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RESUMO 
 
 
SOARES, B.O. Cultura de tecidos e monitoramento da estabilidade genética e 
metabólica de plantas de Petiveria alliacea L. produzidas e conservadas in 
vitro. 2016. 146 f. Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) – Instituto de Biologia 
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 
Janeiro, 2016. 

 
 A cultura de tecidos vegetais é uma ferramenta importante para a produção 
e/ou conservação de germoplasma e metabólitos. Este trabalho teve como objetivos 
estabelecer sistemas de cultura de tecidos e criopreservação de Petiveria alliacea, 
espécie com importantes propriedades medicinais, muito utilizada na medicina 
popular e rituais afro-brasileiros. Foram estudadas populações de plantas de cinco 
regiões do estado do Rio de Janeiro. Visando ao controle do material produzido e 
conservado in vitro , foram estabelecidas metodologias de monitoramento da 
variabilidade genética, por meio de marcadores moleculares, fitoquímicos e dos 
efeitos genotóxicos e/ou antigenotóxicos dos extratos. Dentre os diferentes métodos 
aplicados para a produção de clones, (i) a multiplicação a partir de ápices caulinares 
em resposta a diferentes citocininas, em diferentes concentrações, forneceu cerca 
de 4-5 plantas por explante dependendo da população e do tipo de citocinina 
utilizada; (ii) embriões somáticos foram induzidos com diferentes fitorreguladores, 
direta e indiretamente, a partir de folhas e raízes de plantas in vitro , apresentando 
alto potencial de multiplicação e de conversão a plantas; (iii) culturas de raízes 
adventícias foram obtidas em resposta à diferentes concentrações de auxinas (AIA, 
ANA, AIB, 2,4D), sendo que  raízes longas e individualizadas foram obtidas apenas 
na presença de AIB a 1,02 µM, ocorrendo a formação de “novelos” e embriões 
somáticos nos demais tipos e concentrações de auxinas utilizadas. O monitoramento 
fitoquímico, através de métodos cromatográficos, e o monitoramento molecular, 
através de RAPD, foram aplicados em materiais vegetais mantidos em campo e 
obtidos e conservados in vitro. Diferentes polissulfetos foram observados na análise 
por CLAE, em todos os materiais avaliados, constituindo-se bons marcadores 
biossintéticos para monitorar o material produzido e conservado in vitro. Na análise 
RAPD, foram determinados iniciadores capazes de identificar variedades genéticas 
entre as populações estudadas, além disso foram determinados nove iniciadores 
capazes de identificar polimorfismos entre os clones. A investigação dos efeitos 
tóxicos dos extratos aquosos no DNA plasmidial mostrou que estes foram capazes 
de induzir alterações na conformação estrutural do DNA, indicando a ocorrência de 
quebras, dependentes da concentração. Além disso, foi observado um efeito protetor 
contra os danos oxidativos causados pelo cloreto estanoso, indicando também, um 
potencial antigenotóxico. Assim, o monitoramento genético, fitoquímico e biológico, 
realizado neste trabalho permitiu a caracterização e controle do germoplasma de P. 
alliacea produzido e conservado in vitro .  

Palavras-chave: Guiné. Morfogênese in vitro. Embriogênese somática. Análise 
fitoquímica. Variação Somaclonal. Análises cromatográficas. 
RAPD. 

 



 

 
 

ABSTRACT 
 
 

SOARES, B.O. Tissue culture and assessment of genetic and metabolic 
stability of Petiveria alliacea L. produced and maintained in vitro. 2016. 146f. 
Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) – Instituto de Biologia Roberto Alcantara 
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016. 
 
 Plant tissue culture is an important tool for germplasm and metabolites 
production and/or storage. This study aimed at the the establishment of ttissue 
culture and cryopreservation systems for Petiveria alliacea, an importante medicinal 
species, which is widely used in folk medicine and African-Brazilian rituals. Plants 
from five populations from the state of Rio de Janeiro were studied. In order to 
control the materials produced and maintained in vitro , methodologies for assessing 
the genetic variability, through molecular markers, phytochemicals and the genotoxic 
and/or antigenotoxic effects of the extracts have been established. Among the 
different methods used for the production of clones, (i) the multiplication from shoot 
tips in response to different cytokinins, in different concentrations, provided 4-5 plants 
per explant, depending on the population and the type of cytokinin used; (ii) somatic 
embryos were induced with different growth regulators, directly and indirectly, from 
leaves and roots of in vitro -grown plants, displaying a high multiplication capacity 
and potential for conversion to plants; (iii) adventitious root cultures were obtained in 
response to different concentrations of auxins (IAA, NAA, IBA, 2,4-D), and long, 
individual roots were obtained only in the presence of 1.02 uM IBA, with the 
formation "skeins" and somatic embryos in response to the other types and 
concentrations of auxins. The assessment of phytochemical profile by 
chromatographic methods and molecular stability by RAPD were applied in plant 
materials maintained in the field or under in vitro  conditions. Different polysulfides 
were observed by HPLC, in all evaluated materials, which were considered good 
biosynthetic markers for monitoring the material produced and maintained in vitro . In 
RAPD, primers were determined six primers able to identify genetic variations among 
the populations studied, furthermore were determined nine primers capable of 
identifying polymorphisms among clones were determined. The investigation of the 
toxic effects of the aqueous extracts on the plasmidial DNA showed that they were 
able to induce structural changes in DNA conformation, indicating the occurrence of 
breakages, depending on the concentration. In addition, a protective effect was 
observed against the oxidative damage caused by stannous chloride, also indicating 
a potential antigenotoxic effect. Thus, the assessment of the genetic, phytochemical 
and biological stability carried out in this work allowed the characterization and 
control of the germplasm of P. alliacea produced and maintained under in vitro  
conditions. 
 
Keyword: Guinea. In vitro  morphogenesis. Somatic embryogenesis. Phytochemical 

analysis. Somaclonal variation. Chromatographic analysis. RAPD 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Desde seu surgimento no planeta, a humanidade foi descobrindo as propriedades 

curativas ou tóxicas das plantas, conforme a sua utilização. Estas informações foram 

transmitidas através de gerações e diferentes doenças foram sendo tratadas com a 

utilização de determinadas espécies, que se tornaram um instrumento importante na 

medicina (ALVES, 2001; SOUZA, 2015). Além disso, as plantas, cujas preparações 

demonstravam efeitos neurológicos em animais e humanos, eram consideradas 

mágicas e utilizadas em rituais místicos de muitas religiões. No Brasil, o 

conhecimento em relação ao uso das plantas, visando preservar a saúde do homem 

ou para fins ritualísticos, resulta principalmente de uma mistura de tradições 

transmitidas a partir de comunidades indígenas, africanas e européias (SOUZA, 

2015). 

Entretanto, a transmissão destes conhecimentos para as futuras gerações está em 

risco por várias razões, entre as quais, o avanço da indústria química e fitoquímica, 

aumentando a produção de medicamentos sintéticos, disponíveis comercialmente, 

além da exploração predatória de plantas nativas, e a consequente diminuição da 

biodiversidade (GASPAR, 2016; LÈDA, 2016). A partir de 1992, a conservação da 

biodiversidade vegetal vem sendo tratada como tema de segurança nacional, 

imprescindível para embasar o desenvolvimento sustentável que pode garantir o 

futuro das próximas gerações (CDB, 2000). 

Diferentes estratégias vêm sendo utilizadas para conservar o germoplasma destas 

espécies, entre as quais estão as técnicas biotecnológicas de produção vegetal 

baseadas no cultivo in vitro, respaldadas pela Lei de acesso ao patrimônio genético 

(Lei nº 13.123, de 20 de maio de 2015). Neste contexto, a cultura de tecidos de 

plantas medicinais, além da produção e conservação, também tem propiciado a  

identificação, o isolamento e a liberação de muitos fármacos novos no mercado, 

aumentando as perspectivas de conservação e exploração econômica destas 

espécies (TRIPATHI; TRIPATHI, 2003; VANISRE et al., 2004; FOGLIO et al., 2006). 

http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%252013.123-2015?OpenDocument
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 1. Petiveria alliacea L. 
 
 
Petiveria alliacea L. (Phytolaccaceae) é uma espécie com propriedades medicinais, 

que possui uma ampla distribuição geográfica, sendo conhecida por diversos nomes 

populares que variam conforme a sua localização. 

No Amazonas e na Bahia é conhecida como amansa-senhor, mas em todo o Brasil 

também é conhecida como erva-de-guiné, erva-tipi e murucaá dentre outros (LUZ et 

al., 2016). No Rio de Janeiro é mais conhecida como erva-de-guiné ou pipi 

(CAMARGO, 2007). Além do uso medicinal, devido a inúmeras propriedades 

terapêuticas, também é muito utilizada em rituais religiosos, em banhos e 

defumadores (CANO; VOLPATO, 2004; CASTELLAR, 2006; LUZ et al., 2016). 

A espécie P. alliacea possui hábito herbáceo e subarbustivo (Figura 1), com forte 

odor aliáceo, constituindo um gênero monotípico (UDULUTSCH et al., 2007). 

Entretanto, há controvérsias sobre a ocorrência de variedades ou subespécies 

(MOBOT, 2010). Em trabalhos iniciados no Núcleo de Biotecnologia Vegetal da 

UERJ (NBV/UERJ), a caracterização de populações ocorrentes no Rio de Janeiro foi 

consistente com aquela proposta por Udulutsch e colaboradores (2007), que 

reconheceram duas variedades: P. alliacea L. var. alliacea e P. alliacea var. 

tetrandra (BAGomes) Hauman, com base na morfologia do ovário, embora as 

diferenças na morfologia foliar e na produção de flavonóides também tenham sido 

evidenciadas (SOARES, 2010; SOARES et al., 2013). 

 

Figura 1 – Petiveria alliacea L. 

  

Legenda: Aspecto geral da planta com influorescência terminais.  
Fonte: SOARES, 2011. 
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1.1  Composição fitoquímica 

 

 

Diversos trabalhos já foram publicados sobre a diversidade fitoquímica da espécie P. 

alliacea. Nas raízes encontram-se diversas substâncias já isoladas e identifcadas: 

benzaldeído, dibenzil dissulfeto (DDS), cis-e trans-estilbenos, dibenzil trissulfeto 

(DTS) e cumarina (KUBEC; KIM; MUSAH, 2002; KUBEC; KIM; MUSAH, 2003; DE 

SOUSA et al., 1990). Nas folhas também já foram identificados flavonoides, além de 

outras substâncias, como glicosídeos saponínicos, triterpenos, isoarborinol, 

isoarboriol acetato, isoarborinol cinamato, esteróides, alcaloides e taninos (DE 

SOUSA et al., 1990; DELLE-MONACHE; SUAREZ, 1992; DELLE-MONACHE; 

MENICHINI; SUAREZ, 1996). 

Sendo uma espécie aromática, o forte aroma característico de alho foi utilizado para 

a denominação da espécie. Destaca-se a presença de organosulfurados, entre os 

quais estão incluídos vários polissulfetos isolados pela primeira vez de P. alliacea, 

como dibenzil sulfeto (DMS), DDS e DTS, comercializados pela empresa Sigma-

Aldrich (DE SOUSA et al., 1990; KUBEC; KIM; MUSAH, 2002, RAMIEZ, 2003).  

A síntese de metabólitos contendo enxofre em P. alliacea já foi elucidada, 

evidenciando-se que são todos produtos do metabolismo da cisteína. O mecanismo 

de síntese é semelhante àquele observado na via biossintética de aliína (KUBEC; 

MUSAH, 2001), também um produto derivado da cisteína, presente em espécies da 

família Liliaceae (Allium sativum L., Allium cepa L. e Allium porrum L) e outras 

espécies afins (KUBEC; MUSAH, 2001). Nesta via, a aliína, assim como os 

sulfóxidos de cisteína em P. alliacea, se constituem de substâncias sulfurosas 

armazenadas nos tubérculos e raízes, sendo que seus produtos de degradação não 

estão presentes nos tecidos intactos (KUBEC; MUSAH, 2001). As substâncias 

derivadas desses sulfóxidos (por ex., polissulfetos, benzaldeídos, tritiolaniacina, 

estilbenos, benzil mercaptano, ácido benzóico), apresentam uma gama de 

atividades biológicas. 

Polissulfetos presentes em P. alliacea são produzidos após a hidrólise dos 

precursores, pela ação de enzimas específicas (aliinase ou C-S liase), 

compartimentalizadas em locais separados. Quando ocorre dano tecidual e lise 

celular, as enzimas são liberadas convertendo os precursores (sulfóxidos de 
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cisteína), estocados nos vacúolos, em alicina ou petiverina, dependendo da espécie, 

que se classificam como tiossulfinatos, produtos quimicamente instáveis que 

originam polissulfetos durante sua decomposição (SIMÕES et al., 2007). Em P. 

alliacea, a petiverina pode se apresentar sob duas formas isoméricas (Figura 2) 

(KUBEC; KIM; MUSAH, 2002), que originam o DTS e outras substâncias 

relacionadas (Figura 3) (ROSNER et al., 2001). 

 

Figura 2 – Fórmula estrutural de tiossulfinatos em Petiveria alliacea. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: ROSNER et al., 2001.  

 



25 
 

 
 

Figura 3 – Formação enzimática de polissulfetos de P. alliacea. 

 

 

 

  

 
 

 

Legenda: 3: S-(2-hydroxyethyl) 2-(hydroxyethane)thiosulfinate; 4: S-(2 
hydroxyethyl)phenylmethanethiosulfinate; 5: S-benzyl 2 
(hydroxyethane)thiosulfinate; 6: S-benzyl 
phenylmethanethiosulfinate (petivericin). 

Fonte: KUBEC; KIM; MUSAH, 2002. 

Petiverina A/B 

C-S liase C-S liase -NH3-Piruvato -NH3-Piruvato 
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1.2  Efeitos Biológicos 
 
 
A literatura científica é abundante em trabalhos sobre os efeitos biológicos de P. 

alliacea, o que vêm despertando grande interesse devido às substâncias bioativas 

presentes nos extratos da espécie. Efeitos neurológicos já eram bem conhecidos no 

período colonial do Brasil e há relatos da utilização ritualística em cultos afro-

brasileiros até o presente (LEMUS et al., 2004). Além disso, foram identificados 

inúmeros efeitos benéficos para uso terapêutico e profilático, destacando-se os 

efeitos analgésico e anti-inflamatório (DE LIMA; MORATO; TAKAHASHI, 1991). 

Entretanto, devido à grande diversidade química, efeitos citotóxicos também têm 

sido descritos, principalmente contra células neoplásicas, o que tem gerado grande 

interesse da indústria farmacêutica por esta espécie, visando à produção de 

medicamentos quimioterápicos (AN et al., 2006). A atividade citotóxica está 

associada ao mecanismo de ação do DTS e de seus derivados, que desencadeiam 

a transdução de sinal e alteração da expressão gênica, mostrando-se potentes 

inibidores de uma vasta gama de linhagens de células cancerosas, impedindo sua 

proliferação (WILLIAMS et al., 2007). Foi verificado que este efeito deve-se a uma 

proteína quinase ativada por mitógenos extracelulares que desencadeia a 

transdução de sinal e a alteração da expressão gênica (WILLIAMS et al., 2007). 

Recentemente, Urueña et al. (2008) confirmaram que os polissulfetos e flavonoides 

presentes em P. alliacea aumentaram a atividade das enzimas responsáveis pela 

indução de apoptose nas linhagens celulares testadas, paralisando o ciclo celular na 

fase G2 e induzindo alteração acentuada da morfologia celular. Do mesmo modo, 

demonstrou-se que as diferentes frações analisadas empregaram diferentes 

mecanismos para deter o ciclo celular. Enquanto algumas frações induziram 

apoptose por despolarização da membrana mitocondrial, outras estimularam a 

ativação de endonucleases. Atualmente, o DTS é um produto natural de grande 

interesse na luta contra o câncer. Entretanto, sua disponibilidade é limitada a partir 

de fontes naturais (CUERVO, 2011). O isolamento desta substância já permitiu sua 

síntese artificial (AN et al., 2006), e modificações químicas, que geraram novas 

moléculas com atividade citotóxica muito superior ao próprio DTS (BAO et al., 2008; 

AN et al., 2006).  
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Além dos efeitos citotóxicos descritos, os extratos da espécie também têm 

demonstrado um potencial genotóxico, Hoyos e colaboradores (1992) relataram uma 

atividade genotóxica moderada, com base em alterações citogenéticas, utilizando 

ouriços-do-mar como modelo. O efeito em DNA plasmidial foi determinado em 

estudos preliminares no NBV, que demonstraram que variou em função da origem 

da planta (SOARES, 2011). Por outro lado, a presença de flavonoides nos extratos 

tem sido correlacionada aos efeitos antioxidantes, retardando ou inibindo a oxidação 

de lipídios ou de outras moléculas (OKADA et al., 2008; SIMÕES et al., 2007). Uma 

atividade antioxidante bem definida já foi descrita para alguns componentes dos 

extratos de P. alliacea (OKADA et al., 2008). 

O extrato bruto dessa espécie foi incluído no Programa de Pesquisa de Plantas 

Medicinais da Central de Medicamentos (CEME) do ministério da saúde para a 

realização de ensaios clínicos, objetivando avaliar o efeito analgésico e anti-

inflamatório do chá em portadores de osteoartrose, os quais apresentaram melhora 

significativa dos sintomas (BRASIL. MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). Entretanto, 

apesar de comercializados livremente nos EUA e em outros países, nenhum 

medicamento fitoterápico produzido a partir dos extratos ou partes da planta de P. 

alliacea foi liberado pela Agência de Vigilância Sanitária (ANVISA) no Brasil 

(CASTELLAR, 2006; BRASIL. MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

 

 

1.3 Cultura de tecidos vegetais 
 

 

Novas técnicas biotecnológicas vêm sendo desenvolvidas nas últimas décadas, 

permitindo aprofundarem-se os estudos ao nível celular e molecular em plantas 

(SOUZA; JUNGHANS, 2006). A cultura de tecidos vegetais foi e continua sendo a 

base para o desenvolvimento da biotecnologia vegetal, sendo definida por um 

conjunto de técnicas que utilizam pequenos fragmentos isolados da planta 

(explantes) inoculados assepticamente em meio nutritivo, incubados por 

determinado período de tempo, sob condições controladas de luminosidade e 

temperatura. Ao final do período de cultura, novos brotos, órgãos ou embriões são 

gerados a partir do tecido do explante, através de propagação vegetativa, originando 

clones da planta doadora dos explantes, em processo denominado 
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micropropagação, que possibilita altas taxas de multiplicação (SOUZA; JUNGHANS, 

2006). 

A capacidade de se obterem plantas em meio artificial se baseia na totipotência. 

Esta característica permite que as células vegetais se diferenciem por vias 

diferentes, sob estímulos apropriados (GEORGE et al., 2008). Teoricamente, todas 

as células vegetais seriam capazes de expressar sua totipotência, no entanto, como 

os explantes são uma mistura de estados fisiológicos, bioquímicos ou de 

desenvolvimento variados, a exposição desses explantes a um ambiente in vitro  

estimula reações diversificadas que pode induzir respostas regenerativas apenas em 

algumas células do explante (MANTELL; MATTHEWS; McKEE, 1994). A habilidade 

que uma célula ou um grupo de células tem de responder a um estímulo indutivo, 

visando à um processo de desenvolvimento, é denominada de competência celular 

(GEORGE, 2008; NETO; ANDRADE, 2011). 

Dentre as vias regenerativas que podem ser estabelecidas após a indução, no 

ambiente da cultura, observa-se a formação de brotos e/ou raízes por organogênese 

ou a formação de embriões por embriogênese somática, processos que podem 

ocorrer diretamente, a partir do tecido do explante, ou indiretamente, quando há 

formação de calo intermediário, que se caracteriza por um grupo, ou massa de 

células com crescimento desordenado, que pode apresentar certo grau de 

diferenciação (SOUZA; JUNGHANS, 2006; GEORGE, 2008). 

Foram também estabelecidas culturas desdiferenciadas, como calogênese e cultura 

de células em suspensão (CASTELLAR; GAGLIARDI; MANSUR, 2011).  

