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RESUMO

PETTINELLI, Jamine de Almeida. Conservacéao in vitro de germoplasma de Petiveria
alliacea L. utilizando cultura de tecidos e criopreservacgdo. 2013. 74f. Dissertagédo
(Mestrado em Biologia Vegetal) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

A implementacdo de estratégias visando a conservacdo de espécies medicinais
apresenta grande importancia, tanto do ponto de vista ecologico quanto econémico. Petiveria
alliacea L., espécie da familia Phytolacaceae, conhecida como guiné, erva-de alho, erva-tipi
ou amansa-senhor, pode ser encontrada desde a América Central até a America do Sul. Esta
espécie possui ampla utilizagdo medicinal, devido a presenca, em sua composicao, de varios
polissulfetos, como o DTS (dibenziltrissulfeto), com propriedades antifiingica, antineoplasica
e imunomodulatéria, entre outras. O objetivo deste trabalho foi a conservacdo in vitro de
germoplasma de Petiveria alliacea obtido de diferentes populagdes ocorrentes no Rio de
Janeiro, através de métodos baseados em cultura de tecidos e criopreservacdo. Plantas obtidas
através da germinagdo in vitro foram utilizadas como matrizes para a micropropagagédo
através da multiplicacdo de meristemas pre-existentes em meio MS sem reguladores de
crescimento, e embrifes somaticos foram obtidos de forma direta a partir da cultura de
explantes foliares das linhagens estudadas (Magé — MG; Marechal Hermes — MH; Niterdi —
NT; Vila Isabel — VI e Planta envasada — AL), em presenca de PIC (20uM) e 2,4D (22,6 puM),
apos 60 dias de cultivo. Os apices caulinares das plantas micropropagadas e os embrides
somaticos obtidos foram submetidos a criopreservacao através de técnicas de vitrificagdo,
encapsulamento-vitrificacdo e encapsulamento-desidratacdo, com a avaliacdo da pré-cultura e
de solucgdes crioprotetoras (PVS2 e PVS3), em diferentes concentracdes e tempos de
exposicdo. Os resultados mostraram uma taxa de 100% de germinacdo in vitro. As condicGes
para a pré-cultura de apices foram padronizadas, entretanto ndo foram obtidos resultados
positivos apds o descongelamento. Por outro lado, os embrides da linhagem AL (linhagem
embriogénica em cultura hd 24 meses) mantiveram sua capacidade multiplicativa (100%)
(embriogénese secundaria) quando submetidos a desidratacdo em sacarose (0,5M) e expostos
as solucdes de vitrificacdo PVS2 e PVS3 pelos menores tempos (15 e 30 minutos). Os
diferentes meios de recuperacdo apresentaram respostas varidveis em relacdo a capacidade
multiplicativa dos embrides. O encapsulamento/vitrificacdo foi a técnica que promoveu maior
tolerancia dos embribes ao congelamento. A recuperacdo dos embrides através de
multiplicacdo apos a criopreservacdo abre uma perspectiva de conservacdo de genotipos com
alta producdo de polissulfetos, de interesse para a industria farmacéutica.

Palavras-chave: Planta medicinal. Cultura in vitro. Embrides somaticos. Congelamento em

NL. Vitrificacdo. Encapsulamento.



ABSTRACT

The implementation of conservation strategies for medicinal species has great importance,
both ecologically and economically. Petiveria alliacea L., family Phytolacaceae, known as
guinea, garlic-herb, herb-tipi or *“amansa-senhor”, can be found from Central America to
South America. This species has wide medicinal use, due to the presence of several chemicals
in its composition, as polysulfides, with antifungal, anticancer and immunomodulatory
properties, among others. The objective of this work was the in vitro conservation of Petiveria
alliacea germplasm obtained from different populations occurring in Rio de Janeiro, through
methods based on tissue culture and cryopreservation. The plants derived from in vitro
germination were used as donors for micropropagation through multiplication of pre-existing
meristems on MS medium without growth regulators, and somatic embryos were obtained
directly from the leaf explants from the studied strains, in the presence of PIC (20uM), after
60 days of culture. Shoot tips from micropropagated plants and somatic embryos were
subjected to cryopreservation using vitrification, encapsulation-vitrification and
encapsulation-dehydration techniques, with the evaluation of pre-culture and cryoprotectant
solutions (PVS2 and PVS3) at different concentrations and exposure times. The results
showed a frequency of 100% of propagation of plants derived from in vitro germination. The
conditions for shoot tips pre-culture were optimized, although no positive results were
obtained after thawing. On the other hand, embryos from AL line, maintained their
multiplication capacity (100%) when submitted to dehydration in 0.5M sucrose and exposed
to the vitrification solutions PVS2 and PVS3 for short periods (15 and 30 minutes). The
different recovery media showed variable responses regarding the multiplication capacity of
the embryos. The encapsulation / vitrification technique provided the embryos the higher
freezing tolerance. Embryo recovery by multiplication after cryopreservation, opens a
conservation perspective for genotypes with high polysulfide production, interesting for the
pharmaceutical industry.

