente para o meio de cultura.  

A eficiência do processo de criopreservação dos ápices caulinares de H. dulcis foi 

determinada pela porcentagem de ápices que se mantiveram verdes (sobrevivência) e 

apresentaram expansão de primórdio foliar e/ou proliferação celular (recuperação). A 

sobrevivência e a recuperação foram determinadas com trinta e sessenta dias após o 

reaquecimento, respectivamente. Adicionalmente, após 120 dias de cultivo, foram contados o 

número médio de brotos das plantas formadas por ápice recuperado do processo de 

criopreservação. 

As etapas de criopreservação empregada para os ápices caulinares de H. dulcis nesse 

documento estão representadas na figura 8.  
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Figura 8 − Etapas do processo de criopreservação de ápices caulinares de H. dulcis pela técnica 
de V-Crioplaca.   

 
 

 

3.3 Análise estatística 

 

Os experimentos foram realizados em triplicata, com um número amostral de 10 ápices 

para cada repetição. Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias 

foram comparadas pelo teste de Tukey ao nível de 5% de significância (p ≤ 0,05), utilizando o 

programa GraphPad Prism 5.00. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão  
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3.4 Avaliação da capacidade biossintética 

 

3.4.1 Material vegetal 
 

Para as análises fitoquímicas, foram utilizadas folhas de plantas coletadas a campo (FC), 

plantas matrizes propagadas in vitro (PV), mantidas em cultivo por 60 dias, e plantas regeneradas 

a partir de ápices caulinares criopreservados (PC), após 120 dias da regeneração.  

 

3.4.2 Preparo dos extratos 
 

Os extratos foram preparados empregando-se a metodologia descrita no trabalho de Park 

e colaboradores (2015). O material vegetal foi seco em liofilizador (LIOTOP L101) e triturado 

com o auxílio de um moinho (IKA). A seguir, o pó (2g) foi submetido a refluxo por 3 horas em 

água (80 ml), e a solução centrifugada (DAMON HN-S) por 10 min a 4.000 rpm para remover as 

partículas insolúveis. O sobrenadante foi congelado, submetido à liofilização durante uma 

semana e armazenado em frascos âmbar até sua utilização.  

 

3.4.3 Preparo dos padrões  
 

 Foram utilizados padrões de flavonoides previamente identificados em H. dulcis, a saber: 

Dihidromirecetina (Ampelopsina) (Sigma); Quercetina (Sigma); Taxifolina (Sigma) e Rutina 

(Sigma). Essas substâncias foram solubilizadas em metanol e utilizadas para as análises 

cromatográficas na concentração de 20 µg mL−1. 

3.4.4 Análise por cromatografia em fase líquida de alta eficiência (CLAE) 
  

As amostras dos extratos liofilizados (250 mg) foram diluídas em 1 mL de metanol grau 

espectroscópico (Tedia, Brasil), submetidas à solubilização com auxílio de ultrassom por 5 min 

e, em seguida, filtradas em filtro Millipore de 0,45 μm (Merck, Alemanha). 
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A caracterização química das amostras foi realizada por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE), no equipamento Agilent 1260, constituído de bomba de dois canais G1312B, 

degaseificador G4225A, amostrador automático G1329B, compartimento de coluna 

termoestatizado G1316A, detector UV−DAD G4212B. A separação foi realizada utilizando-se 

uma coluna Hypersil Gold C18 de 250 mm x 4.6 mm i.d. (com partícula de 5A). A fase móvel 

foi constituída por água ultrapura acidificada com ácido acético glacial (pH 3,0) (A) e 

acetonitrila (TEDIA®) (B). O método empregado foi em gradiente e encontra-se descrito no 

quadro 4. 

 

Quadro 4 – Gradiente composto pelas soluções A (água ultrapura MilliQ® acidificada com ácido 
acético glacial a 1% com pH 3,0) e solução B (acetonitrila) empregado nas análises por CLAE-
UV para a determinação do perfil cromatográfico de material in vitro e de campo de Hovenia 

dulcis. 
 

Tempo (min) Solução A (%) Solução B (%) 

0 – 2 95 5 
2 – 55 35 65 
55 – 60 0 100 

70 95 5 

 

Foi dado um intervalo de 5 min entre as injeções eluindo a fase móvel inicial para 

garantir que a coluna esteja re-acondicionada, com o fluxo de 1 mL min−1 em toda a análise. O 

volume de injeção foi de 20 µL e a temperatura do compartimento da coluna mantida em 40ºC. 

Para as análises, foram armazenados todos os espectros de UV (entre 190 - 640 nm) e 

selecionados os comprimentos de 191, 254, 280, 320, 340, 420, 480 e 600 nm para o 

monitoramento. Os cromatogramas em 254 nm e 340 nm foram utilizados para obtenção dos 

resultados. Os sinais dos cromatogramas foram manipulados com auxílio do programa Class-VP. 
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4 RESULTADOS  

 

 

4.1 Material vegetal 

 

Antes de dar início aos estudos de criopreservação, foi determinado o tempo em cultura 

para as plantas in vitro utilizadas como fonte de explantes (Figura 9A), assim como o tempo em 

cultura das microestacas até à excisão dos ápices (RIBEIRO, 2013).  

Como as plantas propagadas in vitro apresentavam um desenvolvimento lento, foi 

estabelecido o tempo de cultivo de dois meses para que fossem utilizadas como fontes de 

explantes. As plantas apresentavam um comprimento variando de 5 a 8 cm, contendo de 6 a 8 

nós (Figuras 9B e 9C). As microestacas, alcançaram um comprimento médio de 3 cm após um 

período de cultivo de três semanas (Figura 9D), apresentando ápices caulinares bem 

desenvolvidos (Figura 9E). 
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Figura 9 – Plantas de H. dulcis propagadas in vitro. 

 
Legenda− Plantas mantidas em meio MS suplementado com 0,5mg.L−1 BA + 0,5mg.L−1 KIN.  Aspecto das plantas 
após 60 dias de desenvolvimento (A); Detalhe da característica de multibrotação (seta) (C); Microestacas após três 
semanas de cultivo (D); Ápice caulinar isolado a partir de uma microestaca (E).  
Barras (A-D) = 1 cm; Barra (E) = 1mm.  
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4.2 Criopreservação pela técnica de V-Crioplaca 

4.2.1 Avaliação da etapa de pré-cultivo 
 

A fim de avaliar a capacidade de recuperação dos ápices caulinares após a exposição à 

alta concentração de sacarose (0,3 M) por 24h, os ápices foram inoculados em meio de cultura 

MS com a mesma composição utilizada na manutenção das plantas matrizes (0,5 mg L−1 BA + 

0,5 mg L−1 KIN). Foi observada a regeneração de plantas completas a partir dos ápices, 

demonstrando que esta etapa do protocolo não causou injúrias ao material (dados não 

mostrados). 

 

4.2.2 Criopreservação de ápices oriundos de microestacas 
 

Inicialmente, os estudos de criopreservação de H. dulcis foram realizados utilizando-se 

ápices caulinares excisados de microestacas, sem o uso de papel de filtro como suporte no início 

da etapa de recuperação.  

Ápices não imersos em NL (NL˗) e submetidos à etapa de recuperação em meio contendo 

a mesma concentração de citocininas utilizada na manutenção das plantas matrizes (0,5 mg.L−1 

BA + 0,5 mg.L−1 KIN) apresentaram altas porcentagens de sobrevivência (86% − 100%), 

independentemente do tempo de exposição à PVS2. Com relação a recuperação, os valores 

variaram de 53% a 93%, sendo mais elevados quando a exposição ao PVS2 foi de 120 min 

(Tabela 1).  