A obtenção e multiplicação de plantas in vitro por micropropagação têm permitindo a 

produção de várias espécies, com diferentes finalidades e aplicações. Além da 

produção de plantas completas ou brotos, culturas de órgãos ou embriões somáticos 

têm se mostrado sistemas úteis para a produção específica de metabólitos especiais 

em muitas espécies, independentemente de fatores ambientais.(GLOBO-NETO; 

LOPES, 2007). 
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1.3.1 Produção in vitro  de Petiveria alliacea 

 

 

Estudos biotecnológicos com P. alliacea L. foram iniciados no NBV, sendo esta 

espécie propagada in vitro, pela primeira vez, por meio da cultura de segmentos 

nodais, originando apenas uma planta por explante (CASTELLAR, 2006; 

CASTELLAR; GAGLIARDI; MANSUR, 2011). Além disso, diferentes variedades 

foram caracterizadas para utilização como matrizes (SOARES et al., 2013), e a 

multiplicação clonal foi estabelecida através da multibrotação (SOARES, 2011; 

PIMENTA, 2015) e da embriogênese somática (CANTELMO et al., 2013). Foram 

também estabelecidas culturas desdiferenciadas, como calogênese e cultura de 

células em suspensão (CASTELLAR; GAGLIARDI; MANSUR, 2011). 

Embora a constituição química da espécie já tenha sido muito estudada, ainda não 

se conhece o perfil fitoquímico dos materiais produzidos biotecnologicamente. Em 

trabalho anterior, os componentes voláteis e óleos essenciais mostraram diferenças 

qualitativas e quantitativas entre as estruturas vegetais, como folhas e 

inflorescências, de plantas in vitro e ex vitro (CASTELLAR, 2006; CASTELLAR; 

GAGLIARDI; MANSUR, 2011). Dentre os processos de cultura de tecidos e órgãos, 

a produção de raízes in vitro ainda não foi descrita, sendo uma das propostas deste 

trabalho, uma vez que estudos anteriores identificaram a maior produção do DTS 

nas raízes das plantas desta espécie (DE SOUSA et al., 1990; KUBEC; KIM; 

MUSAH, 2003).  

A comparação do perfil fitoquímico e dos efeitos biológicos através de modelos 

otimizados mostram-se muito úteis para a validação de sistemas de produção in vitro  

de espécies medicinais. Além disso, a produção de metabólitos secundários em 

culturas de tecidos vegetais tem sido relatada, em várias espécies, como resultado 

da manipulação das condições de cultura (BOURGAUD et al., 2001; TRIPATHI; 

TRIPATHI, 2003; VANISRE et al., 2004; CUERVO, 2011). Dessa forma, há muitos 

registros de linhagens com maior potencial produtivo, selecionadas pela adição de 

inibidores ou precursores ao meio, visando a elicitação (MARASCHIM; 

VERPOORTE, 1999; ALVES, 2001; VANISRE et al., 2004).  
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1.4 Conservação in vitro de recursos genéticos vegetais 
 
 
A conservação in vitro é uma estratégia fundamental para garantir a disponibilidade 

dos genes de interesse visando ao desenvolvimento sustentável. A necessidade de 

conservação se aplica aos diferentes componentes da biodiversidade, incluindo 

amostras de espécimes vegetais a partir de condições in situ, domesticadas ou 

mantidas em coleções ex situ e/ou sob a forma de moléculas ou substâncias 

provenientes do metabolismo, além de extratos brutos obtidos destes organismos 

vivos ou mortos, incorporados ao patrimônio genético (CDB, 2000). Neste contexto, 

a conservação dos materiais produzidos biotecnologicamente a partir de espécies 

medicinais deve ser estabelecida, visando à disponibilidade dos sistemas de 

produção de metabólitos de interesse para a pesquisa farmacológica. 

Embora o germoplasma vegetal possa ser conservado tanto no ambiente de 

ocorrência natural (in situ), quanto fora deste ambiente (ex situ), a conservação dos 

materiais biotecnológicos é unicamente realizada ex situ, podendo ser estabelecida 

a campo, ou in vitro através da cultura de tecidos ou da criopreservação 

(ENGELMANN, 1991; ROUT, et al., 2006; TRIPATHI;TRIPATHI, 2003).  

A conservação através da cultura de tecidos geralmente é realizada por crescimento 

lento, que requer o uso de agentes retardantes do crescimento, uma vez que o 

objetivo não é a multiplicação rápida e sim a manutenção dos tecidos para uso 

futuro. Os retardantes mais utilizados podem ser hormonais ou osmóticos, mas em 

ambos os casos, em função da concentração e do tempo de exposição, representam 

fatores de estresse potencialmente causadores de instabilidade genética, 

culminando com o aparecimento de variantes fenotipicamente observáveis ou não 

(REED; GUPTA; UCHENDU, 2013). A manutenção de plantas em cultura também 

pode ser realizada sob crescimento ativo, estratégia que, apesar de mais laboriosa, 

é mais adequada a projetos de conservação de curto ou médio prazos (0 a 6 anos), 

pois os fatores de estresse podem ser minimizados durante a padronização da 

cultura (SCHERWINSKI-PEREIRA; COSTA, 2014). Embora a cultura de tecidos 

venha sendo utilizada para fins de conservação in vitro, os fatores inerentes ao 

ambiente artificial de cultivo, incluindo luz, meios de cultivo, umidade e tempo de 

cultivo in vitro , podem levar a alterações genéticas no material (MUJIB; BANERJEE; 

GOSH, 2013). 
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1.4.1 Criopreservação 

 

 

Dentre as técnicas disponíveis para conservação in vitro de materiais vegetais, a 

criopreservação é a técnica mais adequada para conservar germoplasma vegetal 

por longos períodos, em nitrogênio líquido (-196 °C) ou na sua fase de vapor (-150 

°C). Os tecidos armazenados podem se constituir de sementes, ápices caulinares, 

embriões zigóticos ou somáticos, pólen etc. Este método tem sido muito usado para 

a conservação de vegetais com sementes recalcitrantes, ou  aqueles que não 

produzem sementes (ENGELMANN, 1991; ENGELMANN, 1997; PANIS; 

LAMBARDI, 2005).  

A temperatura ultra baixa utilizada na criopreservação interrompe o metabolismo 

vegetal, bloqueando a divisão celular e as reações bioquímicas. Desta forma o 

armazenamento é mais seguro, não ocorrendo mudanças ou deterioração ao longo 

do tempo. Portanto a criopreservação é o método mais adequado para o 

armazenamento de plantas com características especiais, como plantas medicinais, 

células produtoras de substâncias de interesse, raízes em cabeleira, e plantas 

geneticamente transformadas (SAKAI; ENGELMANN, 2007; PANIS; LOMBARDI, 

2005).  

Entretanto, a utilização de temperatura ultra baixa pode induzir a formação de 

cristais de gelo, que causam injúrias ou até mesmo a morte dos tecidos 

(SCHERWINSKI-PEREIRA; COSTA, 2014; CRUZ-CRUZ; GONZÁLEZ-ARNAO; 

ENGELMANN, 2013). A cristalização em baixa temperatura ocorre devido à 

polaridade da molécula de água, presente nos compartimentos intra e extra-celular 

(ENGELMANN, 2011). Por esta razão, as técnicas disponíveis para a 

criopreservação incluem etapas de crioproteção, através da desidratação, para a 

retirada de toda a água não estrutural, e/ou da vitrificação em presença de soluções 

específicas que, após absorvidas, formam um sólido amorfo (vítreo), sob 

temperaturas ultra-baixas. A vitrificação dos embriões somáticos já foi aplicada em 

P. alliacea (PETINELLI, 2013), a fim de preservar estruturas celulares, 

comprovadamente produtoras de polissulfetos (WEBSTER, et al., 2008).  

Apesar da criopreservação ser considerada a técnica que permite o armazenamento 

mais estável geneticamente (KAVIANI, 2011), os tratamentos visando à 

desidratação e crioproteção podem causar estresses capazes de induzir variação 
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genética. Além disso, as condições de recuperação envolvem as mesmas etapas 

discutidas acima, pelas quais passam as plantas mantidas em cultura. Desta forma, 

a conservação de germoplasma através de criopreservação também requer 

monitoramento, tanto genético quanto biossintético (KAVIANI, 2011). 

 

1.5 Variação Somaclonal  
 
 
O advento das técnicas de cultura de tecidos vegetais trouxe grandes expectativas 

em relação à propagação clonal. Entretanto, desde o início da utilização dessas 

técnicas observou-se grande número de variantes fenotípicas, cujas características 

eram transmitidas através das subculturas. Estas variações podem ser influenciadas 

por fatores anteriores ao cultivo in vitro ou induzidas exclusivamente pelas condições 

de cultura (KAEPPLER; PHILIPS, 1993; JOYCE; CASSELLS, 2002). Essas 

variantes apareciam, sobretudo, em plantas regeneradas através de organogênese 

indireta ou de culturas de células em suspensão e foram definidas como variações 

somaclonais (AYDIN, et al., 2015; ASHWINI, et al., 2015; LARKIN; SCOWCROFT, 

1981) 

Além da via de regeneração, vários outros fatores podem influenciar a taxa de 

variação somaclonal, tais como genótipo, tipo e concentração de reguladores de 

crescimento e outras condições padronizadas na cultura, como temperatura, 

umidade, salinidade e outras (AYDIN, et al., 2015; LANDEY et al., 2015; KARP et al., 

1997; PARDO et al., 2015). Portanto, todo o material vegetal produzido e/ou 

conservado biotecnologicamente, através da cultura in vitro ou criopreservação, está 

vulnerável aos estresses inerentes a estas condições, os quais podem causar 

alterações no DNA (SEBASTIANI; FICCADENTI, 2016). As variações somaclonais 

têm sido bastante utilizadas no melhoramento vegetal (WINARTO et al., 2011). 

Entretanto, a instabilidade genética constitui um sério problema na produção clonal, 

na conservação de germoplasma ou na produção de metabólitos (ENGELMANN, 

1997; MARTIN et al., 2001). A natureza das variações vêm sendo estudada desde 

então, sendo atualmente classificadas em genéticas ou epigenéticas (AYDIN, et al., 

2015; JOYCE; CASSELLS, 2002; SAZE, 2008; SEBASTIANI; FICCADENTI, 2016; 

WINARTO et al., 2011). 
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A base genética da variação somaclonal envolve uma série de alterações, incluindo 

mutações pontuais, amplificações, inserções e deleções de sequências de DNA ou 

modificações maiores, como número e estrutura de cromossomos, podendo ocorrer 

tanto ao nível do genoma nuclear quanto do mitocondrial ou cloroplastídico (KARP; 

BRIGHT, 1985; LANDEY, et al., 2015). A presença de locci “hipervariáveis”, com 

altas taxas de mutações promovidas pelas condições de cultura in vitro tem sido 

descritas em várias espécies (LINACERO; ALVES; VÁZQUEZ, 2000). De fato, 

observa-se que, apesar das taxas de mutação mais elevadas nas culturas, os alelos 

formados são naturalmente encontrados nas populações de campo, indicando que 

os mecanismos representados por estresses ambientais que promovem a 

variabilidade são semelhantes aos que induzem a variabilidade in vitro, de forma 

mais concentrada (LINACERO; ALVES; VÁZQUEZ, 2000).  

Além das alterações de caráter genético, podem ser exemplificadas por variações 

fenotípicas sem relação com a seqüência do DNA, mas que podem ser ou não 

herdadas de uma geração para a próxima. Vários mecanismos estão envolvidos na 

herança epigenética, como a metilação do DNA, modificações das histonas, 

paramutação, arranjo de nucleossomos, e outros (LANDEY, et al., 2015; BIRD, 

2007; CHEN; LV; MENG, 2010). No entanto, a base das alterações epigenéticas 

ainda não está clara entre os pesquisadores.  

Dentre os muitos exemplos de variações de causas epigenéticas, destaca-se o 

potencial biossintético de metabólitos especiais cuja expressão espontânea é 

bastante variável, mesmo dentro de linhagens selecionadas. A hipótese mais usada 

para explicar essa heterogeneidade é baseada na ocorrência de mutações e seleção 

natural embora outros mecanismos também possam estar presentes em populações 

com distribuição restrita. Nas condições artificiais da cultura há evidências que 

indicam que mudanças no padrão de metilação podem alterar as vias de expressão 

gênica durante o desenvolvimento. Alguns autores sugerem que essas alterações 

nos padrões de metilação do DNA provocadas pelas condições de estresse 

inerentes à cultura constituiriam a base molecular da variação somaclonal, afetando 

a expressão de genes específicos, ativando elementos móveis ou a estrutura da 

cromatina (CHEN; LV; MENG, 2010; LANDEY et al., 2015). 
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 1.5.1 Monitoramento da estabilidade genética e metabólica 

 

 

Apesar das evidências de que vários fatores contribuem para a ocorrência de 

instabilidade genética e epigenética em culturas in vitro , não é possível ainda prever 

o aparecimento da variação somaclonal, principalmente porque não se sabe como 

estes fatores interagem e qual a importância relativa de cada um. Desta forma, 
condições idênticas podem levar a resultados diferentes, tornando-se fundamental a 

utilização de sistemas para o monitoramento dessas variações (KARP et al., 1997). 

O monitoramento da estabilidade genética deve ser realizado através de diferentes 

abordagens como a comparação de características morfológicas, bioquímicas, 

citogenéticas e moleculares (WINARTO et al., 2011; SISUNANDAR et al., 2010).  

A avaliação fenotípica tem sido muito utilizada porque constitui-se da estratégia mais 

simples para monitorar a estabilidade genética, através da avaliação qualitativa e/ou 

quantitativa de descritores morfológicos pré-definidos para a espécie em estudo 

(WINARTO et al., 2011). Essas variações são herdáveis e, normalmente 

irreversíveis. Apesar de não permitirem a avaliação de características recessivas, os 

descritores constituem-se de marcadores valiosos na caracterização do 

germoplasma e têm sido muito usados em conjunto com estratégias moleculares e 

bioquímicas (HAO; LIU; DENG, 2001; KUMAR; BARKER; REED, 1999; VICENTE; 

METZ; ALERCIA, 2004).  

Embora vários marcadores possam ser usados para a análise molecular, a escolha 

da técnica vai depender de vários fatores, relacionados com o objetivo do trabalho. 

Neste contexto tanto o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) quanto o 

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) são métodos mais utilizados  

para detectar a ocorrência de variação somaclonal após procedimentos de 

micropropagação ou conservação in vitro (GAGLIARDI et al., 2007; HOSSAIN et al., 

2003; PACHECO et al., 2008a; POOJA; JAISWAL; JAISWAL, 2011).   

Ambas as técnicas são baseadas na Reação da Polimerase em Cadeia (PCR). O 

RAPD é um dos métodos que detecta polimorfismo com base na amplificação do 

DNA utilizando iniciadores aleatórios de sequência de nucleotídeos arbitrários. 

Pequena quantidade de DNA é utilizada, pois a técnica é simples, rápida e barata 

em comparação com outros marcadores (SEMAGM; STEDJE; BJORNSTAD, 2001).  
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Uma vez que a variação gerada pela cultura constitui um fator restritivo para a 

aplicação de metodologias in vitro  em programas que requerem uniformidade 

genética, os sistemas de cultura utilizados para a conservação e recuperação de 

materiais submetidos à criopreservação, devem ser acompanhados por 

metodologias de monitoramento da estabilidade do material. Por esta razão, as 

plantas e outras estruturas obtidas ou recuperadas através do cultivo in vitro, serão, 

neste trabalho avaliadas através de RAPD.  

Com relação ao metabolismo secundário, a variabilidade observada na produção de 

substâncias em culturas de células e tecidos vegetais tem sido contornada pela 

identificação de clones com maior produtividade, e monitoramento da biossíntese, 

visando à manutenção das culturas com esta finalidade (MARASCHIM; 

VERPOORTE, 1999). Portanto, neste trabalho, além do monitoramento molecular, 

os perfis fitoquímicos, a biossíntese de polissulfetos e os efeitos biológicos ao nível 

do DNA serão comparados visando uma análise abrangente das perspectivas de  

utilização de plantas de P.alliacea produzidas em cultura de tecidos vegetais. 
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2  OBJETIVO 
 

 

2.1  Objetivo geral 
 

 

Esse trabalho visa ao estabelecimento do cultivo e conservação in vitro de P. 

alliacea L. além do estabelecimento de metodologias de monitoramento da 

variabilidade genética decorrente de morfogênese e criopreservação, por meio de 

marcadores moleculares, bioquímicos e efeitos metabólicos.  

 

2.2  Objetivos específicos 
 

 

 Estabelecer culturas de raízes e otimizar cultura de brotos obtidos a partir de 

amostras de P. alliacea de diferentes populações; 

 Criopreservar embriões somáticos obtidos a partir das amostras estudadas;  

 Identificar marcadores moleculares que possam ser utilizados como 

indicadores de variação genética em P.alliacea L.; 

 Avaliar o perfil fitoquímico comparativo entre plantas de campo e plantas 

produzidas in vitro por diferentes vias de regeneração; 

 Monitorar a presença de polissulfetos em diferentes estruturas vegetais 

produzidas in vitro , utilizando-se marcadores comerciais como padrões; 

 Determinar o potencial genotóxico e antigenotóxico de diferentes extratos das 

amostras estudadas, visando o monitoramento do material obtido in vitro; 
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Legenda: A – Magé (MG), B – Niterói (NT), C – Marechal       
Hermes (MH) e D – Vila Isabel (VI).  

Barra = 1 cm  
Fonte: SOARES et al., 2013 

3 METODOLOGIA  
 

 

3.1 Material vegetal 
 

 

Amostras de plantas previamente caracterizadas oriundas de diferentes regiões do 

Estado Rio de Janeiro e mantidas no telado do NBV/UERJ (Figura 4A, B, C, D), 

foram utilizadas como doadoras de sementes para obtenção de matrizes para a 

cultura in vitro (SOARES, 2010). As plantas, de ocorrência espontânea, foram 

obtidas por doação, a partir de propriedades particulares (Quadro 1). 

 

Figura 4 – Plantas de campo de Petiveria alliacea L. mantidas no telado do 

NBV/UERJ oriundas de diferentes regiões do estado do Rio de Janeiro 

- 2013 
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Quadro 1- Origem e registro em herbário das populações de P. alliacea L. de regiões 
centrais do  Rio de Janeiro, Brasil – 2013 

 

Região 
RJ 

Código da 
amostra 

 
Georreferenciamento 

 
Registro 

HRJ* 

Magé MG 22˚64’32.18”S e 43˚12’22.26”O ele 13 m 11.131 

Marechal 
Hermes MH 22˚51’24.46”S e 43˚22’13.75”O ele 17 m 11.711 

Niterói NT 22˚53’55”.95”S e 43˚05’09.37”O elev 54 m 11.710 

Vila Isabel VI 22˚54’57.57”S e 43˚14’18.54”O elev 22m 11.618 

Santa 
Teresa AL 22°55’55.27’’S e 43°11’49.90’’O, elev 167m 10.371 

Nota:* Herbário da Universidade do Estado do Rio de Janeiro.  
Fonte: Adaptado de Soares et al., 2013 
 
 
 
3.1.1 Condições Físicas da Cultura in vitro  
 

 

O material originado do cultivo in vitro foi obtido após diferentes tratamentos com 

fitorreguladores e incubação em câmara de crescimento, à temperatura de 

30˚C±2˚C, com fotoperíodo de 16 h e intensidade luminosa média de 46 µM m-2s-1, 

fornecida por lâmpadas fluorescentes do tipo branca fria, com avaliações realizadas 

mensalmente.  
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3.2 Germinação in vitro  
 

 

Sementes das diferentes populações foram utilizadas para o estabelecimento das 

culturas primárias in vitro. A descontaminação foi realizada segundo protocolo 

definido anteriormente (SOARES, 2011) com pequenas modificações nos tempos de 

exposição ao hipoclorito de sódio (NaOCl). Assim, as sementes foram lavadas três 

vezes com detergente em água corrente, depois foram imersas em etanol 70%, por 

5 minutos, em seguida em solução de NaOCl 1%, por 5 minutos. Além disso, foi 

realizado um tratamento com Benlate® 1% e Agrimicina® 1%, durante 15 minutos e 

só então, as sementes foram inoculadas em meio MS sem reguladores de 

crescimento (MS0) (MURASHIGE; SKOOG, 1962), 3% de sacarose, ágar 7g/L com 

pH a 5,8 suplementado com Benlate® 0,04g/l e Agrimicina® 300 mg/l. As culturas 

foram incubadas por uma semana nas condições descritas anteriormente. Após este 

período, o material livre de contaminação foi transferido para meio MS com metade 

de seus nutrientes (MS ½) e suplementado com ácido indolacético (AIA) a 0,6 μM 

(CASTELLAR, 2006), sendo as culturas incubadas nas mesmas condições 

descritas. 