Keywords: Medicinal plant. In vitro culture. Somatic embryos. Freezing in NL. Vitrification.
Encapsulation.
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INTRODUCAO

As espécies de plantas medicinais sdo assim consideradas por possuirem atividades
farmacologicas que podem ser exploradas de diversas formas pelo homem, principalmente a
de utilizagdo direta como medicamento, para o tratamento ou prevencdo de doencas, além de
servirem também como fonte de matéria prima na producdo de alimentos e outros produtos
industrializados (FOGLIO et al., 2006). Segundo a OMS (Organizacdo Mundial da Saude),
mais de 80% da populacdo mundial depende das plantas medicinais como uma forma viavel
de acesso aos cuidados basicos da saude, principalmente nos paises em desenvolvimento. No
Brasil, mais de 1.000 espécies de plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres e
mercados populares, sendo frequentemente cultivadas, em pequena escala, em quintais
residenciais (MACIEL et al,. 2002).

O dificil acesso de populagdes carentes a atendimento médico especializado, aliado a
facil obtencdo desses materiais através de coleta e a tradicdo popular ao longo dos anos,
contribuem para 0 aumento da utilizacdo desses recursos (MACIEL et al., 2002). Por essas
razdes, a pratica de coletas ndo sustentaveis tém causado erosdo genetica importante em
populacBes de muitas espécies amplamente distribuidas. Portanto, a implementacdo de
estratégias visando a conservacao dessas especies é de grande importéncia, tanto do ponto de
vista ecoldgico como econémico.

Do ponto de vista econdmico, a utilizacdo das plantas para a obtencdo de novos
farmacos foi definida pela OMS como: “Todo ou qualquer vegetal que possua, em um ou
mais Orgaos, substancias que possuam ser utilizadas para fins terapéuticos, ou que sejam
precursores de farmacos semi-sintéticos”. Esses farmacos vém sendo amplamente utilizados
como, por exemplo, a morfina, vincristina, colchicina e a rutina, entre outros (FILHO E
ROSENDO, 1998).

Embora a industria farmacéutica ja tenha implantado a sintese quimica de varios
metabdlitos, essa pratica pode ser limitada em funcdo da complexidade molecular. Assim, a
obtencdo de novos fitofarmacos exige, em muitos casos, a presenca da planta completa, ou de
seus orgaos. Nesse aspecto, a biotecnologia vegetal, atraves do cultivo in vitro, disponibiliza
ferramentas eficientes que tém como base a clonagem das plantas através de diferentes vias
regenerativas.

As técnicas de cultura de tecidos vegetais dependem de uma selecdo prévia de

explantes, que sdo inoculados, assepticamente, em frascos de vidro contendo meios de
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cultura. Ap6s um determinado periodo, sob condic¢Bes de incubacdo padronizadas, obtém-se
uma grande producéo de plantas idénticas a matriz, e livres de qualquer tipo de contaminagé&o.
Nestas técnicas, é possivel a manipulacdo de fatores que influenciam o metabolismo da
planta, consequentemente afetando a qualidade e quantidade das substancias quimicas
produzidas em condicGes de cultura.

Desta forma, muitos farmacos utilizados rotineiramente foram obtidos
biotecnologicamente. DICOSMO E MISAWA (1995), observaram maior producdo de
metabolitos em Catharanthus roseus cultivada in vitro quando comparada com a producao no
campo.

Pelo exposto, a literatura corrobora a grande importancia da biotecnologia vegetal no
desenvolvimento de novos farmacos, com destaque para a qualidade dos compostos quimicos
sintetizados por plantas mantidas in vitro. A formacéo de clones através da cultura de tecidos
vegetais demonstra que cada célula vegetal em cultura possui toda a informacdo genética
herdada da planta-mée, sendo, portanto, capaz de produzir os compostos quimicos
encontrados naturalmente (RAO E RAVISHANKAU, 2002).