 Por outro lado, a exposição à PVS2 por períodos superiores a 15 min foi essencial para a 

recuperação dos ápices criopreservados (NL+) (Tabela 1). Ápices não expostos à PVS2 ou 

expostos por apenas 15 min ficavam esbranquiçados a partir da primeira semana em meio de 

recuperação. Houve um aumento tempo-dependente da eficiência do processo de recuperação, 

quando considerados os tratamentos de 30 a 120 min. Por outro lado, embora não significativa, 

houve uma tendência de redução nos valores desses parâmetros quando o tratamento foi 

realizado durante 150 min. Os valores máximos de sobrevivência (87%) e recuperação (45%) 

foram alcançados quando os explantes foram expostos à PVS2 por 120 min antes da imersão em 

NL (Tabela 1). Esses ápices começavam a se desenvolver por volta da segunda semana após a 
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criopreservação, apresentando coloração verde e sinais de crescimento dos primórdios foliares.  

Vale ressaltar, que alguns ápices criopreservados apresentaram a formação de calos após a 

transferência para o meio de recuperação e dessa forma, foram contabilizados apenas para o 

parâmetro sobrevivência. 

 Os brotos desenvolvidos a partir dos ápices criopreservados apresentaram em média 

tamanho de 1 a 1,5 cm, após 2 meses, quando foram contabilizadas as porcentagens de 

recuperação. Alguns desses brotos começaram a apresentar um aspecto hiperídrico entre o 

primeiro e o segundo mês, após a criopreservação. Entretanto, essa característica não era mais 

observada após o primeiro subcultivo, realizado com 30 dias em meio de recuperação. Após 

quatro meses do processo de criopreservação, foram obtidas plantas saudáveis, com aspecto 

semelhante às plantas matrizes. Os ápices do grupo controle (NL-) apresentaram um 

desenvolvimento mais rápido e um aspecto mais vigoroso, quando comparados aos 

criopreservados (NL+) (Figura 10). A característica de multibrotação presente em algumas 

plantas de H. dulcis mantidas in vitro (Figura 9C) também foi observada nas plantas oriundas do 

processo de criopreservação, com uma média de três brotos por planta. Tanto para ápices 

expostos a NL quanto para ápices controles. 

Os explantes que não sobreviveram ao processo de criopreservação apresentaram sinais 

de degeneração durante a segunda semana de cultivo, principalmente após transferência para a 

luz difusa. Para se verificar se o aumento de tempo de manutenção do material no escuro poderia 

influenciar o processo de recuperação, foi realizado um ensaio aumentando o período de 

incubação no escuro para duas semanas. Entretanto, não foi observada melhora do aspecto do 

material (dados não mostrados) e, desta forma, optou-se por se manter, nos experimentos 

seguintes, as mesmas condições de luminosida  já utilizadas. 
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Tabela 1 − Efeito da exposição à PVS2 na sobrevivência e recuperação de ápices caulinares 
oriundos de microestacas de H. dulcis, não criopreservados (NL-) e criopreservados (NL+) pela 
técnica de V-Crioplaca, após recuperação em meio MS suplementado com 0,5 mg L−1 de BA + 
0,5 mg L−1 de KIN. 
 

Exposição ao 
PVS2 (min) 

Sobrevivência (%) Recuperação (%) 

 NL− NL+ NL− NL+ 

0 100,00 ± 0,00a 0,00 ± 0,00 c 65,00 ± 5,00b 0,00 ± 0,00b 

15 100,00 ± 0,00a 0,00 ± 0,00 c 80,00 ± 20,00ab 0,00 ± 0,00b 

30 100,00 ± 0,00a 35,45 ± 8,67 b 68,52 ± 7,10b 21,59 ± 2,78ab 

60 86,67 ± 6,67a 73,33 ± 14,53a 73,89 ± 3,89b 30,00 ± 10,00ab 

90 91,11 ± 4,84a 79,44 ± 10,82a 66,67 ± 8,87b 43,61 ± 4,72a 

120 100,00 ± 0,00a 87,73 ± 6,33a 93,33 ± 6,67a 45,45 ± 12,41a 

150 100,00 ± 0,00a 70,00 ± 10,00a 53,33 ± 3,33b 33,33 ± 12,02ab 

Nota: Os dados representam média ± erro padrão. 
Letras iguais na mesma coluna indicam que não há diferença significativa entre os tratamentos (p≤0,05) pelo 
teste de Tukey.  
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Figura 10 – Desenvolvimento de ápices caulinares de Hovenia dulcis criopreservados pela técnica de V-Crioplaca, após exposição à 
solução de PVS2 e posterior recultivo em meio MS suplementado com 0,5 mg L−1 de BAP + 0,5 mg L−1 de KIN. 
 

 
Legenda: Após 30 dias de cultivo (A; B; E; F); após 60 dias de cultivo (C; D; G; H). Barra  = 1 cm 
NL-: Controle; NL+: criopreservados  

5
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Em função da ocorrência de hiperhidricidade e de calogênese, quando os ápices 

criopreservados (NL+) e controles (NL-) foram inoculados no meio MS supplementado com 0,5 

mg L−1 BA + 0,5 mg L−1 KIN (Figura 11), um novo ensaio foi realizado visando avaliar o efeito 

da redução da concentração das citocininas no meio de recuperação (0,2 mg. L−1 BA + 0,2 mg. 

L−1 KIN). Para esse estudo, foram utilizados apenas os tempos de exposição à solução PVS2 

superiores a 30 min, levando em consideração os resultados observados anteriormente. 

 

Figura 11 – Desenvolvimento de calogênese e hiperhidricidade em ápices caulinares de H. dulcis 
submetidos ao processo de criopreservação pela técnica de V-Crioplaca, após 90 dias de cultivo 
em meio MS suplementado com 0,5 mg L−1 das citocininas BA e KIN.  
 

 
Legenda: Ápices apresentando calogênese (setas) (A) e com desenvolvimento de folhas com aspecto hiperhídrico 
(B). Barras = 1 cm. 

 

Quanto aos parâmetros de sobrevivência e recuperação, a redução da concentração de 

citocininas no meio de recuperação não mostrou resultados superiores aos alcançados 

anteriormente (Tabela 2).  

Para os ápices não imersos em NL, embora tenha sido observada uma redução na 

sobrevivência, os valores ainda permaneceram altos (83% - 96%). Assim como observado 

anteriormente no protocolo empregando-se as maiores concentrações de citocininas, a maior 

capacidade de recuperação desses ápices foi alcançada quando a solução PVS2 foi utilizada por 

120 min (72%). 

Para os ápices imersos em NL, o aumento do tempo de exposição à solução de 

vitrificação resultou em uma maior eficiência do processo de criopreservação, sendo alcançados 
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valores máximos tanto de sobrevivência (63%) como de recuperação (40%) no tempo de 

exposição de 150 min (Tabela 2 e Figura 12). 

A redução da concentração das citocininas no meio de recuperação não teve efeito 

inibidor na ocorrência de calogênese ou hiperhidricidade. Ao contrário do esperado, foi 

observado um aumento dessas respostas nas plantas regeneradas a partir dos ápices 

criopreservados e em algumas desenvolvidas a partir de ápices do grupo controle. Entretanto, a 

característica de hiperhidricidade observada inicialmente no material recuperado da 

criopreservação também não se manteve ao longo das subculturas e as plantas passaram a 

apresentar um aspecto fenotípico normal. O tempo de desenvolvimento dos materiais submetidos 

a esse protocolo, assim como a ocorrência de multipbrotação, foram semelhantes ao observado 

anteriormente.  