 

3.3 Micropropagação 
 
 
3.3.1 Multibrotação a partir de ápices caulinares 
 

 

Ápices caulinares excisados das plantas obtidas por germinação de sementes in 

vitro  foram inoculados em meio MS suplementado com diferentes concentrações de 

6-benzilaminopurina (BAP) (4,44 – 13,32 – 22,19 µM), ácido naftalenoacético (ANA) 

(0,54 – 1,61 – 2,69 µM) e tidiazuron (TDZ) (0,45 – 1,36 – 2,27 µM). Estes 

experimentos foram realizados com amostras de 10 explantes, de todas as 

populações estudadas, e repetido até a formação de um estoque de clones de cada 

população para utilização nos demais experimentos. O material foi inoculado em 

frascos de cultura (11, 5 cm altura x 5,5 cm largura) contendo 30 mL de meio MS 

contendo os diferentes fitorreguladores. 
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3.3.2 Indução de embriogênese somática em folhas 
 
 
Folhas de plantas in vitro das diferentes populações foram utilizadas como explantes 
para indução de embriões somáticos, seguindo protocolo anteriormente estabelecido 

(CANTELMO et al., 2013). Segmentos de folhas com 1.0 cm2 foram inoculados em 

meio MS suplementado com Picloram (PIC) 20.0 µM. O pH do meio MS foi ajustado 
para 5.8 antes da esterilização, em autoclave (15 minutos a 121˚C a 1 atm). Os 
segmentos foliares foram inoculados com a superfície abaxial em contato com o 
meio. Essas culturas foram incubadas nas condições descritas anteriormente. 
Subculturas mensais em meios MS ½ , suplementado com AIA para manutenção por 
180 dias (CASTELLAR, 2006).  
 
3.3.3 Indução de embriogênese somática de raízes 
 
 
3.3.3 Indução de raízes adventícias 
 

 

Para indução de rizogênese, foram utilizados três segmentos de raízes, com 1,0 cm 

cada (15 mg de raiz), inoculados em frascos Erlenmeyer de 125 ml, contendo 50 ml 

de meio MS líquido suplementado com diferentes fitorreguladores em diferentes 

concentrações: AIA (1,42 – 2,85 – 5,7 – 17,1 – 28,5 µM), ácido naftalenacético 

(ANA) (1,35 - 2,7 - 5,4 - 16,2 - 27,0 µM), ácido indolil-3-butírico (AIB) (1,02 – 2,04 – 

4,08 – 12,24 – 20,4 µM) e ácido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4D) (1,12 – 2,24 – 4,48 – 

13,44 – 22,4 µM). As culturas foram mantidas sob agitação a 110 rpm e incubadas 

nas condições descritas acima. Subculturas mensais em meios com a mesma 

composição foram realizadas e avaliadas por 180 dias. 
 
Experimentos preliminares foram realizados com a população AL sendo os 

explantes radiculares excisados de plantas mantidas na cultura in vitro por mais de 8 

anos. Em seguida o protocolo foi aplicado às amostras NT, VI, MH e MG e a 

amostra AL foi usada como controle. 

Na sequência, o efeito da concentração de AIB foi avaliado em conjunto com carvão 

ativado, em presença ou ausência de iluminação, por 90 dias. Para estes 
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experimentos, foram utilizadas duas concentrações de AIB (1,02 µM e 2,04 µM) 

(Figura 5) visando garantir a disponibilidade do fitorregulador em presença do carvão 

ativado (SOUZA; PEREIRA, 2007). Foram utilizados 50 mg raízes de plantas in vitro  

das amostras.  

As culturas submetidas aos diferentes tratamentos foram mantidas nas condições de 

crescimento (ítem 3.2). A cultura submetida ao tratamento no escuro foi mantida na 

mesma temperatura. As subculturas foram mensalmente avaliadas quanto aos 

efeitos causados pelos fatores testados, sendo então transferidas para meio com a 

mesma composição, e avaliadas durante 120 dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Avaliação da produção de raízes in vitro em P. alliacea 

AIB 1,02 µM AIB 2,04 µM 

Carvão 
ativado 0,2% 

Raízes in vitro  
NT – MH – VI – AL 

(50 mg) 

AIB 1,02 µM AIB 2,04 µM 

Luz Escuro 

Carvão 
ativado 0,2% 
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3.3.4 Análise estatística 

 

 

Os resultados da cultura de tecidos vegetais foram avaliados após três 

experimentos, utilizando-se grupos de dez explantes. A frequência de regeneração e 

o número médio de brotos/embriões por explante foram avaliados por análise de 

variância (ANOVA) e teste de comparação de médias Turkey-Kramer, com o auxílio 

do programa Graphpad InStat, considerando-se significativos os valores com 

p≤0,05. 
 
 

3.4 Análise histológica de embriões somáticos 

 

 

A formação de embriões somáticos foi estudada através de análise histológica 

utilizando microscopia ótica. O material (embriões somáticos obtidos das raízes) foi 

fixado em solução de glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido 4%, em tampão 

cacodilato de sódio 0,05 M (pH 7,2), e armazenado a 4ºC. A seguir foi desidratado 

em etanol, e submetido à inclusão em resina glicol-metacrilato (FEDER; O’BRIEN, 

1968) ou parafina, sendo então seccionado em micrótomo rotativo, a uma espessura 

média de 5 μm. Para a análise de microscopia em campo claro, as seções 

histológicas foram coradas com azul de toluidina (JOHANSEN, 1940), sendo as 

lâminas permanentes montadas em entellan. As análises por microscopia foram 

realizadas em microscópio Olympus BX41-BF-I-20, e as imagens, obtidas com 

câmera de vídeo Q Collor R3 e software Image-Pro Express 6.0.  

 

 

3.5 Criopreservação de embriões somáticos 

 

 

Embriões somáticos em estágios recentes de desenvolvimento e oriundos das 

diferentes populações estudadas, foram criopreservados por meio de vitrificação, 

segundo Pettinelli (2013). Os embriões selecionados foram pré-cultivados em meio 

(MS com metade dos nutrientes) e suplementado com 0,5M de sacarose por 24 

horas (PETINELLI et al., 2013). Em seguida, os embriões foram distribuídos em 
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criotubos e tratados com PVS2 (sacarose a 0,4M, glicerol a 30%, etileno glicol a 

15% e DMSO a 15%) (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990) por diferentes períodos 

de tempo (0, 15 e 30 minutos). Posteriormente, a solução crioprotetora foi removida 

e substituída por 1 mL da mesma solução fresca, antes da imersão em nitrogênio 

líquido (NL). Após 24 horas, os criotubos contendo os embriões somáticos foram 

retirados do NL e reaquecidos rapidamente em banho-maria a 40°C, por um minuto. 

Em seguida, a solução crioprotetora foi substituída por meio MS ½  e suplementado 

com sacarose a 1,2M por 5 minutos, sendo este meio diluído gradativamente com 

meio MS ½ líquido, até a concentração de sacarose atingir o valor do MS padrão 

(3%). 
 
Em seguida, as culturas foram mantidas no escuro e os embriões somáticos foram 

transferidos para meio MS ½, suplementado com fitagel 0,2%, sob temperatura de 

28°C±2°C, até o início da recuperação, definida por qualquer sinal de 

desenvolvimento, sendo posteriormente mantidos na luz sob a mesma tempertura. 

Logo após a retirada do NL e as culturas que não apresentaram sinal de 

recuperação após 30 dias, foram submetidas ao Teste do trifeniltetrazólio (TTC) 

(MIKULA; NIEDZIELSKI; RYBCZYJFC, 2006) para determinação da taxa de 

sobrevivência. 
 
Para a determinação da taxa de sobrevivência à criopreservação, embriões 

somáticos foram submetidos ao teste TTC imediatamente após a retirada do NL, ou 

após 30 dias de cultura em meio de recuperação. Os embriões foram mantidos em 1 

ml da solução de TTC 28°C, por 24h. Após este período, a porcentagem de 

sobrevivência foi avaliada visualmente pelo aparecimento de coloração avermelhada 

nos embriões, considerando-se vivos aqueles totalmente pigmentados em vermelho. 

Foram avaliados 10 embriões por tratamento.  
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3.6 Monitoramento da estabilidade genética 
 

3.6.1 Extração de DNA 

 

 

O DNA genômico foi extraído a partir de amostras de folhas frescas e íntegras dos 

materiais de campo (diferentes populações) e dos materiais in vitro plantas obtidas 

por germinação das diferentes populações, plantas multiplicadas em meio contendo  

(BAP ou TDZ) da população NT e plantas convertidas de embriões somáticos 

obtidos a partir de folhas e raízes) seguindo o protocolo descrito por Lanza e 

colaboradores (1997). O material botânico (150-200 mg)  foi triturado em um 

almofariz contendo NL, com auxílio de um pistilo. Na sequência, cada amostra foi 

transferida para um tubo de eppendorf, e foi adicionado 1mL de tampão contendo o 

detergente Brometo de Cetiltrimetilamônio (CTAB) e β-Mercaptoetanol. Após 

homogeneização manual, as amostras foram aquecidas a 65ºC por 15 minutos em 

banho-maria, sendo posteriormente adicionado 700 μL clorofórmio:octanol (28:1) 

sendo o material homogeneizado da mesma forma. Após nova centrifugação a 

14000 rpm por 15 minutos o sobrenadante foi tratado com igual volume de álcool 

isopropílico gelado e incubado por 24 h a – 20ºC, sendo em seguida foi centrifugado 

a 14000 rpm por 10 minutos. O DNA extraído, constituído pelo sedimento, foi 

mantido em temperatura ambiente até secagem total, sendo em seguida 

ressuspenso em 100 μL T.E. (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) com leve 

agitação. 

 

3.6.2 Quantificação do DNA  

 

 

Eletroforese em gel de agarose: Alíquotas de cada amostra (10 µL) foram aplicadas 

em gel de agarose a 0,8%. O gel foi submetido à eletroforese em cuba horizontal, 

em tampão TBE 1X, com voltagem de 5,35 V/cm, por 60 minutos.  A seguir, os géis 

foram corados com solução de brometo de etídeo (0,5 µg/mL), e visualizados em 

sistema de transiluminação (Transiluminador UV LTA/LTB). A concentração de cada 

amostra foi definida por comparação visual da banda com um padrão comercial de 
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DNA λ (25, 50, 75, 100,150 pb). Alternativamente a quantificação foi realizada 

através da D.O (260 nn) utilizando o espectrofotômetro Denovix Inc. 

 

3.6.3 Análise por RAPD 

 

 

A estabilidade genética das plantas obtidas in vitro, assim como das obtidas em 

campo, foi avaliada por marcadores RAPD. Os materiais produzidos a partir de 

multibrotação foram avaliados por comparação com a planta matriz. As reações 

foram realizadas com a utilização de oligonucleotídeos decâmeros (iniciadores), 

selecionados, a partir de levantamento bibliográfico prévio. Foram avaliados 70 

iniciadores do estoque do NBV, mais 9 cedidos pelo laboratório SERVGEN (Serviço 

de Genética Humana) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, dos quais 

apenas dois tiveram a sequência determinada, além de outros 10 utilizados 

anteriormente na família Phytolaccaceae (SEMAGN; STEDE; BJORNSTAD, 2001) 

totalizando 89 iniciadores (Quadro 2).  

A ciclagem foi utilizada segundo Guimarães (2007): 94 °C por 2 min, com 45 ciclos 

de 94 °C por 1 min, 35 °C por 2 min e 72 °C por 2 min, seguido por uma extensão 

final de 72 °C por 5 min. As reações de amplificação foram realizadas em volume 

final de 25 mL contendo entre 10 a 20 ng de DNA genômico em tampão Tris-HCl a 

10 mM (pH 8.8), KCl 50 mM; dNTP 200 mM, solução de iniciadores 50 mM, MgCl2 4 

mM e Taq polimerase 2U (Neotaq®).  

Após a multiplicação das plantas através da cultura, os clones de cada amostra 

foram avaliados individualmente e comparados entre si e/ou com a planta matriz. 

Entretanto, os materias criopreservados e oriundos da embriogênese somática 

foram apenas comparados entre si. Os produtos da amplifucação foram analisados 

por comparação visual com DNA Ladder (100 pb ou de 1kb), após eletroforese em 

gel de agarose 1,4% e visualização com brometo de etídio como descrito no ítem 

3.7.2. Estes experimentos foram repetidos pelo menos três vezes para avaliação da 

reprodutibilidade do método. Possíveis polimorfismos foram determinados pela 

alteração do padrão de bandas (presença ou ausência). As imagens foram obtidas 

com o Sistema de Captura de Imagem L-PIX-ST – Loccus Biotecnologia.  
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HU et al., 
2008 

Quadro 2 – Sequências dos iniciadores selecionados para as análises RAPD em P. 
alliacea 

Iniciadores Seqüência 
(5’-3’) Ref Iniciadores Seqüência (5’-3’) Ref 

01 CCGGCCTTAC 

S
EM

A
G

M
; S

TE
D

JE
; 

B
JO

R
N

S
TA

D
, 2

00
1 

47 GTGACCGACT 

LA
K

H
A

N
P

A
U

L;
 

V
E

LA
Y

U
D

H
A

; 
B

H
A

T,
 2

00
3.

  

02 AAAACCGGGC 48 ACACCGGAAC 
03 GTCCCAGAGC 49 CAGCCTACCA 
04 GAGCTC GTGT 50 GTAGCCGTCT 
05 GCGGCTGGAG 51 GAGAGCCAAC 

K
’O

P
O

N
D

O
; R

H
E

E
N

E
N

; 
M

U
A

S
Y

A
, 2

00
9.

 06 AGTAGACGGG 52 CAGAAGCGGA 
07 TACGATGACG 53 GTCAGAGTCC 
08 GCTGCGTGAC 54 TTCAGGGCAC 
09 CGACCAGAGC 55 ACGGGCCAGT 
10 CTGAAGCGGA 56 CAGTGCCGGT 
11 CTCGGGTGGG 

V
IE

IR
A,

 1
99

7;
 D

W
IV

E
D

I e
t 

al
., 

20
01

; S
U

B
R

AM
N

IA
N

 e
t 

al
., 

20
00

. 

57 GTCCGGAGTG 
12 AGTAGACGGG 58 ACCTCGGCAC 
13 GCTTGTGAAC 59 ACAGCCCCCA 
14 TGACCGAGAC 60 TGAGCGGACA 
15 TTCCGCGGGC 61 AATCGGGCTG 

C
R

O
C

H
E

M
O

R
E

; M
O

LI
N

A
R

I; 
V

IE
IR

A
, 2

00
3.

 

16 GTAGACGAGC 62 GTCCACACGG 
17 GTCTTTCAGG 63 CCACAGCAGT 
18 GCGGTTGAGG 64 ACCCCCGAAG 
19 CTTTCGTGCT 65 GGCACCCTTAC 
20 ATCTGGCAGC 66 ACCAGGTTGG 
21 ACTCCACGTC 

C
LA

IN
 e

t a
l.,

 
20

04
. 

67 TGCCGTGAGA 
22 CACCGCAGTT 68 ACGGAAGTGG 
23 AGCCAGGCTG 69 CAAAGGGCGG 
24 GGCGTAAGTC 70 CAATCGGGTC 
25 GGGTGCAGTT 71 GAACGAGGGT 
26 CCGGGGTTAA 

S
TE

D
JE

; 
ZI

R
AB

A,
 

20
03

. 

72 AACGGGCGTC 
27 TTAACCGGGG 73 CTTGGCACGA 
28 GAGCACGGGA 74 TGAGGGCCGT 
29 GAGCCCGTAG 75 CTGGCTCAGA 
30 GCAAGTCACT 76 TGCCAAGAGG 
31 TGCCGAGCTG 

R
O

U
T 

et
 a

l.,
 

20
06

. 

77 CTGAAGCGCA 
32 GGGTAACGCC 78 GAGAGGCTCC 
33 TCTGTGCTGG 79 CTGGTGCTGA 
34 CCACAGCAGT 80 GACAGTCCCT 
35 GATGACCGCC 81 ND 

S
E

R
V

G
E

N
 - 

U
E

R
J 36 TGGACCGGTG 82 ND 

37 GAGGGACCTC 

O
FF

EI
; A

S
A

N
TE

; 
D

A
N

Q
U

A
H

, 2
00

4.
 83 ND 

38 ACCCCCGAAG 84 ND 
39 GATGACCGCC 85 ND 
40 TTCCCCCCAG 86 ND 
41 ACCGCGAAGG 87 ND 
42 CTTCACCCGA 88 GGGTAACGCC 
43 CCCGGCATAA 89 GTAGACCCGT 
44 AGGGGTCTTG  - - - 
45 ACGCCCAGGT - - - 
46 CCACACTACC - - - 

Legenda: ND = Sequência não definida. 
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3.7 Análise do Perfil fitoquímico e monitoramento da estabilidade metabólica 

 

 

3.7.1 Preparo dos extratos 

 

 

Extrato aquoso: preparado através de infusão com folhas excisadas de plantas 

mantidas no telado e de plantas produzidas in vitro. O material vegetal sofreu 

dessecação em estufa por 48h à 60°C e extraído por infusão com água destilada na 

proporção de 200 g/L. (Figura 4 e 6), sendo a concentração do extrato foi 

determinada com base no peso seco. As folhas rasuradas foram preparadas em 

água deionizada a 100 °C, concentração de 10 mg/ml, e armazenadas em 

erlenmeyer, protegido da luz. A seguir, a infusão foi mantida em repouso até atingir a 

temperatura ambiente, sendo então filtrada com auxílio de papel de filtro e funil de 

vidro e estocada a baixa temperatura (- 18 °C).  

Extrato etanólico (absoluto P.A.) de folhas secas (plantas de campo) e extrato 

hidroalcoólico de folhas e raízes (secas) de plantas de campo e in vitro: as folhas e 

as raízes (secas - 1g) foram trituradas com auxílio de um pistilo e almofariz. Em 

seguida foram extraídas por maceração com álcool etílico absoluto P.A. ou 

álcool:água destilada 70% (v/v). O material foi mantido no escuro em temperatura 

ambiente por uma semana. A solução resultante foi filtrada com auxílio de funil e 

algodão e evaporado sobre pressão reduzida (Marconi MA 120), em seguida. Para 

garantir a remoção total do solvente do extrato hidroalcoólico, o extrato  foi colocado 

em banho-maria à aproximadamente 65˚C até a total evaporação da água. 

 

3.7.2 Análises cromatográficas  

 
 

Cromatografia em coluna de sílica: para o preparo da coluna, a Sílica 60 (70-230 

mesh) Vetex foi suspensa com em hexano e, com ajuda de um funil, foi transferida 

cuidadosamente para uma coluna de vidro (50cm x 2,5cm). Os extratos etanólicos 

foram redissolvidos em etanol absoluto e evaporados sobre pressão reduzida junto 

com 15g da sílica, para formar uma pastilha e foram aplicados lentamente na coluna, 
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sendo submetidos ao fracionamento com ciclohexano/acetato de etila (8:2 v/v), 

hexano (100%), diclorometano (100%) e acetato de etila (100%).  

Cromatografia em camada delgada (CCD): as diferentes frações, obtidas na 

cromatografia em coluna de sílica (hexano, diclorometano e acetato de etila), extrato 

etanólicos (com ou sem adição dos polissulfetos) e extratos hidroalcoólicos obtidos a 

partir de plantas de campo (secas ou frescas) e folhas e raízes in vitro (material 

seco) foram aplicadas em placas de CCD (10 cm x 10 cm) ou (10 cm x 20 cm) de 

sílica gel 60 (Merck, Alemanha). As amostras foram resuspensas em metanol    de 

capilares de vidro as amostras foram aplicadas a uma distancia de 1 cm da margem 

inferior foram realizadas duas aplicações no mesmo ponto para fins de concentração 

da amostra. A placa foi colocada para secar sob temperatura ambiente. A 

cromatografia foi realizada em cuba de vidro com tampa, em temperatura ambiente, 

utilizando-se diferentes fases móveis (Quadro 3). Ao final da corrida as 

cromatoplacas foram secas em estufa (Estufa Tecnal, TE – 393/1, Ltda., Brasil) a 

50°C, por três minutos e a revelação das cromatoplacas foi obtida com aspersão de 

solução alcoólica de ácido sulfúrico a 10% (v/v) ou solução alcoólica de vanilina 

Vetec® a 1% (p/v) seguidas da solução de ácido sulfúrico acima citada, em ambos 

os casos as placas foram aquecidas a 100 ˚C por x min em placa de aquecimento 

marca e modelo.  