1.1 Conservacao de Plantas Medicinais

Na pratica, basicamente duas estratégias de conservacdo tém sido empregadas para
especies vegetais em geral: in situ e ex situ.

A conservacdo in situ visa principalmente a manutencdo e recuperacdo de
ecossistemas, habitats naturais e populagdes em seu meio natural. Este tipo de conservacgéo &,
normalmente, considerado ideal, pois propde a conservacdo de espécies em seu ambiente de
ocorréncia natural, e como conseqiiéncia, essas espécies sob acdes seletivas naturais,
conservam seu processo evolutivo, permitindo a manutengéo da diversidade e do patrimonio
genético. Entretanto, a utilizacdo de métodos de conservacao in situ é limitada quando se
refere as plantas medicinais, uma vez que essas espécies, muitas vezes apresentam ampla
distribuicdo, ocorrendo fora das areas protegidas, mas em pequenas populacdes, sujeitas a
erosao genética devido a exploracédo predatéria e desastres naturais (ENGELMANN, 1991).

Espécies com grande importadncia medicinal representam um recurso econdmico
inestimavel, portanto métodos alternativos ex situ tém sido bastante utilizados visando a
conservacao de germoplasma fora do seu habitat, tanto em funcdo da biodiversidade quanto a

da preservacdo dos recursos genéticos contidos em gendtipos de interesse (ROUT, 2000).
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Dentre esses métodos, 0s mais utilizados s&o as cole¢bes de campo, através da manutengédo de
plantas vivas e/ou bancos de sementes, mantidos por instituicbes publicas ou privadas, com
interesses ecoldgicos e/ou agrondmicos. Entretanto, especies de interesse medicinal ndo tém
sido conservadas adequadamente, nem tdo pouco produzidas agronomicamente, sendo,
normalmente obtidas de pequenas hortas domésticas ou extraidas da natureza. Esse quadro
reflete bem a necessidade de estabelecerem-se protocolos de conservagao para esses recursos.

1.1.1 Conservacao in vitro

Dentro de uma abordagem biotecnoldgica a conservagdo de materiais vegetais ex situ
vem sendo realizada com sucesso, através de diversas técnicas de cultura de tecidos e
criopreservacao, apresentando algumas vantagens em relacdo a conservacao in situ, no que
concerne a conservagdo e producdo em larga escala de genétipos de interesse,
independentemente das condicdes climaticas (VILLALOBOS E ENGELMANN, 1995).

A conservacdo in vitro por meios de processos biotecnoldgicos constitui uma
alternativa importante aos metodos convencionais de conservacéo de germoplasma vegetal ex
situ. Na pratica, o armazenamento in vitro possibilita a estocagem dos materiais botanicos em
pequenos espacos, reduzindo os custos de manutencdo, facilitando o intercambio do
germoplasma, tanto de espécies nativas como de espécies exoéticas para pesquisas e
melhoramento (ENGELMANN, 1997). Os métodos de conservacéo in vitro sdo baseados na
cultura de tecidos, podendo ser realizados por meio de crescimento continuo, crescimento

lento ou criopreservagéo.

A cultura de tecidos vegetais se baseia no crescimento de plantas, em um meio
condicionado artificialmente, a partir de fragmentos (explantes) de tecidos ou 6rgaos isolados
de uma planta matriz (GEORGE, 2008). A totipoténcia das células vegetais possibilita que a
cultura de tecidos disponibilize véarios sistemas para a producdo de plantas completas, 6rgaos,
calos e células in vitro. Dentre esses sistemas, a micropropagacdo permite a producdo de
clones a partir das plantas usadas como matrizes (BUNN et al., 2007). Dependendo do
objetivo a ser alcancado e da espécie estudada, a micropropagacdo pode ser conduzida por
diferentes vias: 1) desenvolvimento ou multiplicacdo de meristemas pré-existentes 2) indugao

de gemas adventicias via organogénese e 3) embriogénese somatica. (TORRES et al., 1998)
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O desenvolvimento de meristemas pré-existentes se caracteriza pela formagdo de
partes aéreas, apds a inoculagdo de tecido meristematico (&pices e gemas axilares) em meios
basicos de cultura. A multiplicacdo de gemas pré-existentes pode ser obtida em resposta a
presenca de fitorreguladores, principalmente citocininas, no meio de cultura (TORRES et al.,
1998). O desenvolvimento dessas gemas origina brotos que, normalmente, requerem uma
etapa de enraizamento para a formacdo de plantas completas, mas constituem as vias mais
seguras do ponto de vista da estabilidade genética do material propagado (GEORGE, 2008).