 

Tabela 2 − Efeito da exposição à PVS2 na sobrevivência e recuperação de ápices caulinares 
oriundos de microestacas de H. dulcis, não criopreservados (NL-) e criopreservados (NL+) pela 
técnica de V-Crioplaca, após recuperação em meio MS suplementado com 0,2 mg L−1 de BA + 
0,2 mg L−1 de KIN. 
 

Exposição ao 
PVS2 (min) 

Sobrevivência (%) Recuperação (%) 

 NL− NL+ NL− NL+ 

60  95,00 ± 2,89a  40,00 ± 5,77ab  56,67 ± 14,53a 22,50 ± 4,79a  

90  83,33 ± 6,67a 51,11 ± 10,60ab  70,00 ± 00,00a 23,33 ± 3,33a 

120  83,89 ± 9,73a 32,50 ± 7,50b  72,50 ± 4,79a 26,67 ± 6,67a 

150  96,67 ± 3,33a 63,33 ± 3,33a 66,67 ± 8,82a 40,00 ± 5,77a 

Os dados representam média ± erro padrão. 
Letras iguais na mesma coluna indicam que não há diferença significativa entre os tratamentos (p≤0,05) pelo 
teste de Tukey.  
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Figura 12 − Desenvolvimento de ápices caulinares de H. dulcis criopreservados pela técnica de V-Crioplaca após exposição à solução 
de PVS2 e posterior recultivo em meios MS suplementado com 0,2 mg L−1 de BAP + 0,2 mg L−1 de KIN. 
 

 
 Legenda: Após 30 dias de cultivo (A; B; E; F); após 60 dias de cultivo (C; D; G; H). Barra = 1 cm 

 NL-: Controle; NL+: criopreservados 5
8 



59 

 

 

 

Visando o aprimoramento do protocolo, foi também avaliada a possibilidade de promover 

uma reidratação mais gradativa, utilizando-se uma folha de papel de filtro sobre o meio de 

cultura para a inoculação dos ápices na etapa de recuperação.  Inicialmente, o papel de filtro foi 

empregado em meio suplementado com as citocininas na maior concentração testada (0,5 mg L−1 

BA + 0,5 mg L−1 KIN). Para ápices não criopreservados foram observadas altas taxas de 

sobrevivência (96% - 100%) para todos os tempos de exposição à PVS2. Quanto à recuperação, 

os maiores tendências (80% - 92%) foram alcançados por ápices expostos ao PVS2 por até 90 

min (Tabela 3).  

Em ápices criopreservados, a exposição à PVS2 por 120 min resultou numericamente em 

maiores taxas de sobrevivência (68%) e recuperação (62%). Embora as taxas de sobrevivência 

tenham sido menores quando comparadas ao protocolo sem uso de papel de filtro (Tabela 1), foi 

observada a recuperação da maior parte dos ápices que demonstraram sinais de sobrevivência no 

primeiro mês de cultivo (Figura 13). Adicionalmente, essa modificação resultou na redução da 

calogênese para 3% e no desenvolvimento mais rápido dos ápices, sendo observada a formação 

de primórdios foliares já na primeira semana de cultivo no meio de recuperação.  

Após quatro subcultivos mensais, foram obtidas plantas vigorosas, idênticas às matrizes e 

com uma maior capacidade de multibrotação, quando comparados aos ápices não 

criopreservados, sendo o número médio de brotos inversamente proporcional ao tempo de 

exposição à solução de vitrificação (Tabela 3).  
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Tabela 3 − Efeito da exposição à PVS2 na sobrevivência e recuperação de ápices caulinares oriundos de microestacas de H. dulcis, 
não criopreservados (NL-) e criopreservados (NL+) pela técnica de V-Crioplaca, após recuperação em meio MS suplementado com 
0,5 mg L−1 de BA + 0,5 mg L−1 de KIN com adição de papel de filtro por 1 semana. 
 

Exposição ao 
PVS2 (min) 

Sobrevivência (%) Recuperação (%) Número de brotos / 
ápice recuperado 

NL˗ NL+ NL− NL+ NL− NL+ 

60 100,00 ± 0,00a 46,39 ± 8,66b 92,59 ± 3,70a 17,50 ± 0,83c 5,4±1,9a 7,4 ±1,4a 

90 96,67 ± 3,33a 77,50 ± 5,77a 80,30 ± 10,15a 39,63 ± 8,02b 2,8 ±0,4a 4,3 ±1,4a 

120 97,50 ± 2,89a 68,00 ± 8,66ab 64,91 ± 7,10a 62,00 ± 4,79a 3,1 ±1,0a 4,8 ±0,9a 

150 96,67 ± 3,33a 62,50 ± 2,50ab 60,00 ± 7,07a 43.33 ± 3,33ab 3,9 ±0,9a 5,6 ±1,4a 

Nota: Os dados representam média ± erro padrão.  
Letras iguais na mesma coluna indicam que não há diferença significativa entre os tratamentos (p≤0,05) pelo teste de Tukey. 

6
0 
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Figura 13 – Desenvolvimento de ápices caulinares de H. dulcis criopreservados pela técnica de V-Crioplaca após exposição à solução 
de PVS2 por 120 min e posterior recultivo sobre papel de filtro em meios MS suplementado com 0,5 mg L−1 de BA + 0,5 mg L−1 de 
KIN. 
 

 
Legenda: Após 30 dias de cultivo (A; B); Após 60 dias de cultivo (C; D); Após 90 dias de cultivo (E; F); Após 120 dias de cultivo (G; H). 
NL-: Controle; NL+: criopreservados. 
Barra = 1 cm. 

6
1 
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O uso de papel de filtro também foi associado à suplementação do meio de recuperação 

com as citocininas (BA e KIN) na concentração de 0,2 mg.L−1. Porém, para esse experimento, 

foram selecionados apenas os tempos de exposição à PVS2 (90 e 120 min) que resultaram nas 

maiores taxas de recuperação dos ápices criopreservados no ensaio anterior, no qual foi 

empregada a concentração de 0,5 mg.L−1 para BA e KIN. 

A redução da concentração de citocininas resultou em 100% de sobrevivência e de 

recuperação para os ápices que foram expostos à PVS2 por 120 min  sem o tratamento em NL 

(NL-) (Tabela 4). Entretanto, para ápices criopreservados (NL+), foi possível observar menores 

taxas de sobrevivência (62%) e recuperação (37%)  quando comparados aos resultados obtidos 

anteriormente, quando os explantes foram inoculados em meio de recuperação suplementado 

com 0,5 mg L−1 de BA e 0,5 mg L−1 KIN, que eram 68% e 63% respectivamente.  

Os ápices recuperados em meio MS com menor concentração de BA e KIN apresentaram 

maior ocorrência de calogênese (5%) comparado com aqueles inoculados no meio MS com 

maior concentração de BA e KIN (3% de calogênese), embora a resposta ainda fosse pouco 

expressiva. Após 60 dias de cultivo, as plantas oriundas de ápices criopreservados (NL+)e 

controles (NL−) mantidas em meio MS com redução da concentração de citocininas 

apresentaram um desenvolvimento mais lento e suas folhas eram menores e mais estreitas 

(Figura 14), quando comparadas às plantas matrizes in vitro de H. dulcis. Como observado nos 

estudos anteriores, essas plantas também apresentaram característica de multibrotação. 