Figura 6 – Plantas in vitro de Petiveria alliacea L., 2013 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A – Magé (MG), B – Niterói (NT), C – Marechal 
Hermes (MH) e D – Vila Isabel (VI).Barra = 1 cm  

Fonte: SOARES et al., 2013. 
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Quadro 3 – Sistemas de solventes utiliazados na CCD para eluição dos extratos da 
população NT de P. alliacea. 

 

Cromatografia em Fase Gasosa acoplada à espectrometria de Massas (CG-EM): 

com base em resultados anteriores (SOARES, 2011), foram selecionados os 

extratos com maior diversidade química para a comparação dos perfis por CG-EM, 

em função dos compostos voláteis presentes. Assim, os extratos etanólicos e 

acetato de etila foram utilizados para a detecção de DTS em folhas e raízes de 

plantas de campo e materiais in vitro das diferentes populações. Foram analisados 

em cromatógrafo de fase gasosa, acoplado a um espectrômetro de massa QP2010 

(CG-EM) (Shimatzu, Japão), equipado com coluna capilar RTX-5ms 30m x 0,25mm 

x 0,25μm (Restek, USA). A programação da temperatura iniciou-se em 80˚C, com 

aumento a uma taxa 10˚C por minuto, até 300˚C, permanecendo nesta temperatura 

por 12 minutos. O gás Hélio foi empregado como gás de arraste, com vazão 

Sistema  Fase móvel Proporção (v:v) 

1 n-butanol:etanol absoluto:água destilada: 
ácido acético glacial 60:10:20:0,5 

2 acetato de etila:acetona:água destilada 

25:8:3 
25:8:2 
25:8:4 

25:10:3 
30:10:3 

3 acetato de etila 100 

4 acetato de etila:metanol 

25:75 
10:90 
90:10 
90:5 

90:2,5 
75:25 

5 acetato de etila:metanol:água destilada 90:10:2 
90:15:5 

6 n-butanol:etanol absoluto:água destilada: 
ácido acético glacial 60:10:20:0,5 

7 hexano:diclorometano 90:10 

8 metanol 100 
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constante de 1,52 mL min-1, injeção em modo split de 1:10 e temperatura do injetor a  

230˚C. A quantificação relativa dos componentes foi determinada por detector de 

impacto eletrônico calibrado a 0,70 kV, à temperatura de 300˚C, modo TIC (Total ion 

chromatogram) sugestão com aquisição a cada 0,5 segundos e faixa de varredura 

de 40 – 600 m/z. 

Os extratos citados anteriormente e os das diferentes populações foram avaliados 

em cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectro de massa (456GC-TQ) 

(BRUKER, EUA) na mesma programação apresentada anteriormente. 

 

Cromatografia líquida de alta eficiência acoplado ao detector de iôdo (CLAE-DAD): 

As análises por CLAE-DAD foram realizadas em um cromatógrafo Dionex, modelo 

Ultimate 3000,  equidado com um detector de rede de diodos e coluna ACCLAIM 

C18 (Dionex Bonded Silica Products, 5 μm, 120 Å, com dimensão de 4,6mm I.D 

250mm) à temperatura ambiente e com fase móvel água Milliq:acetonitrila com a 

seguinte programação (0-1min 90:10; 1-25 min 90:10 à 0:100, 25-36 min 0:100; 36-

44 min 0:100 à 90:10 e 44-45 min 90:10 com fluxo de 1mL/min, observado nos 

comprimentos de luz UV e observação dos sinais na região do UV em  230, 254, 300 

e 340 nm., adaptado Hernández (2014). O monitoramento dos polissulfetos foi 

realizado pela identificação dos diferentes tipos de polissulfetos usando os padrões: 

DMS, DDS e DTS, adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI, 

USA).  
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3.8 Avaliação do potencial genotóxico e anti-genotóxico 

 

 

3.8.1 Extração do DNA plasmidial 

 

 

O plasmídeo pUC 9.1 utilizado para análise foi extraído a partir de culturas de 

Escherichia coli DH5αF’IQ, portadoras do plasmídeo. As cepas bacterianas foram 

obtidas a partir da coleção estoque do Laboratório de Radio e Fotobiologia da 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Esta cepa bacteriana apresenta genótipo 

deficiente no gene rec e proficiente no gene de resistência à canamicina (GUEDES 

et al., 2006). Esta cepa foi inoculada em meio de cultura Luria Broth (meio LB) com 

auxílio de alça de inoculação. Assim, pequena quantidade da cultura do estoque em 

glicerol foi semeada, por esgotamento, no meio LB sólido com ampicilina a 50 µg/mL 

e canamicina a 10 µg/mL, e incubada overnight, a 37 °C, a fim de se obterem 

colônias isoladas. Uma dessas colônias foi selecionada com auxilio de alça de 

inoculação e foi repicada em meio LB líquido, com a mesma concentração de 

antibióticos existente no meio sólido, e foi incubada a 37 °C, por 16-18 horas, sob 

agitação (160 rpm), visando à obtenção de culturas na fase estacionária de 

crescimento. O DNA plasmidial PUC 9.1 foi extraído utilizando kit para extração 

plasmidial da Invitek (Invisorb® Spin Plasmid Mini Two). A quantificação do DNA 

obtido foi realizada em espectrofotômetro, sob luz ultravioleta, com leitura em 

comprimento de onda de 260 nm. O DNA plasmidial obtido, foi estocado a -20 °C, 

por, no máximo, uma semana. 

 
3.8.2 Tratamentos do plasmídeo com os extratos aquosos 

 

 

Avaliação da potencialidade genotóxica: método realizado segundo Soares (2011), 

com modificações nas concentrações, visando à padronização com P. alliacea: 

Soluções contendo 100 ng de DNA plasmidial (PUC 9.1) foram tratadas com 

diferentes concentrações (1,0 – 5,0 – 10,0 mg/L) dos extratos aquosos das plantas 

de campo e das plantas in vitro das diferentes origens estudadas.  
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Avaliação da potencialidade antigenotóxica: Foram utilizadas soluções contendo 100 

ng de DNA plasmidial (pUC 9.1) tratadas com cloreto estanoso a 1,11 µM (controle 

positivo) e com diferentes  concentrações (1,0 – 5,0 – 10,0 mg/L) dos extratos 

aquosos de plantas de campo e plantas in vitro, a partir das diferentes origens 

estudadas. Em ambos os testes realizados, cada reação foi mantida em eppendorf 

de 200 µL, com volume final de 10 µL, incubados por 45 minutos em temperatura 

ambiente, sendo, em seguida, submetidas à eletroforese em gel de agarose. 

 

3.8.3 Eletroforese em gel de agarose 

 

 

Todas as reações foram incubadas em temperatura ambiente por 1 hora e, ao final 

desse tempo, alíquotas de cada amostra (10 µL) foram aplicadas em gel de agarose 

a 0,8%. O gel foi submetido à eletroforese seguindo protocolo descrito no ítem 3.6.2. 

Os perfis eletroforéticos das amostras foram comparados visualmente e os géis 

foram quantificados através do programa Image J versão 1.33u. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Micropropagação 

 

 

A primeira etapa no estabelecimento da cultura foi a descontaminação das 

sementes. O protocolo estabelecido em trabalho anterior foi aplicado nas diferentes 

populações. As sementes foram inoculadas em meio MS0 suplementado com 

Benlate ® 0,04 g/L e Agrimicina ® 300 mg/L, durante uma semana, em seguida os 

explantes foram transferidos para meio MS ½  suplementado com AIA 0,6 μM, 

dando origem a plântulas livres de patógenos, quatro semanas após o início da 

cultura (Figura 7). A taxa de germinação foi na faixa de 90 a 100%, e as plantas  

obtidas por germinação foram utilizadas como doadoras de explantes.  

As plantas desenvolvidas após a germinação das sementes da população de Magé 

demoraram a produzir raízes, em comparação com as demais (cerca de 24 meses). 

Para suprir esta dificuldade no enraizamento, as plantas foram transferidas para 

meio MS suplementado com AIB (2,04 – 4,08 – 6,12 µM), como também para meio 

MS0 suplementado com carvão ativado 0,2%, sendo observada a formação 

incipiente de raízes após 30 dias de incubação, em ambas as condições (Figura 8A, 

B). Independentemente do enraizamento, as partes aéreas das plantas 

desenvolvidas foram utilizadas como doadoras dos explantes para a 

micropropagação desta população. 
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Legenda: A - sementes após a inoculação em MS0 
suplementado com Agrimicina 300 mg/L e 
Benlate 0,04 g/L; B - plântulas após 1 semana 
de cultivo no mesmo meio; C - plântulas após 2 
semanas de cultivo em meio MS suplementado 
com AIA 0,6 µM; D - plantas completas após 3 
semanas em meio MS suplementado com AIA 
0,6 µM. Barra = 1 cm. 

B A B 

C D 

Figura 7 – Etapas de germinação in vitro de sementes de Petiveria alliacea L. 
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Figura 8 – Indução de raízes em plantas de Petiveria alliacea, da população de MG, 

obtidas a partir da germinação in vitro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.1 Multibrotação  
 

 

Visando à obtenção de múltiplos brotos e à otimização do processo de cultivo, os 

ápices caulinares excisados das plantas obtidas das diferentes amostras de 

sementes foram utilizados como explantes para a avaliação do efeito de 

fitorreguladores como citocininas (BAP, TDZ) (Tabela 1 e 2)  ou auxina (ANA) em 

diferentes concentrações. Nos experimentos para avaliar os efeitos de citocininas foi 

observado que, após 60 dias de cultura, o BAP induziu a formação de múltiplos 

brotos em 22,19 µM (Figura 9A), resposta obtida em explantes de todas as origens, 

em todas as concentrações testadas. Em relação ao TDZ houve diferença na 

produção brotos/explante dependendo da população avaliada, mas formaram-se 

brotos de difícil individualização em todas as concentrações testadas. Em relação ao 

efeito de auxinas, observou-se que apenas ANA (0,1μM) induziu a expansão foliar e 

o alongamento dos brotos em todas as amostras (Figura 9B). Em amostras da 

população MG observou-se alongamento nas folhas e a formação de brotos 

deformados nas concentrações mais baixas do fitorregulador (0,45 e 1,36 μM) 

(Figura 9C e 9D). Além disso, calos friáveis foram observados em todas as amostras 

que vieram de culturas contendo BAP ou TDZ, quando inoculados em meio MS 

suplementado com AIA 0,6 μM (Figura 9E e 9F).  

A B 

Legenda: A – meio MS suplementado com AIB 4,08 µM:  
B – meio MS suplementado com carvão ativado a 0,2%. 
Barra = 1 cm 
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Tabela 1 – Efeito de diferentes concentraões de BAP, na multiplicação de ápices 

caulinares de Petiveria alliacea L. excisados (plantas germinadas a partir 

de sementes) das populações estudadas apos 60 dias de culturas in 

vitro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

População 
(Cód) 

BAP  
(µM) 

Regeneração 
(%) 

Número de 
Brotos/explantes 

Altura 
dos 

Brotos 
Calogênese 

(%) 

NT 

4,44 90 2,3 ± 0,3a 1,3 ± 0,1a 30 

13,32 95 2,4 ± 0,3a 1,0 ± 0,1a 35 

22,19 95 4,2 ± 1,0b 1,4 ± 0,1a 50 

MG 

4,44 85 2,8 ± 0,5a 1,3 ± 0,1a 40 

13,32 60 2,8 ± 0,3a 1,2 ± 0,2a 50 

22,19 85 3,1 ± 0,5a 1,3 ± 0,1a 50 

MH 

4,44 80 1,9 ± 0,1a 1,1 ± 0,1a 35 

13,32 90 3,7 ± 0,5a 1,2 ± 0,1a 50 

22,19 95 4,2 ± 0,5b 1,2 ± 0,1a 50 

VI 

4,44 80 2,0 ± 0,3a 1,5 ± 0,2b 40 

13,32 90 2,2 ± 0,3a 1,2 ± 0,1a 40 

22,19 75 2,7 ± 0,6a 1,1 ± 0,2a 60 

Nota: Dados representam as percentagens e médias ± erro padrão de amostras com n = 20. Letras 
diferentes indicam diferença significativa dentro da coluna. O número de brotos foi avaliado por 
ANOVA e Tukey-Kramer (p<0,05) e o tamanho dos brotos foi avaliado por Kruskal – Wallis e 
Dunn (p<0,05). 
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Tabela 2 – Efeito de diferentes concentrações de TDZ, na multiplicação de ápices 

caulinares de Petiveria alliacea L. excisados (plantas germinadas a partir 

de sementes) das populações estudadas apos 60 dias de culturas in 

vitro. 

  

 

 

 

 

 

População 
(Cód) 

TDZ  
(µM) 

Regeneração 
(%) 

Número de 
Brotos/explantes 

Altura 
dos 

Brotos 
Calogênese 

(%) 

NT 

0,45 90 2,6 ± 0,4a 1,7 ± 0,1b 100 

1,36 100 3,2 ± 0,5a 1,1 ± 0,1a 100 

2,27 100 3,2 ± 0,4a 1,5 ± 0,1a 100 

MG 

0,45 90 2,8 ± 0,3a 1,4 ± 0,1a 100 

1,36 100 3,7 ± 0,4a 1,4 ± 0,1a 90 

2,27 100 2,6 ± 0,2a 1,0 ± 0,0a 70 

MH 

0,45 100 2,8 ± 0,4a 1,2 ± 0,1a 100 

1,36 60 2,0 ± 0,3a 1,1 ± 0,0a 100 

2,27 90 2,7 ± 0,4a 1,3 ± 0,1a 100 

VI 

0,45 100 1,8 ± 0,3a 1,5 ± 0,1a 100 

1,36 100 4,1 ± 0,6b 1,7 ± 0,1b 100 

2,27 100 2,2 ± 0,2a 1,5 ± 0,1a 100 

Nota: Dados representam as percentagens e médias ± erro padrão de amostras com n = 20. Letras 

diferentes indicam diferença significativa dentro da coluna. O número de brotos foi avaliado por 

ANOVA e Tukey-Kramer (p<0,05) e o tamanho dos brotos foi avaliado por Kruskal – Wallis e 

Dunn (p<0,05). 
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Figura 9 – Morfogênese in vitro a partir de ápices caulinares de P. alliacea em 

presença de diferentes fitorreguladores após 60 dias de cultura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A - múltiplos brotos em MS suplementado com BAP (4,44 µM); B - expansão 
foliar em  MS suplementado com  ANA (0,1µM);  C - alongamento foliar em 
MS suplementado com TDZ (0,45 µM) amostra de MG; D - aglomerados de 
brotos em TDZ (1,36 µM) amostra de MG; E - calos friáveis (seta vermelha) 
em BAP (22,19 µM);  F - calos friáveis (seta vermelha) em  TDZ (2,27). Barra: 
1 cm. 
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4.1.2 Indução de embriogênese somática a partir de folhas 
 
 

 

Os segmentos foliares oriundos de plantas in vitro, das populações NT, MH, e VI, 

inoculados em meio MS suplementado com PIC 20 µM, reproduziram o processo de 

embriogênese somática direta observado em trabalho anterior (CANTELMO et al., 

2013). Neste trabalho, os explantes destas populações iniciaram a resposta 120 dias 

após o início da cultura e apresentaram o desenvolvimento de embriões primários, 

diretamente a partir das folhas (Figura 10A, B e C). Já folhas da população MG, 

deram origem a embriogênese somática indireta com formação de calo anterior ao 

aparecimento dos embriões somáticos. (Figura 10D).  

Os embriões primários diretos e indiretos foram transferidos para meio MS ½ 

solidificado com 0,2% de Fitagel, onde deram origem a novos embriões somáticos. 

A taxa de multiplicação dos embriões, após incubação em BOD atingiu de dois a 

quatro embriões por embrião inoculado, perfazendo mais de 150 embriões ao final 

de 30 dias (Gráfico 1). Entretanto, nesta condição, foi observado o desenvolvimento 

de calos friáveis de coloração branca em todas as amostras. Os calos obtidos foram 

transferidos para meio MS ½, suplementado com 0,2% de Fitagel e mantidos na luz 

e no escuro.  

Os calos mantidos na luz apresentaram coloração escura, com aparência oxidada, 

após 30 dias de cultura. Por outro lado, os calos mantidos no escuro mantiveram a 

mesma coloração branca inicial (Figura 10E), dando origem indireta a embriões 

somáticos assincrônicos, com início de conversão após 30 dias de cultura (Figura 

10F). A taxa de conversão de plantas vindas de embriões somáticos de folhas foi de 

5 a 10% e as plantas convertidas foram usadas para a extração de DNA e extratos 

vegetais. 
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Figura 10 – Desenvolvimento de embriões somáticos a partir de folhas das 

diferentes populações de P. alliacea mantidas em BOD por 30 dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 1 – Multiplicação de embriões somáticos a partir de folhas das diferentes 

populações de P. alliacea mantidas em BOD por 30 dias. 
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Legenda: A - embriões somáticos primários a partir de explantes da população NT; B - ídem a 
partir da população MH; C - ídem a partir da população VI; D - calos formados a partir 
de explantes foliares população MG; E - embriões somáticos a partir dos calos da 
população MG; F – idem a partir de MG.  Barra = 1 cm 
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Figura 11: Indução raízes adventícias a partir explantes radiculares de P. alliacea da 

população AL em meio MS suplementado com AIB em diferentes 

concentrações.  

 
 

4.2 Indução de raízes adventícias 
 

 

O desenvolvimento de raízes em cultura foi avaliado inicialmente na população AL, 

por 120 dias, em meio MS líquido suplementado com diferentes tipos e 

concentrações de fitorreguladores. Após 30 dias, a formação de raízes 

individualizadas foi observada somente na presença da menor concentração de AIB 

1,02 µM (Figura 11A). Na presença dos outros fitorreguladores, em todas as 

concentrações testadas, foi observada a formação de aglomerados de raízes, que 

foram denominados “novelos” (Figura 11B), e atingiam aproximadamente 0,5 - 1,0 

cm de diâmentro, após 90 dias de cultura. Após 120 dias, o desenvolvimento de 

estruturas globulares, dispersas no meio líquido, foi observado em todas as culturas. 

Na presença dos fitorreguladores ANA, AIA e 2,4D, não foram observadas a 

formação de raízes individualizadas, apenas a formação de “novelos” em todas as 

concentrações testadas. 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: A - Crescimento radicular em meio MS suplementado com AIB 1,02 µM; B - novelos obtidos 

em todas as populações após 90 dias de cultura em meio MS suplementado com ANA 
em diferentes concentrações. Barra =1 cm 
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Por esta razão, e com base na literatura (ROGALSKI et al., 2003; SOUZA; 

PEREIRA, 2007) o AIB, foi utilizado nos experimentos, visando aumentar a 

biomassa de raízes das populações NT, MH, MG e VI. Além disso, o efeito sinérgico 

de outros fatores, como a presença de luz e/ou carvão ativado também foi avaliado 

quanto à influência no aumento de biomassa.  
 
A avaliação do efeito da luz em culturas líquidas, contendo AIB 1,02 µM, demonstrou 

que, após 90 dias de cultura em presença de luz, houve aumento da biomassa das 

populações (AL, NT, VI, MH e MG) (Figura 12 e Gráfico 2). Em ausência de luz 

também se observou aumento na biomassa, exceto na amostra VI que apresentou 

diminuição após a terceira subcultura. A amostra MG não foi incluída neste 

experimento por não produzir biomassa suficiente de raízes no período avaliado. 

(Gráfico 3). Nesta condição, o meio de cultura das amostras apresentou-se muito 

viscoso e com coloração amarelada, após 90 dias de cultura novas frentes de 

investigação (Figura 13A, B, C). 