Por outro lado, a inducdo de gemas adventicias, em locais onde nao se desenvolveriam
de forma natural, pode ocorrer diretamente na superficie do tecido, ou indiretamente, a partir
de células desdiferenciadas que se multiplicam sob a forma de um calo (TORRES et al.,
1998).

Por fim, a embriogénese somatica é o processo pelo qual células somaéticas
desdiferenciadas se rediferenciam dando origem a embrides, sem a fusdo de gametas
(TORRES et al., 1998). Esse processo pode ter origem direta a partir de células competentes
do explante, ou indireta, quando ha formacdo de calo intermediario e apresenta algumas
particularidades, analisadas a seguir.

Os embrides somaticos apresentam caracteristicas morfogénicas semelhantes a
embrides zigOticos com estrutura bipolar composta de apice caulinar e radicular, além de
apresentarem também os mesmos estadios de desenvolvimento: globular, cordiforme, torpedo
e cotiledonar. No entanto, diferem dos embriGes zigoticos em alguns aspectos, pois nédo
possuem tecido suspensor e endosperma, ndo formam tegumento, ndo entram em dorméncia e
estdo livres de correlagdes fisioldgicas e fisicas com o tecido que lhes deu origem
(ZIMMERMANN, 1993).

Naturalmente a embriogénese somatica ocorre de forma limitada no interior de évulos,
no entanto, nos ultimos 40 anos métodos in vitro foram descritos e aperfeicoados podendo ser
aplicados a muitas espécies, uma vez definidos o explante, 0 meio de cultura e as condicbes
ambientais adequadas (VON ARNOLD, 2008). Entretanto, o genotipo é o principal fator na
definicdo do potencial para a embriogénese somatica e o processo pelo qual as células
somaticas adquirem competéncia embriogénica estd relacionado a reprogramacdo e a
expressdo de genes em resposta as condices da cultura in vitro (FEHER et al., 2005).

A cultura de tecidos pode ser conduzida através do crescimento continuo, que consiste
na manutencao através de subculturas por periodos curtos de tempo, de forma que as plantas
ndo esgotem 0 meio, evitando-se possiveis estresses que possam causar alteracdes genéticas
ou fisioldgicas (VILLALOBOS E ENGELMANN, 1995). A necessidade de méo de obra
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intensa e custo elevado, além da grande demanda de espaco fisico para a manutencdo das
culturas, constituem as principais desvantagens deste método, ele revela-se interessante em
funcdo da possibilidade de se multiplicar substancialmente e rapidamente o germoplasma
conservado, que permanece com disponibilidade imediata para utilizacao.

No crescimento lento, o objetivo é a estocagem do material vegetal por periodos
maiores, com o0 aumento dos intervalos entre as subculturas de trés a nove meses
(VILLALOBOS E ENGELMANN, 1995), podendo chegar a dois anos sem subculturas em
algumas espécies (BANERJEE E LANGHE, 1985; KARTHA et al., 1981). A diminui¢do no
crescimento das culturas pode ser obtida atraveés da manipulacdo das condicGes fisicas do
ambiente (intensidade luminosa, temperatura) e dos componentes nutricionais que estdo
presentes nos meios de cultura (ENGELMANN, 2010). Outra alternativa é a adicdo de
retardantes osmaticos (manitol, sorbitol, etc.) (SANTOS et al., 2011), ou hormonais (acido
abscisico) no meio de cultura (ROCA et al. 1984) com a propriedade de diminuir o
metabolismo e, consequentemente, o crescimento da planta.

Todavia, para o armazenamento in vitro em longo prazo, a criopreservacdo é
considerada a Unica alternativa para o armazenamento de tecido vegetativo por longos
periodos, sem manipulagdo. Embora esse tempo de estocagem seja teoricamente
indeterminado, tem sido avaliado na ordem de 10 anos para algumas espécies
(ENGELMANN, 2011 b). Esta técnica apresenta um baixo-custo e oferece maior seguranca
na manutencdo da fidelidade genética do material devido ao bloqueio do metabolismo vegetal
nas condicdes as quais 0 material € submetido (MAZUR, 1970; ENGELMANN, 2004).