 

Tabela 4 − Efeito da exposição à PVS2 na sobrevivência e recuperação de ápices caulinares 
oriundos de microestacas de H. dulcis, não criopreservados (NL-) e criopreservados (NL+) pela 
técnica de V-Crioplaca, após recuperação em meio MS suplementado com 0,2 mg L−1 de BA + 
0,2 mg L−1 de KIN com adição de papel de filtro por 1 semana. 
  

Exposição 
ao PVS2 

(min) 

Sobrevivência (%) Recuperação (%) 

NL− NL+ NL− NL+ 

90 83,33 ± 16,67a 54,44 ± 14,70a 73,33 ± 14,53a 35,00 ± 9,57a 

120 100,00 ± 0,00a 62,50 ± 6,29a 100,00 ± 0,00a 37,50 ± 8,54a 

Os dados representam média ± erro padrão. 
Letras iguais na mesma coluna indicam que não há diferença significativa entre os tratamentos (p≤0,05) pelo teste 
de Tukey.   
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Figura 14 – Desenvolvimento de ápices caulinares de H. dulcis criopreservados pela técnica de 
V-Crioplaca e utilizando papel de filtro sobre o meio de recuperação contendo 0,2 mg L−1 BA + 
0,2 mg L−1 KIN, após 60 dias de cultivo. 
 

 
Legenda: Ápices expostos à solução PVS2 por 90 min (A; B); Ápices expostos à solução PVS2 por 120 min (C; D) 

NL-: Controle; NL+: criopreservados
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4.2.3 Criopreservação de gemas axilares desenvolvidas nas plantas in vitro 
 

Algumas culturas de H. dulcis começaram a apresentar quebra da dormência das gemas 

laterais ao longo do tempo de cultivo. Diante dessa resposta fisiológica, foram separadas duas 

populações denominadas P1 (plantas sem quebra de dormência das gemas laterais) e P2 (plantas 

com gemas laterais desenvolvidas), conforme pode ser observado nas Figuras 15A e 15B. 

Tendo em vista o comportamento das culturas in vitro de H. dulcis, o protocolo que 

resultou nas maiores taxas de sobrevivência e recuperação dos experimentos anteriores, 

utilizando ápices excisados de microestacas, foi também avaliado para ápices obtidos de 

brotações laterais oriundas de plantas P2, ou seja, sem o preparo de microestacas. Os explantes 

não criopreservados apresentaram uma tendência de maiores taxas de sobrevivência (92% a 

100%) quando expostos à PVS2 durante 60 a 150 min (Tabela 5). Esses resultados são similares 

àqueles obtidos para ápices excisados de microestacas.  

Por outro lado, para os explantes criopreservados (NL+), apresentaram uma tendência de 

maiores taxas de sobrevivência (75%) e recuperação (45%) após exposição à PVS2 por 120 min 

(Tabela 5). Ocorreu uma redução da taxa de recuperação em relação aos ápices derivados de 

microestacas, que apresentaram 68% e 63% de sobrevivência e recuperação, respectivamente. O 

uso de papel de filtro sobre o meio de recuperação, também resultou no desenvolvimento de 

primórdios foliares já na primeira semana da etapa de recuperação. O desenvolvimento de 

plantas após 30 e 60 dias em cultivo é observado na figura 16.  
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Figura 15 – Aspecto das plantas propagadas in vitro de H. dulcis mantidas em estoque após 60 
dias em cultivo. 

 

Legenda: P1: Planta com a região de gemas axiliares dormentes, sem desenvolvimento de brotação lateral; P2: 
Planta com desenvolvimento de  parte das gemas laterais. Barra = 1 cm 
 
Tabela 5 − Efeito da exposição à PVS2 na sobrevivência e recuperação de ápices caulinares 
oriundos de plantas matrizes de H. dulcis, não criopreservados (NL-) e criopreservados (NL+) 
pela técnica de V-Crioplaca, após recuperação em meio MS suplementado com 0,5 mg L−1 de 
BA + 0,5 mg L−1 de KIN com adição de papel de filtro por 1 semana. 
 

Exposição 
ao PVS2 

(min) 

Sobrevivência (%) Recuperação (%) Número de brotos / 
ápice recuperado 

NL− NL+ NL− NL+ NL− NL+ 

60 100,00 ± 0,00a 45,00 ± 25,00a 75,00 ± 5,00a 25,00 ± 15,00b 3,0 ±0,0a 2,7 ±1,7a 

90 96,67 ± 3,33a 60,00 ± 20,82a 80,56 ± 6,26a 36,67 ± 14,53a 3,3 ±0,4a 2,8 ±0,9a 

120 92,50 ± 7,50a 75,00 ± 10,41a 62,50 ± 14,36a 45,00 ± 6,45a 4,5 ±1,3a 3,1 ±0,3a 

150 91,67 ± 8,33a 64,44 ± 12,81a 64,81 ± 24,00a 11,67 ± 7,26b 2,6 ±1,1a 6,0±2,0a 

Os dados representam média ± erro padrão. 
Letras iguais na mesma coluna indicam que não há diferença significativa entre os tratamentos (p≤0,05) pelo teste 
de Tukey.  
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Figura 16 − Desenvolvimento de ápices caulinares excisados diretamente da planta matriz de H. dulcis criopreservados pela técnica de 
V-Crioplaca após exposição à solução de PVS2 e posterior recultivo sobre papel de filtro em meios MS suplementado com 0,5 mg L−1 
de BA + 0,5 mg L−1 de KIN 
 
 

 
Legenda: Ápices criopreservados após 30 (A; B) e 60 (C; D)  dias de cultivo em meio de regeneração; Barra = 1 cm 
NL-: Controle; NL+: criopreservados 
 

6
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4.3 Avaliação da capacidade biossintética  

 

Para a comparação dos extratos obtidos a partir de plantas coletadas a campo (FC), 

plantas mantidas in vitro (PV) e plantas oriundas do processo de criopreservação no melhor 

protocolo encontrado anteriomente (PC), foram realizadas análises por cromatografia líquida de 

alta eficiência (CLAE). Inicialmente foi selecionado o comprimento de onda de 254 nm, que 

permite a visualização de substâncias de diferentes classes químicas. O extrato de folhas de 

plantas de campo (FC), apresentou o maior número de sinais ao longo da corrida cromatográfica 

(Figura 17A). Quando analisados os extratos obtidos de materiais in vitro (PV e PC), foram 

observados cromatogramas com um menor número de sinais em relacao ao encontrados para FC, 

sendo alguns em tempos de retenção similares. Considerando apenas os cromatogramas 

referentes aos extratos dos materiais in vitro (PV e PC), foram observados perfis semelhantes, 

porém com maior intensidade em alguns detectados no extrato de plantas mantidas em culturas 

estoque (Figura 17B e 17C). 
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Figura 17− Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV254mn de extratos aquosos brutos de H. 

dulcis . 
 

 
Legenda: Extratos obtidos de folhas coletadas a campo (A), plantas in vitro (B) e plantas recuperadas do processo de 
criopreservação* (C). 
* Plantas desenvolvidas de ápices caulinares obtidos de microestacas e incubados em PVS2 por 120 min a 0ºC 
seguido pelo tratamento em NL e recuperação sobre papel de filtro em meio MS contendo 0,5 mg.L−1 de BA e KIN. 