A avaliação do efeito do carvão ativado no desenvolvimento de raízes em plantas in 

vitro, cultivadas em presença de AIB, com o dobro da concentração (2,04 µM) 

demonstrou que, ao longo de 120 dias de acompanhamento, as amostras avaliadas 

(VI, NT e AL) apresentaram aumento da biomassa, sendo a amostra AL a que 

apresentou o maior crescimento (Gráfico 4) e a única a apresentar organogênese 

direta de brotos (Figura 14B). Foi realizado um teste com carvão e AIB na menor 

concentração, não houve aumento na biomassa das amostras avaliadas. Todas as 

raízes apresentaram diminuição da biomassa depois de 30 dias. 
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Figura 12 – Indução de rizogênese em explantes radiculares das diferentes 

populações de Petiveria alliacea, em meio MS líquido suplementado 

com AIB 1,02 µM apos 90 dias de subculturas.  

  

C D 

A B 

C D 

Legenda: A – Marechal Hermes (MH); B - Nterói (NT); C – Vila Isabel 

(VI); D - Magé (MG).  Barra = 1 cm 
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Gráfico 2 – Desenvolvimento de raízes das diferentes populações de P. alliacea em 

meio líquido MS suplementado com AIB 1,02 µM. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 3 – Indução de rizogênese em explantes radiculares de Petiveria alliacea, 

cultivados em meio MS suplementado com AIB 1,02 µM.  
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Figura 13 – Meio líquido MS suplementado com AIB 1,02 µM provenientes de 

subculturas de raízes mantidas no escuro, apresentando diferença na 

coloração do meio dependendo da amostra avaliada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A avaliação do efeito do carvão ativado no desenvolvimento de raízes cultivadas em 

presença de AIB, com o dobro da concentração (2,04 µM) demonstrou que, ao longo 

de 120 dias de acompanhamento, as amostras avaliadas (VI, NT e AL) 

apresentaram aumento da biomassa, sendo a amostra AL a que apresentou o maior 

crescimento (Gráfico 4) e a única a apresentar organogênese direta de brotos 

(Figura 13B). Foi realizado um teste com carvão e AIB na menor concentração, não 

houve aumento na biomassa das amostras avaliadas. Todas as raízes apresentaram 

diminuição da biomassa depois de 30 dias. 
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Gráfico 4 – Indução de raízes adventícias em explantes radiculares das diferentes 

populações de Petiveria alliacea, em meio MS suplementado com AIB 

2,04 µM com carvão ativado 0,2 % ao longo 120 dias 
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Figura 14 – Indução de raízes adventícias e brotos a partir de segmentos radiculares 

de plantas in vitro da população AL, em meio MS líquido suplementado 

com AIB 2,04 µM. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.1 Embriogênese somática a partir de raízes 
 

 

A partir dos resultados preliminares, indicativos de embriogênese somática, obtidos 

na cultura de raízes, com a amostra AL, embora as estruturas globulares tenham se 

formado em todas as concentrações e fitorreguladores testados (Figura 15), o 

fitorregulador AIB foi selecionado para avaliação das outras amostras de P. alliacea, 

uma vez que, foi o único fitorregulador que possibilitou o desenvolvimento de raízes 

individualizadas (Figura 11A). Nestes experimentos, a produção de novelos ocorreu 

após 90 dias de cultivo (Figura 16A), mas somente após 120 dias observou-se a 

formação das estruturas globulares (Figura 16B). 
 
As estruturas globulares formadas nas culturas (Figura 16C) foram identificadas 

como embriões somáticos (Figura 16D) e a confirmação preliminar foi feita pela 

conversão a plantas, após a transferência para meio MS ½ , solidificado com fitagel 

0,2% originando-se plantas completas após 180 dias (Figura 16E - F). 
 

Legenda: A - desenvolvimento de raízes; B - brotos formados a partir das culturas de raízes 

da população AL, após 90 dias de cultura. Barra = 1 cm 

A B 
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Legenda: A - ANA (1,35 µM);  B - AIA (5,7 µM) e C - AIB (20,4 µM). 
Barra = 1 cm. 

Figura 15 – Embriões somáticos da amostra AL a partir de raízes cultivadas em 

presença de diferentes fitorreguladores. 
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Figura 16 – Morfogênese a apartir de segmentos radiculares de Petiveria alliacea 

cultivados em meio MS líquido suplementado com AIB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A - novelos formados na amostra VI, em presença de ANA 2,04 µM após 90 
dias de cultura; B - novelos e embriões somáticos formados na amostra VI, 
em presença de  AIB 2,04 µM,  após 120 dias de cultura; C - embriões 
somáticos formados em presença de  AIB 20,04 µM; D - embriões somáticos 
individualizados, a partir de AIB 20,04 µM; E - conversão à plantas em 
presença de AIB 4,08µM;  F - planta individualizada obtida a partir de AIB 
4,08 µM. Barra: A e B = 1 cm. Barra: C e D = 0.5 mm. 
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Figura 17 - Análise histológica de raízes de Petiveria alliacea amostra NT, 

cultivadas em meio MS líquido suplementado com AIB 20,4 µM, 

após 120 dias. 

A análise histológica realizada com os explantes de raiz a partir de 120 dias de 

cultura confirmou a formação de embriões somáticos (Figura 17A). Entretanto, foram 

também identificados centros meristemáticos, a partir dos tecidos vasculares da raiz 

(Figura 17B), que poderiam originar as gemas radiculares, ou calos, ainda não 

detectados nas culturas. Entretanto, ainda não foi possível esclarecer a origem dos 

embriões somáticos a partir de raízes. 

 

 

 

 

Todas as culturas foram monitoradas por até 120 dias, através da avaliação da 

biomassa de raízes e de embriões, sendo constatada a formação de novelos a partir 

da concentração de 2,04 µM, em todas as populações, independentemente da 

concentração de AIB utilizada. Entretanto, a produção de embriões variou em função 

da concentração de AIB e da amostra estudada (Gráfico 5). 

A cada 30 dias, os novelos formados foram subcultivados em meio MS líquido com a 

mesma composição e avaliados mensalmente. Após mais 120 dias, observou-se que 

a produção de embriões somáticos foi contínua em todas as concentrações 

hormonais e populações de P. alliacea avaliadas (Gráfico 5). 

Legenda: A - embrião cordiforme; B - centros meristemáticos em início de diferenciação, a 
partir de tecidos vasculares; Pc = Protocâmbio; Pt – Protoderme. Barra = 1 cm. 
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De modo geral, como descrito no item anterior, a suplementação com AIB a 1,02 µM 

foi a melhor condição para produção de raízes adventícias, enquanto que 20,04 µM 

de AIB foi a melhor condição para a produção de embriões somáticos. 
 
Os embriões somáticos vindos de raízes foram mantidos em meio MS ½ solidificado 

com fitagel 0,2% por 30 dias, onde se multiplicavam intensamente, mas a conversão 

a plantas era muito lenta. A transferência para o meio de manutenção das culturas 

(MS ½, suplementado com AIA 0,6 µM) (CASTELLAR, 2011), permitiu a continuação 

da multiplicação e favoreceu a conversão em taxas variáveis de acordo com as 

amostras. A taxa de conversão chegou a 53% na amostra VI após o cultivo sob 

temperatura alternada - BOD (Tabela 3).  
 
Em relação à multiplicação dos embriões somáticos em meio semi sólido com 

metade de seus nutrientes suplementado com AIA (0,6 µM), de forma geral, foi 

elevada a partir de todas as populações estudadas, mantendo taxas semelhantes 

àquelas obtidas em trabalho anterior com embriões de folha da amostra AL 

(CANTELMO et al., 2013). Dependendo da população, a frequência de multiplicação 

embriogênica variou de 57 a 78% (Tabela 3). A formação de calo ocorreu em todas 

as populações, exceto MH e os embriões somáticos desenvolviam pigmentação 

arroxeada após 2 semanas (18 a 37%) (Figura 18). Além disso, uma pequena 

percentagem originava apenas raízes (3 a 7%), sendo que todos os embriões 

pigmentados originavam plantas completas e fenotipicamente normais (Tabela 3). 
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Legenda:                    

“novelos” 

 

 

 embriões somáticos. 

raízes adventícias 

Gráfico 5 - Desenvolvimento de raízes adventícias, novelos e embriões 

somáticos nas diferentes amostras de Petiveria alliacea após 120 

e 240 dias em meio MS líquido suplementado em diferentes 

concentrações de AIB na presença de luz. 
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Tabela 3 - Desenvolvimento de embriões somáticos a partir de 

raízes de P. alliacea cultivadas em BOD 30 dias. 

 

Figura 18 - Embriões somáticos das diferentes amostras de 

P. alliacea obtidos a partir de raízes em meio 

suplementados com AIB mantidos em BOD 

durante duas semanas.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Cod. Calos Rizogênese 
(%) 

Pigmentação 
(%) 

Multiplicação 
(%) 

Plantas 
completas 

(%) 

MH Não 7 31 59 20 

VI Sim 4 18 57 53 

NT Sim 3 37 78 9 

MG Sim 0 27 58 8 

Legenda: A) Vila Isabel (VI); B) Niterói (NT); C) Magé (MG) e D ) 
Marechal Hermes ( MH) 

Barra = 1 cm. 

A B 

 D C 
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4.3 Criopreservação 
 
 

 

Os embriões somáticos formados a partir de raízes das diferentes populações e em 

diferentes estágios de desenvolvimento foram criopreservados após a vitrificação 

com PVS2 e foram recuperados em meio MS ½ , solidificado com fitagel 0,2%, 

incubados no escuro por 30 dias e posteriormente transferidos para a luz, sendo 

subcultivados mensalmente em meio de mesma composição. A viabilidade dos 

embriões somáticos tratados com PVS2 por 15 minutos foi de 35%, já o tratamento 

por 30 minutos foi de 85%. Os embriões somáticos das populações de MH, MG e VI 

não apresentaram viabilidade após o reaquecimento, o que foi comprovado pelo 

teste de TTC. Os embriões somáticos oxidaram rapidamente e apenas os controles 

se multiplicaram. 
 
Apenas na população NT houve recuperação após a criopreservação com a 

formação de calo após 30 dias de cultura no escuro e posterior formação de 

embriões e raízes, em presença de luz, no mesmo meio de recuperação. A 

quantificação da recuperação foi realizada após 60 dias de cultura dos embriões 

somáticos criopreservados. 
 
Na avaliação do tempo de exposição ao PVS2, observou-se que tanto materiais 

tratados por 15 minutos (Figura 19A), como nos materiais tratados por 30 minutos 

(Figura 19B), ocorreu o desenvolvimento de embriões somáticos retirados do NL, 

através da multiplicação. 
 
Na avaliação da multiplicação observou-se que o tratamento com PVS2 por 30 

minutos sem posterior imersão em NL favoreceu a multiplicação de embriões 

somáticos chegando a 305, com uma taxa média de dois embriões para cada 

embrião inoculado, maior que aquela observada nos controles sem este tratamento 

(Tabela 4). 
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Legenda: A - tratamento com PVS2 por 15 minutos; e B - tratamento com PVS2 por 
30 minutos. Material criopreservado com 60 dias: C – tratamento com 
PVS2 por 15 minutos e B – tratamento com PVS2 por 30 minutos. Barra = 
0,5 cm. 

 

Figura 19: Recuperação após criopreservação de embriões somáticos 

formados a partir de raízes de Petiveria alliacea com 30 dias. 
 

O tratamento com PVS2 por 30 minutos também favoreceu a recuperação e 

multiplicação de embriões somáticos criopreservados, chegando a 380, com uma 

taxa média de mais que dois embriões para cada embrião tratado e imerso em NL 

(Tabela 4). 

Considerando-se o número total de embriões somáticos convertidos após a 

criopreservação foram obtidas 45 plantas após o tratamento em PVS2 - 15 minutos e 

20 plantas após o tratamento em PVS2 - 30 minutos, perfazendo uma taxa de 

conversão em torno de 10% (Tabela 4 e Figura 19C e D). 
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Tempo de 
exposição 

(PVS2) 

-NL +NL 

Viabilidade (%) * N° ES/ES N° total de ES Viabilidade (%) * N° ES/ES N° total de ES 

0’ 100 1,6 ± 0,9 250 - - - 

15’ 80 1,2 ± 0,7 185 35 0,8 ± 0,4 130 

30’ 40 2,0 ± 1,2 305 85 2,5 ± 1,4 380 

Tabela 4 - Viabilidade de embriões somáticos da amostra NT tratados por PVS2 e recuperação, após 60 dias de cultura em meio 

MS com a metade de seus nutrientes solidificado com fitagel 0,2% dos embriões criopreservados. 

 

Legenda: * TTC realizado imediatamente após o descongelamento; N° ES/ES expresso como “média ± desvio padrão” com N = 50 
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4.4 Monitoramento da estabilidade genética 
 
 

 

Plantas de campo das diferentes origens foram utilizadas na extração de DNA, 

contabilizando as quatro amostras de plantas campo e o DNA foi quantificado na 

faixa de 100 a 150 ng por extração.  

Inicialmente foram avaliados 89 oligonucleotídeos iniciadores utilizando-se o DNA de 

todas as populações para seleção dos iniciadores com o maior números de 

fragmentos amplificados. Foram gerados 776 produtos (presença ou ausência de 

bandas) no total. 

 Com base nestes marcadores e usando o índice de semelhança de Jaccard, foi 

possível comparar a similaridade e diversidade entre as amostras. Assim, as 

populações de MG e NT mostraram maior similaridade entre si (J = 0,4865), 

enquanto que MH foi mais similar à VI (J = 0,4529). Os resultados foram obtidos 

utilizando-se dados binários (presença ou ausência de bandas), observados nas 

quatro populações, que formaram dois grupos distintos no dendrograma (Figura 20). 

Estes resultados indicaram a diversidade de populações de campo e permitiram a 

seleção de iniciadores capazes de discriminar variedades, que foram avaliados no 

monitoramento genético das culturas in vitro. 
 
Para a avaliação da sensibilidade dos iniciadores selecionados foi realizado um 

estudo comparativo da diversidade genética entre as quatro amostras das 

populações de P. alliacea utilizadas neste trabalho (NT, MG, MH e VI) (Figura 21). 

Nestes experimentos, iniciadores 87, 88, 61 e 55, forneceram o maior número de 

fragmentos polimórficos amplificados dependendo da amostra avaliada, na amostra 

de NT, o iniciador 87 e 61 (Figura 21A e C) não forneceu fragmentos de amplificação 

nas concentrações de 5 ou 10 ng, entretanto nos iniciadores 88 e 55 foi possível a 

obtenção de bandas. Nas outras amostras, em ambas as concentrações avaliadas, 

foi possível observar uma acentuada formação de bandas e o número de bandas 

obtidas por iniciador foi quantificado em cada amostra testada (Tabela 5). 
  
A seguir foram selecionados vinte seis iniciadores que produziram o maior número 

de fragmentos polimórficos nas amotras de campos, gerando 281 produtos (Tabela 

5). 

Entretanto, estes iniciadores selecionados, quando aplicados nas plantas in vitro  

resultaram em perfis de bandas diferentes daqueles obtidos anteriormente. Por esta 
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razão, foi realizada nova seleção utilizando-se os 89 iniciadores do estoque do 

laboratório, nas amostras de plantas in vitro (Quadro 4). 
 
O material in vitro, a partir das diferentes amostras, avaliado por RAPD constituiu-se 

de clones gerados após a multibrotação (BAP e TDZ), ou a partir de embriões 

somáticos, tanto de folhas, como de raízes. A escolha dos iniciadores para utilização 

com as plantas obtidas na cultura in vitro, foi feita com base nos iniciadores que 

amplificavam fragmentos em todas as populações. Assim, seis iniciadores (23, 49, 

59, 68, 88 e 89) foram utilizados nas diferentes amostras produzidas in vitro. 

Entretanto, apesar de ocorrer a amplificação nas amostras in vitro, os iniciadores 

selecionados não amplificaram o material de campo quando foram comparados. Os 

iniciadores 89, 88, 49 e 59 não aplificaram as amostras MH e MG, a partir de TDZ, 

entretando, foram capazes de amplificar os clones da amostra VI formados em 

resposta a BAP (Figura 22). Na amostra de NT multiplicada com o fitorregulador 

BAP também foi possível a identificação de bandas polimórficas com os iniciadores 

49, 89 e 88, quando os clones foram comparados entre si. Os clones das amostras 

de VI amplificados com os iniciadores 49, 59 e 89 também apresentaram 

polimosfismos quando comparados entre si (Figura 23). 
 
As amostras de embriões somáticos criopreservadas da população de NT, que 

passaram por PVS2 nos diferentes tempos (15’ e 30’ minutos) foram amplificadas 

com os iniciadores 5, 9 e 11, e com o iniciador 23 que amplificou estas amostras 

apresentando diferenças na produção das bandas (Figura 24).  

Plantas convertidas a partir de embriões somáticos derivados de folhas e não 

criopreservados das amostras NT foram monitoradas geneticamente, apenas com o 

iniciador 88, que forneceu o maior número de bandas nos clones in vitro das 

amostras de VI e MG. Não ocorreu amplificação nas amostras de plantas in vitro NT 

e MH, com nenhum outro iniciador testado. Com o iniciador selecionado, não foi 

detectado presença de polimorfismo com as amostras avaliadas. (Figura 25). 
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Neste trabalho foram determinados cinco marcadores RAPD (55, 61, 87 e 88) para 

estudar a diversidade genética da espécie. Entretanto, estes marcadores não foram 

adequados para monitorar os clones obtidos por processos de regeneração 

diferentes, tais como micropropagação com uso de fitorreguladores, embriogênese 

somática, ou plantas recuperadas após a criopreservação. Para estes materiais 

produzidos biotecnologicamente, foram identificados outros nove marcadores (5, 9, 

11, 23, 49, 55, 59, 88, 89), que poderiam ser utilizados para monitorar os clones 

oriundos de cada processo de regeneração avaliado, dependendo da amostra. 

Assim, apesar dos processos de regeneração induzidos por fitorreguladores 

originarem plantas com alto índice de variação somaclonal, a identificação destes 

marcadores disponibiliza uma ferramenta importante de controle dos clones 

produzidos, em função da finalidade da sua produção. 

 

 

  
Figura 20 - Dendrograma de similaridade entre as diferentes populações de 

Petiveria alliacea.  
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Figura 21 - Padrão de amplificação em quatro amostras de DNA de Petiveria 

alliacea, a partir de quatro diferentes regiões do Rio de Janeiro, 

usando diferentes iniciadores. 

Legenda: A - iniciador 87; B - iniciador 88; C - iniciador 61; D - iniciador 55. 

Cada amostra foi avaliada com duas concentrações de DNA (5 e 

10ng). L= Marcador de peso molecular (Ladder 200bp). 
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Tabela 5 – Número de bandas obtidas por RAPD nas amostras de populações de 

campo de P. alliacea. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Iniciadores NT MH VI MG 

5 - 6 5 - 

18 - 6 7 - 

21 - 6 - - 

35 - 3 6 - 

43 - 2 - 6 

44 6 2 - 5 

45 6 3 3 3 

48 6 3 - 5 

49 10 2 2 3 

51 10 - - - 

53 6 3 - 2 

54 6 3 - 7 

55 8 - - - 

58 6 - - - 

59 11 - - - 

60 7 - - - 

61 7 - - - 

64 7 - - 7 

65 - 1 - 8 

69 7 - - 1 

70 6 - - 4 

73 7 - - 1 

74 - - 6 1 

87 8 - - 11 

88 10 - - - 

89 9 - - 5 

Total 281    
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Quadro 4 – Número de bandas obtidas por iniciador utilizado nas amplificações  
RAPD nas amostras de plantas in vitro de Petiveria alliacea L. 
derivadas de diferentes populações. 

 

 
 
.  