1.1.2 Criopreservacao

A criopreservacdo se constitui do armazenamento do material vegetal através da
imersdo em nitrogénio liquido a -196°C (ENGELMANN, 2010) ou em seus vapores
(-150°C). Nessas temperaturas ultra-baixas, a divisao celular e as atividades metabdlicas, séo
suspensas permitindo que o material seja estocado, sem alteracfes, por longos periodos de
tempo (MAZUR, 1970). Portanto, esta metodologia é considerada a mais segura para a
manutencdo da estabilidade genética do material vegetal, assim conservado (VILLALOBOS
E ENGELMANN, 1995).
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A literatura mostra que as culturas de plantas medicinais conservadas em nitrogénio
liguido normalmente retém o potencial regenerativo e biossintético (BUTENKO et al., 1984;
BAJAJ, 1988; BENSON E HAMILL, 1991; AHUJA et al., 2002; DIXTI-SHARMA et al.,
2005). Entretanto, durante o congelamento rapido pode ocorrer formacdo de cristais de gelo,
potencialmente causadores de injdrias ou até a morte dos tecidos (SANTOS, 2000). Este
fendmeno é causado pela presenca de altos niveis de agua intra e extra-celular, sendo
facilmente observado em espécies sensiveis que apresentam intolerancia ao congelamento
(ENGELMANN, 2011 b). Portanto, a desidratacdo é considerada uma etapa de protecao
fundamental para o sucesso da criopreservacao e pode ser obtida atraves da dessecagdo pelo
ar ou pelo aumento da pressdo osmotica causada pela utilizagdo de solugdes concentradas de
substancias quimicas com propriedades crioprotetoras (SANTOS, 2000). A maioria dos
protocolos de criopreservacdo se inicia com a desidratacdo dos tecidos ao nivel maximo que
permita a sobrevivéncia e a recuperagéo do material.

Portanto, a criopreservacdo pode ser conduzida por diferentes técnicas, as quais se
baseiam em pré-tratamentos que visam a desidratacdo protetora do tecido vegetal antes do
congelamento. Os primeiros protocolos se baseavam no congelamento lento do material. Esta
técnica, ideal para espécies de clima frio, que possuem tolerdncia natural para resistir as
temperaturas baixas, depende da utilizagdo de congeladores programaveis, cuja velocidade de
diminuicdo da temperatura decresce de 1 a 10°C/hora, até -40°C, quando o material, assim
desidratado pode ser imerso em nitrogénio liquido (SANTOS, 2000; ENGELMANN, 2011).
Com o decaimento gradual da temperatura, a gua presente dentro do compartimento celular é
expulsa lentamente, induzindo a protecdo da estrutura celular, atraves da producéo natural
pela célula, de substancias que irdo conferir resisténcia ao congelamento (FULLER et al.,
2004).

Técnicas mais recentes, discutidas nesse trabalho, baseiam-se no congelamento e
descongelamento rapidos de tecidos, pela utilizacdo de substancias criopretotetoras que
induzem a desidratacdo, e a0 mesmo tempo, impedem a formacéo de cristais de gelo intra e

extra-celulares.
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1.1.2.1 Desidratacao

O controle da quantidade de agua presente dentro da célula e 0 movimento desta agua,
entre 0s meios intra e extracelulares, sdo fatores essenciais para a obtencdo de um protocolo
eficiente de criopreservacdo (MAZUR, 1970). Por esse motivo, antes de ser congelado, o
material deve ser submetido a um processo de desidratagcdo que pode ser fisica, obtida atraves
de dessecacéo pelo ar, em camara de fluxo laminar, ou silica gel (CHMIELARZ et al., 2011),
ou por acdo de crioprotetores capazes de provocar uma desidratacdo osmotica caracteristica
do processo de vitrificacdo, descrito abaixo. Esses métodos tém por objetivo a retirada
maxima de agua presente dentro do compartimento celular, tornando-o protegido contra a
formacéo de cristais de gelo que poderiam ocorrer durante o processo de congelamento. A
sobrevivéncia dos tecidos vegetais a criopreservacado estd extremamente relacionada a sua
capacidade de tolerar a desidratacdo (SANTOS, 2000). Cada espécie apresenta um teor de
agua ideal para a sobrevivéncia ao congelamento e descongelamento (POPOVA et al., 2010).
Portanto, € de suma importancia a avaliacdo da desidratacdo celular, pois indica se 0s
componentes celulares se adaptam facilmente as condigdes de estresse osmotico (BHUSHAN
et al., 2011). Estudos anteriores revelam que plantas tropicais necessitam de tratamentos
criogénicos especificos que promovam artificialmente a desidratacdo celular e induzam
tolerancia a temperaturas ultra-baixas, ja que essas espécies, devido as suas origens, ndo
desenvolvem esse tipo de tolerancia naturalmente (ENGELMANN E TAKAGI, 2000;
ARNAO et al., 2008).