 

As amostras foram analisadas à 340 nm (Figura 18), uma vez que esse comprimento de 

onda permite a detecção de substâncias da classe dos flavonoides. Os perfis cromatográficos 

obtidos sinalizaram a presença de substâncias dessa classe química nos extratos obtidos tanto de 

material de campo (FC) como material in vitro (PV e PC). O extrato FC apresentou maior 

número de sinais e com maiores intensidades, quando comparado aos materiais in vitro. A 

análise dos espectros de absorção dos sinais com as maiores porcentagens de área relativa nos 

cromatogramas detectados a 340 nm (Quadro 4 e Quadro 5) mostraram perfil indicativo de 

substâncias do tipo flavona ou flavonol, principalmente nos extratos de FC (Quadro 4).  
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Figura 18 − Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV340mn de extratos aquosos brutos de H. 

dulcis  
 

 
Legenda: Extratos obtidos de folhas coletadas a campo (A), plantas in vitro (B) e plantas recuperadas do processo de 
criopreservação* (C). 
* Plantas desenvolvidas de ápices caulinares obtidos de microestacas e incubados em PVS2 por 120 min a 0ºC 
seguido pelo tratamento em NL e recuperação sobre papel de filtro em meio MS contendo 0,5 mg.L−1 de BA e KIN. 
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Quadro 5 - Espectros de absorção no UV dos sinais com as maiores porcentagens de área relativa 
nos cromatogramas obtidos a 340 nm de extratos de parte aérea de plantas de campo de H. 

dulcis.  
 

Tempo de retenção 

(min) 
Espectro de UV 

Tempo de retenção 

(min) 
Espectro de UV 

24.513 

 

28.873 

 

25.613 

 

30.536 

 

26.205 

 

34.174 

 

26.887 

 

35.500 

 

26.915 

 

36.574 
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Quadro 6 - Espectros de absorção no UV dos sinais com as maiores porcentagens de área relativa 
nos cromatogramas obtidos a 340 nm de extratos de parte aérea de plantas in vitro e de plantas 
recuperadas do processo de criopreservação de H. dulcis (Continua).  
 

Plantas matrizes in vitro Plantas oriundas de criopreservação 

Tempo de retenção 

(min) 
Espectro de UV 

Tempo de retenção 

(min) 
Espectro de UV 

9.053 

 

9.083 

 

12.759 

 

12.789 

 
 

18.639 

 

18.690 

 

22.206 

 

22.234 

 

24.597 

 

24.642 
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Quadro 6 - Espectros de absorção no UV dos sinais com as maiores porcentagens de área 
relativa nos cromatogramas obtidos a 340 nm de extratos de parte aérea de plantas in vitro e de 
plantas recuperadas do processo de criopreservação de H. dulcis  

 

31.520 

 

31.549 

 

36.939 

 

36.972 

 

37.595 

 

37.610 

 

60.878 

 

60.876 

 

 

 

A partir dos resultados obtidos nos cromatogramas em 254 nm e 340 nm foi realizada 

uma comparação das áreas relativas dos sinais com maior intensidade e mesmo tempo de 

retenção, presentes tanto nas culturas estoque como naquelas oriundas do processo de 

criopreservação (Quadro 7). Foram detectados oito (254 nm) e nove (340 nm) sinais em mesmo 

tempo de retenção nos materiais in vitro, sendo as maiores áreas relativas observadas nos sinais 

detectados nos extratos de culturas estoque.   
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Quadro 7 - Comparação semiquantitativa dos sinais detectados nos cromatogramas obtidos a 
partir dos extratos de plantas in vitro de H. dulcis.  

 

  Plantas matrizes in vitro Plantas oriundas de criopreservação  
Comprimento de onda tR (min) Área 

254nm 

12,759 858,38 142,73 
18,639 929,7 199,27 
22,208 411,3 201,01 
24,599 220,66 70,82 
31,528 163,16 85,45 
36,939 319,56 120,53 
37,595 317,06 124,18 
60,878 140,17 152,36 

340nm 

9,088 90,95 33,25 
12,789 549,96 84,64 
18,669 562,18 99,93 
22,236 383,63 196,87 
24,639 170,52 55,3 
31,549 114,37 59,29 
36,973 208,22 72,63 
37,608 209,72 51,83 
60,876 95,04 105,48 

Legenda: tR* = Tempo de retenção 

 

Com base nos resultados observados a partir da análise dos extratos de H. dulcis, alguns 

padrões de flavonoides já detectados anteriormente na espécie foram avaliados (rutina, 

taxifolina, quercetina e ampelopsina). Desses padrões, apenas a ampelopsina, que apresentou 

sinal em tempo de retenção 16.861 min, possui uma perspectiva de também estar presente no 

extrato de material de campo, no qual foi detectado um sinal a 16.916 min. A sugestão da 

presença de ampelopsina no extrato de H. dulcis é reforçada pela similaridade do espectro de UV 

do extrato com o do padrão da substância (Figura 19). 
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Figura 19 - Cromatogramas obtidos por CLAE−DAD−UV de padrão Sigma® de Ampelopsina 
(A) e extrato de folha de campo de H. dulcis (B), com detalhe do espectro de UV. 
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5  DISCUSSÃO 

 

O presente estudo representa o primeiro trabalho de criopreservação com uma espécie do 

gênero Hovenia, sendo também o primeiro em que o uso de crioplacas foi usada para espécies da 

família Rhamnaceae. A conservação in vitro de espécies arbóreas representa um desafio, uma 

vez que a maior parte apresenta um ciclo de vida lento e muitas possuem sementes recalcitrantes, 

o que dificulta seu armazenamento em bancos de sementes. Dessa forma, a criopreservação 

utilizando ápices caulináres tem se mostrado uma estratégia eficiente para a conservação em 

longo prazo de espécies arbóreas (LAMBARDI; SHAARAWI et al., 2016).  

A técnica de V-Crioplaca utilizada neste trabalho para a criopreservação de ápices 

caulinares, tem como vantagens o fácil e rápido manuseio do material, além da possibilidade de 

otimização do número amostral, uma vez que podem ser aderidos até 12 ápices por crioplaca, o 

que facilita a manipulação dos explantes em conjunto, reduzindo a chance de injúrias mecânicas. 

Além disso, a alta condutividade térmica do alumínio, material com o qual são produzidas as 

crioplacas, proporciona uma maior velocidade de resfriamento e reaquecimento do material 

biológico (KALAISELVI et al., 2017). Essas características são cruciais para protocolos de 

criopreservação bem sucedidos; além disso, resultam em uma maior taxa de regeneração, quando 

comparadas às outras técnicas de criopreservação baseadas no resfriamento rápido, como a 

dessecação, vitrificação, encapsulamento-dessecação e encapsulamento-vitrificação. Por 

exemplo, a criopreservação de cana-de-açúcar por V-Crioplaca alcançou porcentagens de 

recuperação de até 100% (RAFIQUE et al., 2015), enquanto técnicas de encapsulamento-

desidratração e vitrificação em gotas proporcionaram porcentagens de recuperação de 60% e 

37%, respectivamente (BARRACO et al., 2011). 

Diferentes materiais in vitro têm sido empregados para o estabelecimento de protocolos 

de criopreservação. No presente estudo, foram usados ápices caulinares de plantas propagadas in 

vitro, os quais são muito utilizados para a conservação em longo prazo de diversas espécies 

(BEKHEET et al., 2020; NOOR et al., 2019; NIINO et al., 2019; VIANNA et al., 2019). Os 

ápices caulinares caracterizam-se por conter regiões meristemáticas primárias, ou seja, células 

capazes de se diferenciar nos três principais tecidos constituintes de uma planta jovem: epiderme, 

tecidos fundamentais e vasos condutores (EVERT, 2006). As células meristemáticas têm uma 

grande capacidade proliferativa e possuem pequenos vacúolos que conferem alto potencial de 
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tolerância osmótica, uma característica importante para o sucesso de protocolos de 

criopreservação (NOOR et al., 2019; ENGELMANN et al., 2013).  