Iniciadores 
Amostras 

Iniciadores 
Amostras 

Iniciadores 
Amostras 

VI MH MG NT VI MH MG NT VI MH MG NT 

1 6 5 4 4 31 4 4 4 8 61 10 6 7 5 

2 3 2 2 3 32 4 6 - 4 62 5 6 4 4 

3 1 2 3 5 33 2 3 - - 63 6 5 4 3 

4 6 3 5 13 34 6 5 - 2 64 10 5 6 - 

5 6 6 4 5 35 5 5 4 6 65 10 6 4 3 

6 5 5 4 5 36 6 3 - 5 66 3 4 2 2 

7 1 3 7 - 37 3 5 3 3 67 7 5 - 2 

8 7 6 3 - 38 6 6 - - 68 12 9 8 1 

9 10 9 7 6 39 7 5 4 6 69 11 6 5 3 

10 6 4 5 - 40 6 1 - - 70 6 7 3 2 

11 2 7 4 6 41 14 2 - - 71 8 5 1 5 

12 1 6 5 1 42 9 4 2 - 72 14 6 5 4 

13 2 4 2 3 43 11 4 - - 73 8 6 3 4 

14 8 4 6 3 44 7 3 2 1 74 8 6 5 4 

15 3 1 3 1 45 15 5 5 3 75 8 6 5 3 

16 5 4 5 3 46 11 5 - 1 76 12 5 6 3 

17 1 1 - 1 47 8 5 - 5 77 12 6 7 5 

18 4 7 6 5 48 4 3 - 3 78 10 6 6 4 

19 1 2 1 - 49 12 5 4 3 79 11 7 5 3 

20 3 5 4 2 50 5 3 2 3 80 10 8 6 4 

21 5 6 6 3 51 10 3 1 4 81 - 2 - - 

22 2 1 - - 52 8 5 1 4 82 - - - - 

23 7 6 5 7 53 10 7 4 3 83 - - - - 

24 - - - - 54 9 5 2 3 84 - - - - 

25 6 5 3 5 55 11 7 5 4 85 - - - - 

26 7 6 - 2 56 5 3 2 3 86 - - - - 

27 5 - - - 57 9 2 4 2 87 7 7 7 4 

28 5 3 2 7 58 7 5 5 4 88 7 5 9 3 

29 4 3 1 5 59 9 - - 5 89 9 8 8 3 

30 3 1 2 4 60 9 - 4 2      
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Figura 22 - Padrão de amplificação com diferentes iniciadores de clones 

da amostra VI produzidos em resposta a BAP.  

Legenda: A - iniciador 59; B - iniciador 89; C - 
iniciador 68; D - iniciador 49. L= 
Marcador de peso molecular (Ladder 1 
kp), M (Matriz). 
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Legenda: A - iniciador 49; B - iniciador 89; C 
- iniciador 88. L= Marcador de peso 
molecular (Ladder 1 kp), M (Matriz). 

Figura 23: Padrão de amplificação da amostra de NT multiplicada usando o 

fitoregulador BAP com diferentes iniciadores. 
 

2000 
1500 
1000 

800 
700 
600 
500 

400 

300 

200 

100 

50 

L L M 1 2 3 4 

2000 
1500 
1000 
800 
700 
600 
500 

400 

300 

200 

100 

50 

2000 
1500 1000 
800 

700 

600 

500 

400 

300 

200 

100 

50 

A 

B 

C 



85 
 

 
 

 
  

Legenda: Colunas de 1 a 5 – PVS2 em 15 min e colunas 6 a 9 – 30 min, iniciadores  

23; L= Marcador de peso molecular (Ladder 1 kp). 

Figura 24 - Padrão de amplificação de clones da plantas da população de NT 

originadas de plantas convertidas a partir de embriões somáticos 

após  criopreservados pela técnica de vitrificação. 
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Figura 25 - Padrão de amplificação de plantas vindas de ESFMG e 

ESFVI obtidos a partir de meio MS suplementado com PIC 20 

µM. 

 

Legenda: A - iniciador 88 aplicado em plantas 
vindas de ESFMG; B - iniciador 88 
aplicado em plantas vindas de ESFVI. 
L= Marcador de peso molecular 
(Ladder 1 kp), M (Matriz). 

 

A 

B 
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4.5  Análise do perfil fitoquímico e monitoramento de polissulfetos 
 

 

A análise fitoquímica foi dividida em 4 etapas em função da metodologia e objetivo. 

O perfil fitoquímico, estudado no início do trabalho, não permitiu a determinação de 

polissulfetos, o que direcionou o projeto para o monitoramento dessas substâncias 

em comparação aos padrões comerciais disponíveis (Quadro 5). 
 

ETAPA 1 

 

 

Trabalhos anteriores indicaram que os extratos etanólico e de acetato de etila eram 

os mais adequados para a detecção de maior diversidade química em Petiveria 

alliacea. Portanto, neste trabalho, estes extratos foram utilizados para a análise 

fitoquímica da espécie, utilizando as diferentes amostras estudadas (Quadro 5 
 
– etapa 1). A separação por cromatografia com fase gasosa acoplada ao 

espectrômetro de massa (CG-EM) permitiu determinar alta diversidade fitoquímica 

das plantas de campo e in vitro  das diferentes populações (Tabela 6 e 7), como 

podem ser visualizados nos perfis cromatográficos das populações NT e MG (campo 

e in vitro) (Figuras 26 e 27A e B) e VI (in vitro) (Figura 28B). Os testes também foram 

realizados com as populações MH (campo e in vitro), mas por motivos técnicos os 

perfis não foram mostrados. 
 
Para cada população foi realizada uma comparação entre os extratos de folhas de 

campo e in vitro. Foi possível observar o aumento significativo de alguns picos, 

correspondentes a substâncias, indicadas por setas vermelhas e verdes. Estes picos 

apresentaram tempo de retenção (t.r.) muito próximo entre as populações, porém, 

em alguns casos a identificação da biblioteca de espectros do cromatógrafo foi 

diferente. Este problema foi identificado em vários picos com t.r entre 15,5 e 15,6, 

entre os quais se enquadram as substâncias majoritárias (Fitol e Esqualeno) e o 

polissulfeto utilizado como padrão (DTS) (Figura 29). Nestes casos, a identificação 

dada pela biblioteca foi diferente em todos os cromatogramas, provavelmente devido 

à diferença entre as amostras, e ao processo de injeção manual. Além disso, 

observou-se, nos diferentes cromatogramas a presença de alguns picos, 
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identificados por círculos, em apenas uma das amostras comparadas (Figura 

27A,B,C e Figura 28B). 
 
Nestes experimentos não foram identificados os polissulfetos pesquisados, apesar 

de todas as amostras terem sido avaliadas em triplicata. O problema na identificação 

pode ter sido causado por dificuldades técnicas para a manutenção do equipamento, 

na época em processo da padronização. Entretanto, a indicação de maior 

diversidade química foi útil para a definição dos extratos a serem preparados para 

avaliação com outras técnicas cromatográficas. 
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Etapa 1 Etapa 2 

      Plantas in vitro   NT: 

- germinadas 

- clonadas (BAP/TDZ) 

- convertidas (-NL /+NL)  

- ES (de folha e raiz) 

 

* 

Plantas in 
vitro   

 
 

Plantas de Campo  
NT –MG – MH - VI 

Raiz/Folha 

CLAE / CCD  

Raiz/Folha/ES 

Extrato etanólico 
100% 

Planta de campo NT - Folhas 

c/ padrões 
MDS – DDS - DTS 

s/ padrões 

CG-EM / CCD  

Etapa 3 Etapa 4 

Extrato etanólico 
100% 

Plantas de campo 
NT - Folha 

Partição em 
Coluna de 

 

1. Hexano 
2. Diclorometano  
3. Acetato de Etila 
4. Metanol 

CCD 

Plantas - Folhas 
NT – MH – MG - VI  

Campo in vitro  

CG-EM  

Extratos: etanólico e acetato de etila 
100% 

Quadro 5 - Determinação das substâncias separadas por CG-EM, a partir de 
extratos em acetato de etila, de folhas secas de campo e in vitro  de 
Petiveria alliacea, oriundas de quatros populações naturais. 
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Tabela 7 - Determinação das substâncias volatilizadas e separadas por CG-EM, 
extrato de acetato de etila de folhas frescas (campo e in vitro) de Petiveria 
alliacea oriundas de três populações naturais. 

 

T.R 
min Composto 

NT MG VI 

campo in 
vitro  campo In 

vitro  campo In 
vitro  

2.816 Ácido Pentanóico - - - - - + 
2.832 Propano-1,2,3-triol + + + + - - 
2.841 Ácido Monoglicérido + + - - - - 
3.576 Ácido butanoico - - - - - + 
4.210 Furano - - - - - + 
7.835 Anidrido Butírico - - - - - + 

13.827 Ácido 
Tetradecanóico - + - - - + 

13.846 Ácido 
Hexadecanóico + + - - - - 

15.264 Benzaldeído + - - - - - 
15.620 Fitol + + + + + + 
19.771 Ácido 

Hexadecanóico - + - - - + 

21.483 Ácido Octodecanóico + + - - - + 
22.652 Esqualeno + + + - + + 
25.276 Vitamina E + + + + - + 
26.566 Estigmasterol - + - - - - 
27.294 Colestanol + + - + - + 

T.R 
min Composto 

NT MG VI 

Campo in 
vitro  campo In 

vitro  campo In 
vitro  

15.618 Fitol + + + + + + 
19.902 Fenol - - - - + - 
22.117 Vitamina E + - - + - - 
22.656 Esqualeno - + + - + + 
25.271 Vitamina E - + + + + + 
26.560 Stigmasterol - - + + - - 

Tabela 6 - Determinação das substâncias volatilizadas e separadas por CG-EM, a 
partir de extratos etanólicos de folhas frescas (campo e in vitro) de 
Petiveria alliacea oriundas de três populações naturais. 
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A 

B 

C 

D 

Figura 26 - Perfis cromatográficos obtidos por CG-EM em diferentes extratos de 

folhas de P. alliacea, amostra NT. 

  

Legenda: A) acetato de etila - campo B) acetato de etila - in vitro ; C) álcool etílico - 
campo; D) álcool etílico - in vitro . 

Setas verdes: plantas in vitro ; setas vermelhas: plantas campo.  
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C 

D 

Figura 27 - Perfis cromatográficos obtidos por CG-EM, em diferentes extratos 

de folhas de P. alliacea, amostra MG.  

 

Legenda: A) acetato de etila - campo B) acetato de etila - in vitro ; C) álcool etílico - campo; D) 
álcool etílico - in vitro . 

Setas verdes: plantas in vitro ; setas vermelhas: plantas campo, círculos: substância presente nas 
amostras que não foram encontradas quando comparadas.  
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A 

B 

C 

D 

  

Legenda: A) acetato de etila - campo B) acetato de etila - in vitro ; C) álcool 
etílico - campo; D) álcool etílico - in vitro . 

Setas verdes: plantas in vitro ; setas vermelhas: plantas campo, círculos: 
substância presente nas amostras que não foram encontradas quando 
comparadas.  
 

Figura 28 - Perfis cromatográficos obtidos por CGEM, em diferentes 

extratos de folhas de P. alliacea, amostra VI.  
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Figura 29: Cromatograma do padrão do Dibenzil trissulfeto (DTS)  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ETAPA 2 

 

 

Como não foi possível a identificação dos polissulfetos nas condições do CG-EM 

testadas, foi incluído um tratamento de adição dos padrões nas amostras obtidas 

com a extração com etanol absoluto P.A. desta forma foram adicionados 100 mg dos 

padrões comerciais de polissufetos (DMS – DDS – DTS) nos extratos das amostras. 

Além disso, foram mantidas amostras controle sem adição dos padrões (Quadro 5 – 

etapa 2). 
 
O material ficou incubado por uma semana, em temperatura ambiente, sendo em 

seguida evaporado sobre pressão reduzida, e submetidos às técnicas de CG-EM e 

CCD, para detecção dos padrões nos diferentes extratos (s/padrão e c/padrão). 

Várias fases móveis foram testadas para a identificação dos diferentes polissulfetos 

por CCD (Quadro 3), a melhor condição foi em hexano:diclorometano (90:10), com 

visualização em 254 nm (Figura 30; Tabela 8). Apesar dos diferentes tratamentos 

(s/padrão e c/padrão), foi possilvel identificação de polissulfetos em todos os 

tratamentos. 
 
Entretanto, a avaliação destes materiais pela técnica de CG-EM, não permitiu a 

identificação dos polissulfetos nas amostras s/padrão, apenas nas amostras tratadas 

com os padrões (dados não mostrados). 
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Tabela 8 - Valores de Rf das amostras de Petiveria alliacea L. obtidas 

por CCD . 

 

Figura 30 - Cromatograma em camada delgada (CCD) de extrato etanólico 
de plantas de campo. 

Legenda: Marechal Hermes (MH), Niterói (NT), Magé (MG) e Vila Isabel (VI) e do mercadão 

de Madureira (MB02) com padrões (C/P) e sem padrões (S/P) e visualizada em 

câmara UV a 254 nm. 

 
 

 

Bandas Rf  (cm) 

a 0,37 
b 0,37 
c 0,36 
d 0,36 
e 0,36 
f 0,32 
g 0,37 
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ETAPA 3 
 
 
Visando aprofundar as análises da genotoxicidade, além dos estudos fitoquímicos 

foram preparados extratos etanólicos de folhas secas usando amostra NT de campo. 

Entretanto, devido às dificuldades para solubilizar o material em água deionizada, o 

extrato etanólico foi particionado em coluna de sílica (Figura 31A e B) com diferentes 

solventes (hexano, diclorometano, acetato de etila), visando separar as frações mais 

apolares que estariam impedindo a solubilização. As frações obtidas dos extratos 

etanólicos de plantas de campo da população de NT não foram avaliadas pela 

técnica de CG-EM, somente pela técnica de cromatografia em camada delgada 

(CCD) e a identificação de polissulfetos foi feita por comparação visual com os 

diferentes padrões comerciais utilizados (MDS, DDS e DTS) (Figura 31C). 
 
Nas partições obtidas em diclorometano foi observada a formação de bandas, muito 

próximas, já nas demais partições (hexano e acetato de etila), não houve a formação 

de bandas. Provavelmente, o sistema de solvente utilizado, hexano:diclorometano 

(90:10) não foi suficiente para arrastar as substâncias ali presentes, mantendo-as no 

ponto de origem ( Figura 31C). 
 
No sistema de eluição selecionado para CCD (hexano:diclorometano (90:10), em 

254 nm), permitiu a identificação dos compostos sulfurosos (WAGNER e BLADT, 

2009; MIGUEL, 2015; SILVA, et al., 2015). 
 
Indícios da presença de compostos sulfurosos foram observados quando as 

cromatoplacas foram visualizados em câmara UV a 254 nm, revelando bandas 

correspondentes aos padrões comerciais, na comparação das amostras de campo 

(NT, MH, MG e VI) com adição dos padrões de polissulfetos comercializados 

(c/padrão), no material íntegro, sem os padrões (s/padrão) e nas amostras de campo 

NT, mantidas no telado do NBV (Figura 30 e Tabela 8). 
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Figura 31 - Cromatografia em coluna de sílica do extrato 

etanólico de Petiveria alliacea. 

 

Legenda: A - extrato de folhas secas; B - idem utilizando folhas secas C - 
CCD com as frações obtidas na coluna de sílica. Hs – Hexano 
em folhas secas; Ds – Diclorometano em folhas secas; As – 
Acetato de etila em folhas secas; Hf – Hexano em folhas 
frescas; Df – diclorometano em folhas frecas; Af – Acetato de 
etila em folhas frescas; M = Dibenzil sulfeto; D = Dibenzil 
dissulfeto e T = Dibenzil trissulfeto. 

A B 

Hs         Ds            As           Hf            Df          Af        M          D       T 

Rf = 0,88 

Rf = 0,38 

Rf = 0,11 

Rf = 0,22 
Rf = 0,16 

C 
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ETAPA 4 
 

 

Os extratos em álcool:água destilada 70% (v/v) analisados por CCD foram também 

avaliados por CLAE, para confirmar a presença dos diferentes polissulfetos (Quadro 

5 – etapa 4). Todas as populações de campo (folhas e raízes) e a população de 

Niterói (material in vitro) foram analisadas. Quatro comprimentos de onda foram 

avaliados na CLAE: 230, 254, 300 e 340 nm, a fim de otimizar a identificação dos 

polissulfetos nas diferentes amostras, em comparação aos padrões comerciais. Os 

padrões comerciais foram detectados, tempos de retenção (DMS: 25,303 min, DDS: 

26,580 min e DTS: 27,833 min), no comprimento de onda de 254 nm (Figura 32). 

Em relação às amostras, nos extratos álcool:água destilada 70% (v/v), todos os 

polissulfetos utilizados como padrões foram identificados nas folhas das amostras de 

campo das diferentes populações, no comprimento de onda de 254 nm. Entretanto, 

nas amostras de raízes de plantas de campo das populações de MH e NT, o 

polissulfeto DMS não foi identificado neste comprimento de onda (Tabela 9 e Figura: 

33, 34, 35, 36). 

Considerando-se os outros comprimentos de onda avaliados, a 230 e 254 nm, todos 

os polissulfetos foram identificados nas folhas de campo da população NT. Nas 

populações VI e MH, em 230 nm, não foram identificados DMS nos extratos de 

folhas, nem no de raiz. DTS foi detectado nos extratos de raízes e de folhas. Na 

população MG nenhum polissulfeto foi identificado nos extratos de folhas em 230 e 

340 nm, entretanto, DTS foi identificado nestes dois comprimentos de onda nos 

extratos de raízes, enquanto que na amostra MH o DDS não foi detectado em 300 e 

340 nm, na população VI não foi identificado o DMS em 230 e 340 nm (Tabela 9). 

Deve-se ressaltar que, o DTS foi identificado em todas as amostras de raízes de 

campo, constituindo um bom marcador fitoquímico para o material de campo. 
 
Em relação ao material in vitro, todos os extratos avaliados foram preparados a partir 

de folhas e raízes de embriões somáticos ou plantas multiplicadas da amostra NT. 

Os extratos de folhas e raízes que não sofreram nenhum tratamento hormonal 

(plantas oriundas de meristemas pré-existentes), foram avaliados na CLAE-DAD, 

com a finalidade detectar os polissulfetos. Nos comprimentos de onda de 230, 300 e 

340 nm nenhum dos polissulfetos foi identificado nas amostras de folha, e nem de 

raiz. Em 254 nm o DTS só foi identificado na amostra de folha in vitro. O DMS foi 
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identificado tanto nas amostras de folha quanto de raiz in vitro, já o DDS não foi 

encontrado em nenhuma das amostras (Tabela 9 e Figura 37). 
 
Plantas multiplicadas (clones) em resposta a dois diferentes reguladores de 

crescimento, isoladamente (BAP ou TDZ), também foram avaliadas quanto à 

produção de polissulfetos. Nos extratos de folhas de plantas induzidas por BAP, os 

três diferentes tipos de polissulfetos foram identificados, nos comprimentos de onda 

de 254 e 300 nm. Em 230 nm somente o DTS não foi encontrado e em 340 nm 

somente o DTS foi encontrado. Nas amostras de raízes o DMS foi identificado a 230 

e 254 nm, enquanto que o DDS somente foi detectado em 254 nm, já em 300 e 340 

nm somente o DDS foi detectado. Nos extratos de folhas de plantas induzidas por 

TDZ, somente o polissulfeto DMS foi detectado em 230 e 254 nm. Em 300 e 340 

nenhum polissulfeto foi identificado. (Tabela 9). Nas amostras de raízes o DMS e o 

DDS foram identificados em 230, 254 e 300 nm. Não houve identificação de 

polissulfetos em 340 nm nas amostras de raízes de plantas induzidas por TDZ 

(Figura 38 e 39). No comprimento de onda de 254 nm, o DMS aparece em todas as 

amostras e condições testadas, constituindo um marcador adequado ao 

monitoramento biossintético destes clones, em relação aos polissulfetos. 

A pesquisa de polissulfetos também foi realizada por CLAE a 254 nm, em plantas 

convertidas a partir de embriões somáticos de raíz criopreservados. Os extratos 

alcool absoluto:água destilada (70% - v/v) de folhas e raízes das plantas convertidas 

depois do processo de criopreservação foram submetidos à CLAE, nos diferentes 

comprimentos de onda testados (Figura 40). DTS foi identificado nos extratos de 

folhas e raízes das avaliações em 300 e 340 nm (Tabela 9). Nos demais 

comprimentos de onda (230, 254 e 300 nm) foi identificado apenas o DMS nestas 

amostras (Tabela 9). Estes resultados sugerem que o DMS pode ser o marcador 

mais adequado para o monitoramento biossintético destes materiais, em relação aos 

polissulfetos. 
 
Os embriões somáticos obtidos por folhas ou por raízes foram avaliados, no extrato 

de álcool:água destilada 70% (v/v) de ES, somente em 254 nm os polissulfetos 

foram identificados. Extratos de embriões de folha apresentaram o DMS e nos 

extratos de embriões diferenciados a partir de raiz foram detectados DMS e DDS 

(Figura 41).  
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Em função dos resultados obtidos na CLAE utilizando-se o extrato etanólico 70%, as 

reações foram repetidas com os extratos em acetato de etila e álcool absoluto 

(100%), selecionados inicialmente (etapa 1) em função da alta diversidade química 

detectada no CG-EM.  