Os ápices caulinares de H. dulcis utilizados nos protocolos de criopreservação propostos 

apresentavam tamanho entre 1,5 - 2,0 mm. O tamanho dos ápices tem influência nos resultados 

obtidos, uma vez que em explantes menores ocorre maior homogeneidade de desidratação 

durante as diferentes etapas do processo. Além disso, é interessante notar que, em explantes 

menores, a porção de células apicais e em estágios fisiológicos meristemáticos, ou mais 

próximos do estágio meristemático, contribui para uma maior taxa de recuperação (NGUYEN et 

al., 2000). 

No presente estudo, a maior parte dos experimentos foi realizada utilizando-se ápices 

caulinares obtidos de microestacas preparadas a partir de plantas propagadas in vitro. Essa 

metodologia permitiu a padronização da idade dos ápices, que foram criopreservados após três 

semanas de cultivo das microestacas. Esse procedimento permite um aumento na quantidade de 

material disponível para a criopreservação, uma vez que, na maioria das espécies, ocorre o 

desenvolvimento de apenas um ápice caulinar por planta quando mantida a dominância apical. 

Além disso, o uso de microestacas como alternativa para fornecimento de explantes para a 

criopreservação resulta em  maior uniformidade do material no mesmo estado fisiológico, 

aumentando a reprodutibilidade dos protocolos (BETTONI et al., 2019; KULUS; ZALEWSKA, 

2014; WANG et al., 2015; POSTMAN et al., 2006; CHAROENSUB et al., 2003). 

Além de ápices caulinares excisados de microestacas, a criopreservação de H. dulcis 

também foi realizada usando ápices excisados de brotos axilares obtidos de culturas in vitro com 

60 dias. A multibrotação observada em algumas culturas pode ser resultado da adição de 

citocininas ao meio de cultura, uma vez que essa classe de reguladores pode influenciar na 

quebra da dominância apical (BEYL; TRIGIANO, 2000; PARK et al., 2006). O uso de gemas 

axilares, além de resultar em uma maior disponibilidade de material para a criopreservação, 

também possibilita uma redução no tempo de execução dos protocolos, uma vez que elimina a 

etapa de preparo e desenvolvimento das microestacas. No presente estudo, para esses materiais 

foi empregado o protocolo mais eficiente previamente estabelecido com ápices caulinares 

obtidos de microestacas.   

Embora os resultados tenham indicado uma taxa de recuperação numericamente maior 

quando foram utilizados ápices caulinares obtidos de microestacas, não houve uma diferença 
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significativa quando comparados aos resultados alcançados para ápices excisados à partir de 

brotos axilares. Entretanto, a imprevisibilidade das características morfogênicas das culturas in 

vitro quanto ao desenvolvimento ou não de brotos laterais ao longo do caule, torna a metodologia 

com o uso de microestacas a mais adequada e confiávelpara a criopreservação de H. dulcis. 

Os protocolos utilizados neste trabalho envolveram a avaliação da etapa de pré-cultivo, 

considerando a suplementação do meio de cultura com 0.3 M de sacarose por um tempo de 

exposição de 24h, como utilizado em diversos estudos anteriores (JITSUYAMA et al., 2002; 

GONZALEZ-ARNAO et al., 2014). De acordo com  Sakai e colaboradores (2008), o tempo ideal 

de pré-cultivo varia principalmente em relação ao tipo e  tamanho do explante, e também entre  

espécies. Para a criopreservação de ápices caulinares de Prunus cerasifera, P, domestica e 

Marchantia polymorpha, a exposição por 24 h a 0,3 M de sacarose foi a condição de pré-cultivo 

que resultou nas maiores taxas de recuperação após a criopreservação por V-Crioplaca  

(VUJOVIĆ et al., 2015; TANAKA et al., 2015). Entretanto, para outras espécies, como por 

exemplo Phoenix dactylifera, foi observada a necessidade de maior tempo de exposição e/ou 

concentrações mais altas de sacarose durante o pré-cultivoo (SALMA et al., 2014). De acordo 

com os autores, maiores porcentagens de regeneração foram alcançadas quando os explantes de 

P. dactylifera foram cultivados em 0,3 M de sacarose por 72 h (SALMA et al., 2014). Por outro 

lado, em cana-de-açúcar, o pré-cultivo mais adequado envolveu a exposição dos ápices a uma 

concentração de sacarose mais elevada (0,5 M) durante 24 h (RAFIQUE et al., 2016). Embora a 

sacarose seja mais comumente empregada nos protocolos de criopreservação, outros açúcares 

como a glicose, maltose, manitol e sorbitol também podem ser utilizados (KALAISELVI et al., 

2017). Os açúcares estão envolvidos nos mecanismos de resistência das plantas à dessecação, 

podendo atuar, por exemplo, na substituição da água nas membranas ou na indução do processo 

de vitrificação intracelular garantindo assim a sobrevivência celular após a criopreservação 

(DUMET et al., 1994; ENGELMANN, 2013).  

Dando continuidade à desidratação gradativa dos ápices de H. dulcis, após pré-cultivo e  

aderência dos ápices às crioplacas, o material foi submetido a uma etapa de osmoproteção em 

solução a base de sacarose (0,4 M) e glicerol (2 M), denominada solução de loading,cuja função 

é preparar os explantes para a etapa seguinte, aumentando a tolerância do material às soluções de 

vitrificação (NISHIZAWA et al., 1993). Existem diversas composições de soluções de 

vitrificação, sendo a PVS2 (SAKAI et al., 1990) e a PVS3 (NISHIZAWA et al. 1993) as mais 
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comumente utilizadas (PANIS et al., 2018). Essas soluções podem ser utilizadas a diferentes 

temperaturas, normalmente na temperatura ambiente ou a 0ºC. Segundo Volk e colaboradores 

(2006), os componentes da solução PVS2 são potencialmente tóxicos, durante tempos 

prolongados de exposição. Especificamente o glicerol, pode causar danos químicos às células 

tratadas. Além disso, o etilenoglicol e o DMSO apresentariam uma ação surfactante sobre a 

membrana celular, tornando-a mais porosa e receptiva para a penetração dos outros componentes 

da solução. Dessa forma, a utilização da PVS2 à temperatura de 0°C acarretaria em uma redução, 

tanto na velocidade de penetração como na mobilidade dessas substâncias nas células, reduzindo 

os efeitos tóxicos causados por seus componentes. No presente trabalho, a desidratação com 

PVS2 por 120 min a 0oC resultou na maior taxa de recuperação (62%) dos ápices 

criopreservados. Um longo tempo de exposição à PVS2 também foi necessário para a 

criopreservação de outras espécies lenhosas, como Carica papaya L., que apresentou 90% de 

recuperação após 80 min de exposição ao PVS2 25ºC seguido pelo protocolo de vitrificação 

(YUAN-LONG et al. 2005) e para Z. jujuba, uma espécie também pertencente à família 

Rhamnaceae, que atingiu 75% de recuperação após 90 min de exposição ao PVS2 a 0ºC seguido 

pelo protocolo de vitrificação em gotas (WANG et al. 2015). Por outro lado, para outras espécies 

lenhosas, os protocolos de criopreservação foram mais eficientes com o uso de curtos tempos de 

exposição ao PVS2. Por exemplo, para Araucaria angustifolia, criopreservada com a técnica de 

vitrificação, a maior taxa de recuperação (35%) foi alcançada após 15 min de imersão em PVS2 

a 0ºC (PRUDENTE et al., 2014), enquanto que para Persea americana Mill., com a técnica de 

vitrificação, uma exposição de 20 a 25 min em PVS2 a 0ºC foi o tratamento mais eficiente para a 

recuperação de (73%) (O’BRIEN et al., 2020) e Garcinia mangostana (50%) (IBRAHIM; 

NORMAH 2013). Esses resultados demonstram que a tolerância dos explantes à solução de 

vitrificação varia entre as espécies, dimensão de propágulo, protocolos de criopreservação e, 

ainda, temperatura do PVS2. Períodos de exposição mais longos à PVS2 normalmente são mais 

eficazes quando a solução é utilizada a baixa temperatura (0°C), já que isso reduz a velocidade 

de penetração e, consequentemente, o estresse osmótico e/ou a toxicidade química (SAKAI et 

al., 1990; KALITA et al., 2012; MENON et al., 2012). 

O desenvolvimento de calos após o processo de criopreservação foi observado em alguns 

ápices caulinares de H. dulcis. Além disso, algumas plantas regeneradas a partir de ápices 

criopreservados apresentaram características de hiperhidricidade, como a ocorrência de folhas 
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mais alongadas, retorcidas e de coloração mais clara. A calogênese e, principalmente, a 

hiperhidricidade frequentemente são características de culturas mantidas em meios de cultivo 

suplementados com elevada concentração de citocininas (WYBOUW; DE RYBEL, 2019). Um 

dos efeitos biológicos das citocininas é a proliferação celular, o que muitas vezes é considerado 

em experimentos in vitro, visando à indução da calogênese (WYBOUW; DE RYBEL, 2019). A 

ocorrência de calogênese também foi reportada durante o estabelecimento de protocolos de 

criopreservação de ápices caulinares de Grevillea scapigera (TOUCHELL et al., 1992; 

LAMBARDI et al., 2000), enquanto a hiperhidricidade foi observada em Populus alba e Thymus 

moroderi, sendo essa resposta mais intensa quando os meios de recuperação foram 

suplementados com altas concentrações de citocininas (LAMBARDI et al., 2000; MARCO-

MEDINA et al., 2010). Isso pode justificar a ocorrência dessa resposta morfogênica eventual, 

nas culturas de H. dulcis após a criopreservação.  

A etapa de recuperação nos protocolos de criopreservação compreende na avaliação da 

regeneração do material, considerando a retomada do crescimento e desenvolvimento. Essa etapa 

é influenciada por diversos fatores, com destaque para a luminosidade, o tipo e a concentração de 

fitorreguladores no meio de cultura e a velocidade do processo de reidratação (TOWILL, 2002). 

Neste trabalho, a exposição à luz foi feita de forma gradual, com o material sendo mantido no 

escuro por um período de 7 dias, seguido pela exposição à luz difusa e, finalmente, à luz padrão 

usada no cultivo das culturas estoque. A exposição gradual à luz após o reaquecimento pode 

aumentar a recuperação do material criopreservado reduzindo o estresse associado à foto-

oxidação (BENSON, 1990). Segundo Harding e colaboradores (2009), a foto-oxidação é um 

evento de estresse oxidativo que está ligado à resposta de perda de competência morfogenética e 

à morte celular precoce, sendo causada principalmente pela indução da absorção do excesso de 

energia de excitação, levando à redução das cadeias de transporte de elétrons e gerando espécies 

reativas de oxigênio (ERO). Contudo, algumas espécies não necessitam dessa proteção da 

luminosidade inicial, como foi observado na criopreservação de Ribes nigrum utilizando um 

protocolo de resfriamento lento (RANTALA et al., 2019). 

A suplementação do meio de recuperação com citocininas foi essencial para a 

regeneração dos ápices caulinares de H. dulcis após a criopreservação. Para isso, foi utilizada 

uma associação de BA e KIN, uma vez que a combinação dessas citocininas já foi empregada 

com sucesso na micropropagação da espécie (CASTRO, 2001). Alguns eventos prejudiciais 
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relacionados à criopreservação, como lesão de membranas e comprometimento do metabolismo 

primário, podem afetar a restauração pós-reaquecimento da função hormonal normal da planta 

(Benson 1990). Portanto, o uso de fitorreguladores pode ser utilizado como ferramenta para 

auxiliar na reativação de processos metabólicos interrompidos durante a criopreservação, bem 

como para promover a retomada da capacidade de desenvolvimento dos explantes 

criopreservados (TOUCHELL et al., 2002). Para ápices caulinares de H. dulcis, os resultados 

mais expressivos na recuperação foram obtidos na presença da combinação de BA e KIN na 

concentração de 0,5 mg L−1. Diferentes citocininas têm sido empregadas em meios de cultura de 

regeneração pós-criopreservação para diversas espécies, especialmetne BA. Por exemplo, para 

Cleome rosea a presença de BA, mesmo em baixa concentração (0,1 mg L−1), resultou em um 

aumento da taxa de recuperação dos ápices criopreservados com a técnica de V-crioplaca, 

passando de 43% quando BA não foi adicionado no meio de regeneracao para 100% quando 

adicionado (CORDEIRO et al., 2015). Já para ápices caulinares de Ipomoea batatas, 

criopreservados por encapsulamento-vitrificação,  o uso de BA na concentração de 0,5 mg L−1 

por sete dias, seguido pela transferência de explantes para meio de cultura contendo 0,5 mg L−1 

ácido giberélico (GA3) resultou nas maiores porcentagens de recuperação (80%) (HIRAI; 

SAKAI, et al., 2003). 

A reidratação do material pós-criopreservação é outro fator determinante para a 

recuperação de explantes criopreservados. Essa etapa deve ser realizada, assim como a 

desidratação, por um processo gradual que se inicia pela exposição do material a uma solução de 

alta osmolaridade (solução unloading), contendo 1,2 M de sacarose dissolvida em meio MS 

líquido, e continua com a transferência dos explantes para o meio de recuperação. Ápices de H. 

dulcis apresentaram maiores taxas de recuperação quando foram cultivados em meio de 

recuperação sobre uma folha de papel de filtro; tal estratégia permite uma passagem mais 

gradativa da água presente no meio de cultura para o explante. Da mesma forma, para as espécies 

Crataeva nurvala (SANAYAIMA et al., 2006), D. deltoidea (MANDAL; DIXIT-SHARMA, 

2007) e Colocasia esculenta (SANT et al., 2008) esse procedimento também resultou em uma 

maior regeneração de explantes após a criopreservação. 

Os estudos realizados com H. dulcis permitiram o estabelecimento de um protocolo de 

criopreservação que resultou na recuperação de 63% dos ápices criopreservados, sendo esse 

estudo de criopreservação inédito para o gênero Hovenia. Na família Rhamnaceae, apenas Z. 
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jujuba já havia sido avaliada quanto à conservação por criopreservação, tendo sido alcançada 

uma taxa de recuperação de 75% em de ápices caulinares criopreservados com o uso da técnica 

de vitrificação em gotas (WANG et al., 2015).  

A estabilidade biossintética de plantas medicinais após o processo de criopreservação é 

extremamente importante para a determinação do sucesso do processo, permitindo a manutenção 

da capacidade de produção de moléculas bioativas que podem ser usadas na fabricação ou como 

base para a produção de drogas (AHUJA et al., 2002). O número de estudos com esse objetivo 

tem aumentado significativamente nos últimos 20 anos (DIXIT-SHARMA et al. 2005; SKYBA 

et al. 2010; KRISHNAN et al. 2011; BI et al., 2016; VILARDO, 2019a; KULUS et al., 2020). 