Os extratos em álcool absoluto foram obtidos a partir de folhas e raízes das 

diferentes populações.  Em todas as populações e nos diferentes extratos, em 254 

nm, foram identificados os diferentes tipos de polissulfetos. Na população de VI não 

foi identificado o DTS, no extrato de raiz, em 340 nm. No comprimento de onda, 230 

nm, no extrato de folha, não foi identificado o DTS em nenhuma das populações 

avaliadas, no extrato de raíz, todos os polissulfetos utilizados como padrão foram 

identificados (Tabela 10). 

Os extratos em acetato de etila foram obtidos apenas a partir das folhas das 

diferentes amostras de campo. Em 230 nm todos os polissulfetos foram identificados 

em todas as amostras. Em 254 nm na amostra de MH só não foi identificado o DMS 

e em 300 nm, na mesma amostra, não foi identificado o DTS. Por fim, em 340 nm foi 

identificado apenas o DTS, em todas as amostras (Tabela 10 e Figuras 42, 43 44 e 

45), sendo então o DTS indicado como o marcador mais indicado para o 

monitoramento biossintético em 300 nm, quando utilizado esse extrato. 
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Figrua 32 - Cromatografia dos polissulfetos em diferentes comprimentos de ondas por CLAE. 

Legenda: A - 230 nm; B - 254 nm; C - 300 nm e D - 340 nm. Tempo de retenção: DMS (A e B: 25,900); DDS (A e C - 26,760; B - 26,763) DTS (B, C e D - 24,943 e A - 27,923). 
 

A 
 

B 
 

C 
 

D 
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Figura 33 - Cromatografia da população de NT, extrato álcool absoluto:água destilada (70% - v/v) de folhas e raízes de campo.

Legenda: Extrato de folha (linha azul) e de raiz (linha rosa), os padrões de polissulfetos em linha preta. DMS (T.R: 25.900); DDS (T.R: 28.783) e 
DTS (T.R: 27.943). 
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Figrua 34 - Cromatograma da amostra de MG, extrato álcool absoluto:água destilada (70%-v/v) de folhas e raízes de 

campo. 

Legenda: Extrato de folha (linha azul) e de raiz (linha rosa), padrões de polissulfetos em linha preta. DMS (T.R:25.900); DDS (T.R: 28.783) e DTS (T.R: 
27.943). 
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  Figura 35 - Cromatograma da amostra de VI, extrato extrato álcool absoluto:água destilada (70%-v/v) de folhas e raízes de 
campo. 

Legenda: Extrato de folha (linha azul) e de raiz (linha rosa), padrões de polissulfetos em linha preta. DMS (T.R:25.900); DDS (T.R: 28.783) e DTS 
(T.R: 27.943). 
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Legenda: Extrato de folha (linha azul) e de raiz (linha rosa), padrões de polissulfetos em linha preta. DMS (T.R:25.900); DDS (T.R: 28.783) e DTS (T.R: 
27.943). 

 

Figura 36 - Cromatograma da amostra de MH extrato álcool absoluto:água destilada (70%-v/v) de folhas e raízes de campo. 
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Tabela 9 - Identificação de polissulfetos em extratos (álcool absoluto:água destilada 

(70%-v/v) de diferentes materiais de quatro populações de Petiveria 

alliacea L. em diferentes comprimentos de onda.  

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Amostras 
/tratamento 

Estrutura 
vegetal 

Comprimento de onda (nm) 

230 254 300 340 

DMS DDS DTS DMS DDS DTS DMS DDS DTS DMS DDS DTS 

Campo 

MG 
Folha - - - + + + + - - - - - 
Raiz + - + + + + + + + - - + 

              

NT 
Folha + + + + + + + - + - -  
Raiz - + + - + + + - + - - + 

              

VI 
Folha - + + + + + + - + - - - 
Raiz - - + + + + + + + - - + 

              

MH 
Folha - + + + + + + - + - - - 
Raiz - + + - + + + - + - - + 

               

in vitro 

NT 

Folha  - - - + - + - - - - - - 
Raiz - - - + - - - - - - - - 

              

BAP 
Folha  + + - + + + + + + - - + 

Raiz + - - + - - - - - - - - 
              

TDZ 
Folha  + - - + - - - - - - - - 
Raiz + - - + + - - + - - - - 

              
PVS 
15’ Raiz + - - + - - - - - - - + 

              

PVS 
30’ 

Folha  + - - + - - + - + - - - 

Raiz + - - + - - - - - - - - 

              

ES 
Folha  - - - + - - - - - - - - 

Raiz - - - + + - - - - - - - 
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  Figura 37 - Cromatograma da amostra de NT, extrato álcool absoluto:água destilada (70%-v/v) 70%, folha e raiz in vitro . 

Legenda: Plantas germinadas in vitro , sem tratamento. Extrato de folha (linha azul) e de raiz (linha rosa), padrões de polissulfetos em linha 
preta. DMS (T.R:25.900); DDS (T.R: 28.783) e DTS (T.R: 27.943). 
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Figura 38 - Cromatograma da população NT multiplicadas com BAP, extrato álcool absoluto:água destilada 
(70%-v/v), folha e raiz in vitro . 
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Legenda: Extrato de folha (linha azul) e de  raiz (linha rosa), padrões de polissulfetos em linha preta. DMS (T.R:25.900); DDS (T.R: 
28.783) e DTS (T.R: 27.943). 

Figura 39 - Cromatograma da população NT multiplicadas com TDZ, extrato álcool absoluto:água destilada  
(70%-v/v) folha e raiz in vitro . 

 
07 
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Figura 40 - Cromatograma da população NT, extrato álcool absoluto:água destilada (70%-v/v) de plantas 

convertidas a partir da criopreservação de embriões somáticos em PVS2 por 30 min.  

Legenda: Extrato de folha (linha azul) e de raiz (linha rosa), padrões de polissulfetos em linha preta. DMS (T.R:25.900); DDS (T.R: 
28.783) e DTS (T.R: 27.943). 
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Figura 41- Cromatograma da população NT de embriões somáticos obtidos a partir de folha e de raiz. 

Legenda: Extrato de ESFNT (linha azul) e de ESRNT (linha rosa), padrões de polissulfetos em linha preta.  DMS (T.R:25.900); DDS (T.R: 28.783) e 
DTS (T.R: 27.943). 
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Tabela 10 - Identificação dos diferentes polissulfetos nas diferentes amostras de campo de P. 

alliacea em extrato de acetato de etila e álcool absoluto em diferentes comprimentos 

de onda. 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

Extrato Amostras 
Cod. 

Estrutura 
vegetal 

Comprimento de onda (nm) 

230 254 300 340 

DMS DDS DTS DMS DDS DTS DMS DDS DTS DMS DDS DTS 

Acetato 

de Etila 

(100%) 

MH 

Folha 

+ + + - + + + + - - - + 

VI + + + + + + + + + - - + 

MG + + + + + + + + + - - + 

NT + + + + + + + + + - - + 

álcool 

absoluto 

(100%) 

MH 
Folha + + - + + + + + - - - - 

Raiz + + + + + + + + + - - + 

VI 
Folha  + + - + + + + + - - - - 

Raiz + + + + + + + - + - - - 

MG 
Folha + + - + + + + + - - - - 

Raiz + + + + + + + + + - - + 

NT 
Folha + - - + + + + - - - - - 

Raiz + + + + + + + + + - - + 
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  Figura 42 - Cromatograma da amostra de MH, extrato de acetato de etila, folha de campo. 

Legenda: Extrato de folhas de campo em linha azul, padrões de polissulfetos em linha preta. DMS (T.R:25.900); DDS (T.R: 28.783) e 
DTS (T.R: 27.943). 
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Figura 43 - Cromatograma população MG, extrato de acetato de etila, folha de campo. 
 

Legenda: Extrato de folhas de campo em linha azul, padrões de polissulfetos em linha preta. DMS (T.R:25.900); DDS (T.R: 28.783) e DTS (T.R: 
27.943). 



115 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 44 - Cromatograma da amostra de VI, extrato de acetato de etila, folha de campo. 

Legenda: Extrato folhas de campo em linha azul, padrões de polissulfetos em linha preta. DMS (T.R:25.900); DDS (T.R: 28.783) e DTS (T.R: 27.943). 
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Figura 45 - Cromatograma população NT, extrato de acetato de etila folhas de campo. 

Legenda: Extrato de folhas de campo em linha azul, padrões de polissulfetos em linha preta. DMS (T.R:25.900); DDS (T.R: 28.783) e DTS (T.R: 
27.943). 
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4.6 Detecção de efeito genotóxico/antigenotóxico         
 
 
4.6.1 Efeito dos extratos na topologia do plasmídeo 

 

 

Nos tratamentos com os extratos aquosos, as moléculas de DNA plasmidial 

apresentaram conformações estruturais diversas, representadas pelos padrões 

característicos de bandas (superhelicoidizada, circular ou linear). O tratamento da 

solução plasmidial com extrato aquoso de plantas de campo promoveu lesões tipo 

quebra no DNA, caracterizado como Forma I, em DNA circular, caracterizado como 

Forma II e em linear como Forma III, entretanto, esse efeito foi variável e 

dependente da concentração testada e da população utilizada (Figura 46). 
 
Os tratamentos realizados com a solução de plasmídeo e extrato aquoso de P. 

alliacea de campo (Figura 46A , C, E , G - raias 3,4,5) e com extratos de plantas in 

vitro  (Figura 46B , D, F , H - raias 3,4,5) causou quebra simples (Figura 46A ,C , G - 

raia 3 ) e quebras de cadeia dupla (Figura 46B - F - raias 3,4,5). Nas amostras das 

populações de MG e VI in vitro  foram observadas quebras duplas na raia 5 e nas 

raias 4 e 5, respectivamente, que levaram à conversão da forma I (DNA íntegro - 

superhelicoidizado) para forma III (circular). Este efeito foi influenciado pela 

concentração do extrato e pela origem das plantas testadas.  

Diferentes perfis de amostras da população NT campo e in vitro , e, aparentemente, 

extratos de plantas in vitro  de todas as plantas foram capazes de quebrar o DNA em 

diferentes concentrações (Figura 46A, B - raias 3,4,5), como mostrado por análise 

semi - quantitativa das bandas correspondentes no gel, a diminuição da 

concentração do DNA, corresponde a presença de quebra do DNA, de forma II 

(circular) e / ou forma III (linear) (Figura 46 – Gráfico A, B) . 
 
Amostras MG campo e in vitro  mostraram um perfil eletroforético semelhante, sendo 

observando, na análise quantitativa de extratos de campo, a formação de quebras 

simples (Forma II) (Figura 46C - gráficos 3,4) e quebras duplas (Forma III) (Figura 

46C - gráfico raia 5), enquanto que, nas baixas concentrações de extratos de plantas 

in vitro  só foi produzida a forma III (Figura 46D – gráfico raias 3, 4). A Forma II 

aparece apenas na concentração mais elevada do extrato (Figura 46D – gráfico raia 

5 ) . 
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Amostras MH de campo mostraram a formação significativa de ambos os tipos de 

lesões (quebra simples e dupla), somente na concentração mais elevada testada 

(Figura 46E - raia 5). Por outro lado, todas as concentrações de amostras in vitro 

exibiram quebras simples e duplas, na concentração mais baixa (Figura 46F - raias 

3,4,5) . 
 
Nas amostras VI de campo foram observadas quebras simples em todos os 

indivíduos, em todas as concentrações testadas, mas não foram detectadas quebras 

duplas (Figura 46E - raias 3,4,5). Em relação às amostras in vitro  foi observada a 

formação de quebras simples na concentração mais baixa (Figura 46H - raia 3 ), 

enquanto os dois tipos de lesões foram observados (Figura 46H - raias 4,5). 
 
O potencial antigenotóxico dos extratos foi avaliado com base em sua capacidade 

de bloquear, ou reduzir, a ocorrência quebras no DNA quando as moléculas de DNA 

plasmidial foram tratadas com SnCl2. O protocolo experimental também é baseado 

na mobilidade do DNA plasmidial, em um gel de agarose submetido a um campo 

elétrico. O DNA plasmidial (pUC 9.1) tratado com SnCl2 levou à conversão de DNA 

na Forma I para a Forma II e III , um padrão que foi utilizado como controle positivo 

para este tipo de lesão (Figura 46 - raia 2 ). 

Um efeito protetor foi observado na presença de extratos de plantas NT in vitro  

(Figura 46B - raias 6,8). Este efeito também foi detectado nas amostras de campo 

MH (Figura 46E - raias 7,8) e VI (Figura 46G - raias 6,7), mas com as outras 

amostras in vitro  esse efeito não foi observado (Figura 46D), ou não foi conclusivo 

(Figura 46F – raias 6,7,8). 

Esses resultados encontram-se descritos no artigo: EXTRACTS FROM FIELD AND 
IN VITRO PLANTS OF Petiveria alliacea L. ON PLASMIDIAL DNA, publicado na 

revista Journal of Medicinal Plant Research (Anexo 1). 
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Figura 46 - Avaliação qualitativa e semi-quantitativa do efeito do extrato 

aquoso de Petiveria alliacea em DNA plasmidial (pUC 9.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45: Avaliação qualitativa e semi-quantitativa do efeito do extrato aquoso de Petiveria 
alliacea em DNA plasmidial (pUC9.1). Bandas correspondentes à solução de plasmídeo (100 
ng) tratadas com extratos (0 – 1.0 – 5.0 – 10 mg/L). A - amostra NT campo; B - amostra NT 
in vitro ; C - amostra MG campo; D - amostra MG in vitro ; E - amostra MH campo; F - 
amostra MH in vitro ; G - amostra VI campo;  H - amostra VI in vitro . As barras dos gráficos 
representam medidas densitométricas das bandas pelo Programa Image J. 
Gráficos:          Forma I (intacta),            Forma II (circular),           Forma III (linear).         
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DISCUSSÃO 
 
 
Cultura de tecidos vegetais  
 

 

Os protocolos de multiplicação in vitro estabelecidos neste trabalho, a partir de 

amostras de populações selecionadas de Petiveria alliacea do Rio de Janeiro 

constituem ferramentas importantes para estudos fitoquímicos e farmacológicos, 

contribuindo também para a conservação e propagação comercial desta espécie, 

assim como tem sido relatado para outras espécies com potencial medicinal (HOU, 

et al., 2015; NARANJO et al., 2015; VARGHESE, et al., 2016). 
 
Em função da grande diversidade química e importância farmacológica da espécie 

Petiveria alliacea, vários estudos vem sendo desenvolvidos visando à produção 

biotecnológica de plantas e metabólitos de interesse, através da cultura de tecidos 

vegetais (CANTELMO et al., 2013; WEBSTER et al., 2008). A utilização de 

segmentos nodais de plantas de campo, na etapa da micropropagação, tem sido 

relatada em diversos trabalhos com diferentes espécies vegetais (GAGLIARDI et al., 

2000; RANI et al., 2006). A espécie estudada nsste trabalho também foi propagada 

in vitro , anteriormente, através da cultura de segmentos nodais, gerando plantas 

com as mesmas características fenotípicas da planta matriz (CASTELLAR et al. 

2011). No entanto, a produção de uma única planta a partir de cada explante tornou-

se um fator quantitativamente limitante para a exploração fitoquímica e 

farmacológica, a partir de extratos de folhas e de raízes, órgãos onde a síntese e 

acumulação de polissulfetos é mais significativa (DE SOUZA, 1990; DELLE-

MONACHE; SUAREZ, 1992, DELLE-MONACHE; MENICHINI; SUAREZ,1996; 

KUBEC; KIM; MUSAH, 2002; KUBEC; KIM; MUSAH, 2003; HERNÁNDEZ et al., 

2014; LUZ et al., 2016). 

Visando ao estabelecimento in vitro  de plantas doadoras, assim como facilitar o 

processo de descontaminação, sementes foram germinadas in vitro , entretanto, as 

plantas obtidas apresentaram dificuldade para o enraizamento espontâneo. Em 

trabalho anterior, os brotos transferidos para MS0 mostravam uma frequência de 

40% de enraizamento, chegando a 100% em presença de AIA a 0,6µM 
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(CASTELLAR et al., 2011). Neste trabalho, o mesmo protocolo foi aplicado nas 

amostras in vitro  das populações de NT, VI e MG, para a obtenção de plantas com 

raízes. As amostras da população de MG não desenvolveram raízes nesta condição, 

nem quando nelas foram aplicadas outras auxinas. Entretanto, após dois anos de 

cultura, estas amostras, adaptadas as condições da câmara de crescimento, 

começaram a desenvolver raízes no meio de cultura padrão para a espécie (MS com 

metade dos sais, suplementado com AIA 0,6 µM). 

Outros protocolos foram estabelecidos na busca de aumentar as taxas de 

micropropagação para obter sistemas de produção de plantas e metabólitos 

secundários desta espécie. Assim, foi estabelecida a micropropagação a partir de 

segmentos apicais excisados das plantas germinadas in vitro , a partir de população 

de campo. Como vários relatos descrevem taxas elevadas de multibrotação em 

presença de citocininas, a multibrotação neste trabalho foi avaliada em presença de 

BAP e TDZ. Embora os resultados tenham variado em função da população 

estudada, o BAP foi mais efetivo que TDZ, fornecendo em média 4,2 brotos por 

explante, considerando todas as populações. Entretanto, já foram descritas taxas de 

multibrotação mais elevadas (6 – 8 brotos por explante) com a utilização de 

combinações de auxinas e citocininas (SOARES, 2011), abrindo uma perspectiva de 

otimização destas taxas com as populações estudadas. 

A embriogênese somática em P. alliacea foi desenvolvida anteriormente (WEBSTER 

et al., 2008; CANTELMO et al., 2013) e permitiu determinar uma taxa elevada de 

síntese de polissulfetos nestas estruturas, na ordem de trinta vezes mais do que a 

produção natural nas raízes (WEBSTER et al., 2008). Neste trabalho, a aplicação de 

protocolo previamente estabelecido para induzir a embriogênese a partir de folhas, 

foi obtida uma taxa de multiplicação aproximada, em torno de 5 - 7 embriões 

somáticos para cada embrião somáticos inoculado no mesmo meio de cultivo, 

avaliados em 30 dias (CANTELMO et al., 2013). A taxa de multiplicação 

embriogênica obtida com as diferentes populações, neste trabalho, foi semelhante (4 

– 6 ES por ES inoculado), mesmo considerando as diferentes origens dos embriões 

(folhas e raízes), indicando que, para esta espécie, a origem dos embriões não 

afetou a multiplicação. 

A cultura de raízes induzidas por diferentes auxinas (AIB, AIA, ANA e 2,4D), foi 

estabelecida pela primeira vez neste trabalho e mostrou, como principal resultado, a 
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produção de embriões somáticos a partir de novelos derivados das raízes. Com 

exceção do AIB, esta resposta foi independente da concentração ou do genótipo, 

uma vez que foi observada em todas as populações de P. alliacea avaliadas (MG, 

NT, MH e VI). Não foram encontrados na literatura, relatos de respostas 

regenerativas semelhantes a partir de raízes em outras espécies. 
 
Em relação à embriogênese somática, já foi determinada a origem direta dos 

embriões formados na superfície de folhas, de plantas in vitro desta espécie, em 

resposta ao regulador PIC (CANTELMO et al., 2013). Entretanto, a embriogênese a 

partir da raiz, neste trabalho, foi considerada, possivelmente, de origem direta, 

necessitando ainda de confirmação, uma vez que, além dos embriões oriundos de 

tecidos vasculares, foram também identificados centros meristemáticos, que 

poderiam originar as gemas radiculares, ou calos, ainda não detectados naquele 

momento da cultura. Entretanto, ainda não foi possível esclarecer totalmente a 

origem dos embriões somáticos a partir de raízes. Massas calogênicas que surgiram 

após a trasferência dos materiais para o meio semi-sólido, provavelmente se 

originaram a partir da desdiferenciação dos próprios embriões somáticos, e se 

diferenciaram posteriormente gerando novos embriões de forma indireta, assim 

como raízes, em fenômeno já observado anteriormente (WEBSTER et al., 2008). 

O protocolo de conversão de embriões somáticos de raízes a plantas completas foi 

otimizado neste trabalho, com a obtenção de altas taxas de conversão em todas as 

amostras (53%), em comparação com o protocolo anterior que descrevia taxas 

máximas de 5% de conversão avaliada em câmara de crescimento (CANTELMO et 

al., 2013). Esta resposta foi otimizada em função apenas da estabilização das 

condições físicas de incubação em BOD. 

Em relação à produção de raízes adventícias o protocolo ainda requer otimização, 

uma vez que o aumento da biomassa de raízes sem enovelamento e sem a 

formação de embriões somáticos ocorreu apenas em presença do fitorregulador AIB, 

na concentração mais baixa (1,02 µM). A presença de luz e a utilização de carvão 

ativado no meio de cultura foram avaliados em todas as populações. Embora os 

resultados para aumentar a biomassa de raízes não tenham sido significativos 

nestas condições, as raízes mantidas em meio MS suplementado com carvão 

ativado e AIB (2,04 µM) das amostras da população AL deram origem a brotos 
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diretamente das raízes, o que sugere a presença de raízes gemíferas na espécie, 

abrindo uma nova vertente de investigação visando a produção de plantas in vitro, a 

exemplo do que foi relatado para outras espécies medicinais (PACHECO et al., 2008 

b). 

Resumindo, a micropropagação foi obtida tanto por multiplicação meristemática, a 

partir de segmentos nodais e ápices caulinares de regenerantes primários, quanto 

por conversão de embriões somáticos oriundos de folhas ou raízes in vitro. Além 

disso, foi determinado um processo de organogênese direta de brotos, a partir de 

raízes da população de NT mantidas no escuro na presença de carvão ativado 

0,2%, indicando um possível para a resposta organogênica nesta espécie, a ser 

investigado futuramente. 

 

Criopreservação 

 

A técnica de vitrificação utilizada em trabalho anterior com P. alliacea (Pettinelli, 

2013) foi a metodologia aplicada aos embriões somáticos formados nas culturas de 

raízes a partir das populações estudadas neste trabalho. Foi observado na 

população de NT, que após 60 dias em cultura, os embriões somáticos 

criopreservados não mantiveram a sua taxa de multiplicação. Os embriões 

somáticos se mantiveram vivos, porém apresentarem apenas o aumento de volume. 

Entretanto, nas outras populações avaliadas (MH, MG e VI), os embriões somáticos 

após a criopreservação não apresentaram viabilidade. A avaliação da estabilidade 

genética e fitoquímica das plantas convertidas a partir desses embriões foi realizada 

com material da população NT. Entretanto, o resultado negativo com as demais, 

indica que a resposta de tolerância à técnica de criopreservação utilizada depende 

da origem das amostras como relatado na literatura com outras espécies (JAN et al., 

2015; TAGIPUR et al., 2016). 
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Monitoramento da estabilidade genética 
 

 

A capacidade de explantes meristemáticos de P. alliacea originarem brotos, mesmo 

em ausência de fitorreguladores é particularmente importante para manter a 

estabilidade genética do material a ser clonado (CASTELLAR et al., 2011), tanto 

para a propagação em massa como para conservação in vitro . Entretanto, a 

necessidade de dispor de protocolos de multiplicação com elevada taxa, assim como 

protocolos específicos de criopreservação, requer o uso de fitorreguladores de 

diferentes tipos e concentrações (TYUB; KAMILI; BHAT, 2016). Neste trabalho, a 

presença de reguladores de crescimento no meio de cultura, da mesma forma que o 

uso de crioprotetores, aumentaram o risco de variação somaclonal nos materiais 

produzidos e conservados in vitro , indicando a necessidade do monitoramento da 

estabilidade genética dos materiais produzidos biotecnologicamente, como descrito 

para outras espécies medicinais (SEBASTIANI; FICCADENTI, 2016). 

A avaliação preliminar com base em marcadores RAPD forneceu dados de 

similaridade e diversidade entre as quatro populações, mostrando a formação de 

dois grupos distintos cuja similaridade obedeceu a um padrão de proximidade 

geográfica entre as populações. A literatura mostra que composição genética de 

amostras coletadas em diferentes regiões tem sido avaliada principalmente por 

marcadores RAPD (ASHWINI et al., 2015; GOIS et al., 2014; ARIF et al., 2010). 

RAPD também tem sido o marcador mais usado para a detecção de variabilidade 

genética nas plantas clonadas in vitro  através das diferentes vias de regeneração 

(AYDIN et al., 2015; JOSE; THOMAS, 2015). Este método foi selecionado para este 

trabalho por ser especialmente vantajoso para a caracterização de plantas in vitro , 

já que requer quantidades muito pequenas de DNA. Além disso, apresenta muitas 

vantagens práticas quando comparado a outros marcadores, pois os padrões são 

consistentes e independem da idade da planta (WELSH; MCCLELLAND, 1990; 

MICHELI et al, 1994).  Além disso, as informações são fornecidas rapidamente, 

dispensando qualquer informação genética sobre a espécie, o que é muito 

importante no estudo de plantas medicinais nativas como P. alliacea, pois os dados 

de sequência não estão disponíveis em organismos cujo genoma não foi 

sequenciado até o presente (SHINDE et al., 2007). 
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O elevado índice de polimorfismo, identificado entre os clones de P. alliacea 

produzidos por diferentes processos regenerativos, era um fenômeno esperado, em 

função de alterações causadas nos ciclos celulares dos explantes submetidos à 

ação de fitorreguladores e às presssões artificiais causadas pelo ambiente in vitro 

(AYDIN et al., 2015; JOSE; THOMAS, 2015). Os resultados da análise RAPD neste 

trabalho permitiram a identificação de vários marcadores RAPD capazes de 

discriminar variedades intraespecíficas e interclonais, confirmando a indicação desta 

técnica para o monitoramento da estabilidade genética de plantas produzidas em 

cultura de tecidos, o que vai possibilitar um maior controle da qualidade do material. 

 

 

Análise Fitoquímica 
 
 
A utilização da técnica (cromatografia em camada delgada) para a identificação das 

diferentes substâncias químicas presentes no vegetal tem sido muito aplicada devido 

à simplicidade do método, que é rápido e de fácil visualização (MIGUEL, 2015; 

MUNIROH, et al., 2014). Neste trabalho, a CCD detectou os polissulfetos presentes 

em plantas de P. alliacea, das diferentes populações oriundas de campo (NT - VI – 

MG e MH) e das culturas obtidas in vitro  (XIMENES 2008). Entretanto, a técnica de 

CG-EM, usada para definição do perfil fitoquímico não detectou polissulfetos nas 

amostras. Todavia, esta técnica permitiu a definição dos extratos etanólico e de 

acetato de etila como mais adequados à investigação, em função da alta diversidade 

química encontrada. A CG-EM tem sido relatada como ideal para detecção e 

quantificação de substâncias voláteis inclusive em P. alliacea (KUBEC; KIM; 

MUSAH, 2002). Entretanto, neste trabalho, os cromatógrafos utilizados foram 

capazes de detectar quantidades muito pequenas de substâncias sulfurosas, na 

ordem de picogramas, presentes nos extratos analisados. Entretanto, em virtude da 

técnica, a quantidade de extrato injetada na coluna é menor, pois passa por um 

divisor de amostras (split), que pode ter contribuído para a diminuição da 

concentração e por isso os derivados polissulfurados não foram detectados 

(HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009). 
A identificação dos diferentes polissulfetos também foi relatada em trabalhos 

anteriores pela técnica da cromatografia líquida de alta eficiência, com a utilização 



126 
 

 

uma coluna guarda, importante para a detecção de substâncias não polares 

(WEBSTER et al, 2008). Entretanto, como a identificação dos diferentes polissulfetos 

também já foi descrita com o uso de coluna RPC18 (HERNÁNDEZ et al., 2014). 

Nestas análises, foi possível a identificação dos diferentes polissulfetos em todas as 

amostras analisadas, utilizando a técnica da CLAE em fase normal. Nesta técnica a 

quantidade de extrato necessária para detecção também é na ordem de picogramas, 

mas não existindo um divisor de amostra há um aumento da quantidade injetada na 

coluna cromatográfica, possibilitando a identificação dos polissulfetos neste sistema 

(HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009). 

 
 
Efeito biológico 
 

 

Espécies vegetais que apresentam produtos sulfurosos possuem um amplo espectro 

de atividades terapêuticas, apresentando propriedades neurotóxicas e citostáticas 

(ROSNER et al., 2001). Em avaliação realizada na Universidade de Illionois (USA), 

utilizando-se cerca de 1.400 extratos de plantas com potencial para prevenção e 

tratamento de câncer, determinou-se que P. alliacea faz parte das 34 plantas com 

atividade antineoplásica comprovada nesse estudo (TAYLOR, 2005). 

A liberação de medicamentos fitoterápicos pode exigir uma avaliação da toxidez, ao 

nível do genoma, e modelos usando DNA plasmidial têm se mostrado muito úteis 

nas avaliações da genotoxicidade causada por diversos agentes químicos e físicos. 

Dentre as metodologias disponíveis para avaliar a potencialidade genotóxica dos 

extratos destaca-se a comparação do perfil eletroforético de amostras de DNA 

plasmidial, tratadas, ou não, com o extrato vegetal em estudo, técnica que foi 

estabelecida anteriormente para Petiveria alliacea, no Núcleo de Biotecnologia 

Vegetal da UERJ (NBV) (SOARES, 2011). Quando o extrato é capaz de induzir 

lesões do tipo quebra (simples ou dupla), a conformação estrutural do plasmídeo se 

altera, resultando em perfil eletroforético diferente daquele produzido pelo DNA 

íntegro (DE MATTOS et al., 2004). 

Portanto, a eletroforese é uma ferramenta muito útil para a separação de diferentes 

conformações estruturais apresentadas pelo DNA plasmidial, e também pode ser 
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usada para o estudo do efeito antigenotóxico (DE MATTOS et al., 2000). Neste 

modelo de estudo, o DNA plasmidial é previamente tratado com um agente químico 

capaz de promover danos oxidativos e lesões mensuráveis. A ação deste agente 

pode ser inibida ou diminuída quando utilizado em conjunto com os extratos vegetais 

no tratamento do plasmídeo, promovendo a proteção contra as lesões causadas por 

este agente isoladamente. Desta forma é possível detectar o potencial 

antigenotóxico, que, indiretamente, pode se traduzir em efeito “antioxidante” do 

extrato em estudo. 

Em P. alliacea, a avaliação dos efeitos toxicológicos do extrato aquoso, foi realizada 

visando contribuir para o monitoramento de plantas produzidas em cultura de 

tecidos, uma vez que o controle de qualidade de material clonal produzido 

biotecnologicamente deve considerar não só a constituição genética, mas também o 

perfil fitoquímico, farmacológico e toxicológico das plantas (MELO et al., 2007; 

SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO et al., 2010). 

A avaliação da mobilidade eletroforética diferencial do DNA plasmidial tratado com 

extratos vegetais, usada neste trabalho para avaliar o efeito biológico (tóxico ou 

protetor) no DNA, vem sendo usada por outros pesquisadores para estudar as 

propriedades oxidantes e/ou antioxidantes de diferentes produtos naturais 

(REINIGER et al., 1999;. BISO et al., 2010; HAMEDT et al., 2013). Assim, é possível 

acompanhar a ocorrência de diferentes tipos de lesões (quebras simples ou de 

cadeia dupla) com base na intensidade e posição das bandas produzidas por 

electroforese (DE MATTOS et al., 2004).  

A avaliação do potencial genotóxico de P. alliacea demonstrou que a ocorrência de 

alterações na topologia do plasmídeo foi influenciada pela concentração dos extratos 

e do genótipo da planta. No entanto, os efeitos genotóxicos foram mais fortes com 

extratos de plantas in vitro do que com aqueles obtidos a partir de amostras de 

campo, possivelmente devido a diferenças ambientais entre condições naturais e o 

ambiente da cultura.  

É possível que as condições de estresse em culturas artificiais sejam até mais 

intensas do que em condições naturais, onde as plantas evoluiram e encontram-se 

melhor adaptada. Desta forma, os metabólitos induzidos na cultura não seriam 

formados em condições naturais, devido ao silenciamento cultura não seriam 
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formados em condições naturais, devido ao silenciamento de alguns genes. Além 

disso, a possibilidade de respostas específicas não podem ser descartada. 
 
Neste trabalho, foi demonstrado que extratos aquosos contêm componentes 

capazes de induzir quebras simples e duplas na molécula de DNA. Como estas 

lesões podem conduzir a inativação de células ou potencializar a capacidade 

mutagênica (FRIEDBERG et al., 2006), indica-se a necessidade de aprofundar tais 

estudos em outros modelos experimentais, como bactérias e células eucarióticas.  

Alguns estudos já sugeriram que vários extratos ou metabólitos desta espécie 

podem exibir tanto atividade pró-oxidante quanto antioxidante (CARLINI, 2003; 

ANDRADE et al, 2012). Estas abordagens poderiam ser usadas para monitorar a 

qualidade das plantas produzidas em cultura de tecidos vegetais visando estudos 

farmacológicos. 

A mobilidade eletroforética de DNA plasmidial tratado com extratos vegetais tem sido 

usada, com modificações, para avaliar a antigenotoxicidade de diversas espécies de 

plantas (DE MATTOS et al, 2000;. LEE et al., 2002; KUMAR; KAUR; ARORA, 2010). 

Neste caso específico, a adição de cloreto estanoso na mistura de reação, 

potencializa a formação de radicais hidroxila que reagem com o DNA do plasmídeo, 

produzindo quebras simples e duplas, possibilitando o acompanhamento da 

ocorrência e do tipo de lesão, pela intensidade e posição das bandas produzidas no 

gel de agarose. 

Neste trabalho, a avaliação do potencial antigenotóxico dos extratos foi demonstrado 
em todas as amostras (campo e in vitro), se traduzino como um efeito geral de 

proteção contra lesões causados por SnCl2, com pequena variação influenciada pela 

origem vegetal. Esta atividade antioxidante era esperada em função dos diferentes 

flavonoides identificados nesta espécie (DELLE-MONACHE et al, 1996; OKADA et 

al., 2008). De fato, muitos estudos estão focados na atividade antioxidante de 

plantas medicinais (KUMAR; KAUR; ARORA, 2010). A maioria das substâncias 

antioxidantes pertencem à classe de substâncias fenólicas, como fenóis, 

flavonoides, isoflavonas, alfa-tocoferol e antocianinas, e uma relação direta entre 

compostos fenólicos e atividade antioxidante nos extratos já foi relatada por vários 

pesquisadores (GOLLUCKE-BOIAGO et al., 2008; CHIRINOS et al, 2008; 

SHRIFIFAR; DEHGHN-NUDEH; MIRTAJALDINI, 2009; DU et al. 2009; CONFORTI 

et al., 2009). 
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A capacidade de diferentes extratos de plantas para proteger DNA do plasmídeo 

íntegro contra os efeitos deletérios de radicais hidroxila gerados durante o 

metabolismo foi avaliada por um teste que detecta alterações no na conformação 

estrutural de plasmídeos. Este teste tem sido amplamente usado, com modificações 

para avaliar a antigenotoxicidade de diversas espécies de plantas (DE MATTOS et 

al, 2000;. LEE et al., 2002; KUMAR et al., 2010). Neste caso espeífico, a adição de 

cloreto estanoso na mistura de reação, potencializa a formação de radicais hidroxila 

que reagem com o DNA do plasmídeo, produzindo quebras simples e duplas 

(Formas II e III), possibilitando acompanhar a ocorrência e tipo de lesão (simples ou 

duplas) pela intensidade e posição das bandas produzidas no gel de agarose. Por 

conseguinte, a banda correspondente ao DNA íntegro torna-se menos intensa 

quando o DNA é quebrado por radicais OH, e as bandas características das lesões 

apresentam-se mais intensas (DE MATTOS et al., 2004). 
 
Na avaliação da antigenotoxicidade, a mudança na posição da banda obtida em 

relação ao DNA danificado pelo cloreto estanoso, mostrou um efeito protetor do 

extrato de acordo com os resultados obtidos para outras espécies (DE MATTOS et 

al., 2000, 2004). A atividade antioxidante e o potencial antineoplásico poderiam 

resultar da presença de substâncias diferentes, incluindo flavonoides já relatados na 

espécie (DELLE-MONACHE e SUAREZ, 1992; DELLE-MONACHE; MENICHINI; 

SUAREZ, 1996; OKADA et al., 2008; SOARES et al., 2013). 
 
Assim, metodologias para avaliar a toxicidade dos extratos podem ser utilizadas para 

monitorar o material produzido em cultura de tecidos vegetais garantindo a 
qualidade da produção in vitro.  
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CONCLUSÕES 
 

 

Cultura de tecidos vegetais 
 

 A produção de plantas da espécie Petiveria alliacea in vitro  foi aumentada em 

presença de citocininas, obtendo-se cerca de 4 brotos por explante em trinta dias de 

cultura, dependendo da população e do tipo de citocinina utilizada.
 

 A embriogênese somática, estabelecida neste trabalho a partir de raízes, é 

um fenômeno dependente de auxinas, tendo sido padronizada para a espécie pela 

cultura em presença de IBA 20,04 µM com taxa de multiplicação de cerca de 5 ES 

por ES inoculado, dependendo da população considerada.
 

 As condições controladas de temperatura e fotoperíodo do BOD permitiram 

taxas elevadas de conversão de embriões somáticos a plantas (53%) abrindo uma 

nova vertente para a obtenção de plantas, a partir de raízes, independentemente da 

origem das amostras.
 

 A produção de raízes adventícias estabelecida em resposta ao cultivo em 

presença de AIB 1,02 µM, foi dependente da origem da amostra, com taxas de 

produção de biomassa na ordem de 40%.
 

 
 

Criopreservação 

 

 

 A criopreservação de embriões somáticos oriundos de raízes da população  

NT através da técnica de vitrificação em PVS2 foi realizada com sucesso. Entretanto 

o protocolo necessita de otimização para utilização com as outras populações de P. 

alliacea. 
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Monitoramento fitoquímico 
 
 

 Os polissulfetos MDS, DDS e DTS podem ser utilizados como marcadores 

fitoquímicos em plantas produzidas in vitro , por diferentes vias regenerativas, tendo 

sido detectados com sucesso nos extratos etanólicos (100% e 70%) e acetato de 

etila, por meio das técnicas CLAE e CCD. 

 

 

Monitoramento genético 

 

 

 Foi confirmada a ocorrência de variação somaclonal em plantas e materiais 

vegetais produzidos in vitro, através de multibrotação induzida por citocininas, assim 

como de embriogênese somática induzida por auxinas a partir de folhas ou raízes. 

 Foram determinados nove iniciadores RAPD adequados para caracterização 

de um perfil genético das quatro populações de campo de Petiveria alliacea 

estudadas. 

 O RAPD foi adequado para o monitoramento genético das amostras 

produzidas in vitro os perfis foram caracterizados através da utilização de seis 

iniciadores polimórficos capazes de discriminar clones oriundos de diferentes 

processos regenerativos. 
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Efeito genotóxico 

 

 

 Extratos de plantas de campo, assim como de culturas in vitro  demonstraram 

um efeito genotóxico em DNA plasmidial. 

 O efeito genotóxico foi influenciado pela concentração dos extratos e pelo 

genótipo da planta e foi mais forte com extratos de plantas in vitro  do que com 

aqueles obtidos a partir de amostras de campo. 

 Extratos de plantas de campo, assim como de culturas in vitro  demonstraram 

um efeito protector contra lesões causadas por SnCl2. 
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PERSPECTIVAS 

 

 Avaliação dos fitorreguladores ANA, AIA, 2,4D no desenvolvimento de 

embriões somáticos a partir de raízes. 

 

 Otimização da multiplicação de brotos, a partir de ápices caulinares, 

utilizando-se combinação de auxinas e citocinicas. 

 

 Otimização da técnica de criopreservação dos embriões somáticos das 

diferentes população de P. alliacea. 

 

 Complementação da avaliação comparativa da potencialidade genotóxica ou 

antigenotóxica a partir de extratos alcoólicos e frações. 

 Investigação fitoquímica das nas plantas in vitro  das populações de MG, MH 

e VI por CLAE. 

 Estabelecimento de outros marcadores moleculares para o monitoramento da 

estabilidade genética e epigenética. 
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