Em D. floribunda, a comparação de perfis cromatográficos demonstrou a manutenção da 

produção de uma substância bioativa do grupo das saponinas, a diosgenina, em plantas obtidas a 

partir do processo de criopreservação pela técnica de vitrificação (AHUJA et al., 2002). Um 

estudo comparativo sobre a produção de flavonoides em plantas de Allium cepa var. aggregatum 

aclimatizadas após o processo de criopreservação por vitrificação em gotas e culturas estoque 

não detectou variação significativa nas substâncias monitoradas (WANG et al., 2021). Da mesma 

forma, não foram observadas diferenças entre os níveis de antocianinas e carotenoides em flores 

de plantas de crisântemo derivadas de criopreservação e em culturas estoque in vitro (KULUS et 

al., 2019). Por outro lado, em Lamprocapnos spectabilis foi reportada a redução da produção de 

metabólitos primários como as clorofilas a e b em plantas recuperadas do processo de 

criopreservação pela tecnica de encapsulamento-vitrificação (KULUS et al., 2020). No mesmo 

trabalho, a criopreservação da espécie pelas técnicas de vitrificação e vitrificação em gotas 

resultou em um estímulo para a produção de pigmentos do grupo das antocianinas (KULUS et 

al., 2020). A possibilidade de alterações na produção de metabólitos em função da ocorrência de 

modificações genéticas em plantas recuperadas do processo criogênico tem sido relatada por 

Martín e colaboradores (2011) em estudos com o híbrido Chrysanthemum × morifolium Ramat 

criopreservado por encapsulamento-desidratação. Da mesma forma, Hitmi e colaboradores 

(1997), observaram o aumento na produção de piretrina, substância inseticida, em plantas de C. 

cinerariaefolium Vis. criopreservadas por resfriamento lento quando comparadas às plantas 

matrizes. 

As análises realizadas por cromatografia líquida de alta eficiência demonstraram a 

existência de uma diversidade de substâncias nos extratos de H. dulcis. A comparação do perfil 
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fitoquímico das plantas in vitro usadas como culturas estoque e das plantas recuperadas após a 

criopreservação revelou similaridades nos sinais obtidos em tempos de retenção muito próximos, 

sugerindo uma estabilidade biossintética dos materiais oriundos do processo criogênico. 

Entretanto, os materiais obtidos in vitro apresentaram sinais com menor número, intensidade e 

área relativa, quando comparados ao material de campo. Resultados semelhantes foram 

observados por Bi e colaboradores (2016), na comparação de materiais in vivo e in vitro de C. 

morifolium. 

A maior riqueza de metabólitos em materiais in vivo pode estar relacionada ao fato de que 

as plantas a campo estão expostas a diversos fatores de estresse, tanto bióticos quanto abióticos, 

que modulam a produção de metabólitos secundários, como forma de interação com o ambiente 

(GANDHI et al., 2015). Por outro lado, embora o cultivo in vitro também seja uma condição que 

leva ao estresse, a disponibilidade no meio de cultura das substâncias necessárias ao crescimento 

e desenvolvimento das plantas pode influenciar a produção de metabólitos, reduzindo ou mesmo 

interrompendo a síntese de algumas dessas substâncias (ESPINOSA-LEAL et al., 2018). Por sua 

vez, as diferenças de intensidade dos sinais dos extratos de plantas derivadas da criopreservação 

quando comparados aos extratos de plantas mantidas como culturas estoque in vitro, podem estar 

relacionadas à recuperação do material ao processo criogênico, durante o qual o metabolismo é 

direcionado principalmente para os processos essenciais ao desenvolvimento do vegetal. 

A maior parte dos sinais detectados nos extratos de H. dulcis a 340 nm apresentaram 

espectros de absorção compatíveis com substâncias fenólicas, sendo esses espectros, em sua 

maioria, caracterizados pela presença de dois picos. Os flavonoides possuem um perfil de 

espectro de absorção caracterizado pela presença de dois ou três picos de absorção, que estão 

relacionados à sua estrutura química, quantidade de cromóforos e tipos de ressonância da 

molécula. Flavonas ou flavonois, apresentam um espectro de UV com três picos distintos, já que 

são flavonoides que possuem uma ligação sigma (σ) e uma ligação pi (π), representada pela 

dupla ligação em seu segundo anel aromático (SIMOES et al., 2016). Já substâncias do grupo das 

flavanonas e dihidroflavonois apresentam um espectro de UV com dois picos característicos, 

uma vez que os elétrons de seus anéis aromáticos, possuem apenas um núcleo de ressonância 

ocasionado pela falta da dupla ligação entre o seu segundo e terceiro anéis aromáticos (PAVIA et 

al., 2012). 
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Flavonoides com importantes atividades biológicas já foram identificados em H. dulcis, 

incluindo ampelopsina (PARK et al., 2017), quercetina (MENG et al., 2016), rutina (PARK et 

al., 2017), taxifolina (NGO et al., 2021) e mirecetina (MENG et al., 2016). No presente estudo, 

as substâncias ampelopsina, quercetina, rutina e taxifolina foram usadas como padrão nas 

análises cromatográficas. A presença de ampelopsina foi sugerida no extrato de plantas de 

campo. Esse flavonoide é considerado responsável por muitas das propriedades biológicas 

atribuídas à espécie (SFERRAZZA et al., 2021), como antineoplásica (ZENG et al., 2004), anti-

inflamatória (QI et al., 2012), antioxidante (HOU et al., 2014), hepatoprotetora (OSHIMA et al., 

1995; MURAKAMI et al., 2004) e antimicrobiana (XIONG et al., 2000; XIAO et al., 2019).  

 

Os estudos aqui realizados com H. dulcis viabilizaram a conservação em longo prazo da 

espécie, assim como permitiram avaliar a estabilidade biossintética das plantas oriundas do 

processo de criopreservação. Os resultados alcançados neste trabalho, parcialmente publicados 

em revista especializada no cultivo vegetal in vitro, poderão contribuir com os estudos 

biotecnológicos de outras espécies arbóreas, principalmente para espécies da família 

Rhamnaceae.    
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CONCLUSÕES  

 

A criopreservação é uma método eficiente para a conservação de Hovenia dulcis. Pela 

primeira vez, ápices caulinares foram criopreservados com sucesso uitilizando a técnica de V-

Crioplaca. A padronização do tempo de cultivo das plantas do estoque in vitro com o uso de 

microestacas, o uso de pré-tratamento em meio de cultura com 0,3 M de sacarose por 24 horas e 

a otimização do tempo de exposição dos explantes à solução de vitrifiacao PVS2 por 120 min ( 

0ºC), foram determinantes para os resultados encontrados. Além disso, a suplementação com 0,5 

mg L−1 das citocininas BA e KIN, assim como o uso de papel de filtro sobre o meio de cultura 

por 7 dias, se mostraram estratégias decisivas para o sucesso dos ensaios de  criopreservação 

descritos aqui. Considerando o potencial medicinal da espécie, os perfis cromatográficos 

semelhantes de plantas recuperadas do processo de criopreservação e culturas estoque in vitro, 

sugerem que as metodologias propostas foram eficientes para a criopreservação e estabilidade 

biossintetica de Hovenia dulcis.  

 

  

PERSPECTIVAS 

Será dado prosseguimento aos estudos de avaliação biossintética dos extratos preparados 

com materiais das três origens (folhas coletadas a campo, parte aérea de plantas in vitro e plantas 

recuperadas do processo de criopreservação), no intuito de isolar e identificar substâncias 

presentes nesses materiais, com ênfase nas plantas recuperadas do processo de criopreservação.  
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