1.1.2.2 Vitrificagao

E definida como um processo fisico onde o conteddo intracelular congela a
temperaturas ultra-baixas, sob a acdo de uma solucéo altamente concentrada de crioprotetores,
sofrendo uma transicdo do estado liquido para o estado vitreo, meta-estavel, sem a formacéo
de cristais. Durante o congelamento, o conteudo intracelular torna-se bastante concentrado
devido a produgdo de vérios solutos compativeis, até o equilibrio osmético com o ambiente
extracelular através da membrana plasmatica. Esse ponto indica que o tecido esta protegido
contra a desidratacdo excessiva, pela manutencdo do volume celular. O material assim
congelado sofre um bloqueio metabdlico e, a difusdo molecular através de movimentos intra e
extracelulares € interrompida, impedindo assim, a formacéao de cristais de gelo (ARMITAGE
e RICH, 1990). Consequentemente, esse estado vitrificado explica a tolerancia as altas taxas

de resfriamento e aquecimento, e também a estabilidade celular durante o congelamento em
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NL (ARMITAGE e RICH, 1990), uma vez que alteragdes fisicas e quimicas podem ser
prevenidas durante o processo de desidratacdo (ARNAO et al., 2008).

As técnicas de vitrificacdo foram desenvolvidas com base nesse processo natural, e
foram obtidas por meio da desidratacdo dos tecidos por exposicdo artificial a solugdes
concentradas de crioprotetores quimicos, durante o pré-tratamento (ENGELMANN, 2004).
Atualmente, vém sendo desenvolvidos diferentes protocolos de vitrificagdo variando-se a
composicdo das solucbes crioprotetoras, sendo as substdncias mais utilizadas:
dimetilsulfoxido (DMSO), etileno glicol, glicerol e propileno glicol (SAKAI et al., 2007). Os
protocolos também variam em funcdo do tempo de exposicdo e das etapas de crioprotecdo
necessarias, dependendo das caracteristicas fisiologicas de cada espécie. Essa técnica tem sido
muito utilizada com espécies de clima tropical, categoria que relne muitas espécies nativas,
com potencial medicinal (OZUDOGU et al., 2012; MA et al., 2012; CHUA et al., 2011,
FANG et al., 2011; SAJINI et al., 2011).

Mais recentemente, foram desenvolvidas técnicas adaptativas como o0
encapsulamento/vitrificacdo ou encapsulamento/desidratacdo, onde o explante é envolvido
por uma capsula formada de alginato de sodio, geralmente antes de ser submetido aos
procedimentos de desidratagdo. Estas técnicas permitem a utilizacdo de concentracGes mais
altas de crioprotetores durante a pré-cultura, induzindo maior tolerancia a desidratacdo, que
poderia ser letal para o explante se ndo houvesse essa forma de protecdo. A cépsula de
alginato de sodio, além de conferir protecdo, disponibiliza os nutrientes para o explante
durante todas as etapas de pré-tratamentos (ENGELMANN, 2011 a).
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1.2 Petiveria alliacea L.

Figura 1- Petiveria alliacea L., individuo da populacéo de Niteroi (NT).

Essa espécie & conhecida popularmente como guiné, erva-de-alho, erva-tipi ou
amansa-senhor entre outros nomes (KUBEC, 2003) e tem sido tradicionalmente usada na
medicina popular, devido a diversas atividades farmacoldgicas muitas ja comprovadas
cientificamente, como antinflamatdria, antimicrobiana, antitumoral, diurética, anestésica,
entre outras (GOMES et al., 2008; BLAINSKI et al., 2010; URUENA, et al., 2008;
DUARTE, 2005). O extrato alcoolico é recomendado para uso externo no tratamento de
paralisias e reumatismo, enquanto a raiz € usada contra dor de dente. Os efeitos neurolégicos
sdo conhecidos desde o tempo dos escravos, que misturavam as raizes pulverizadas ao
alimento consumido por seus senhores, 0 que causava superexcitagéo, insonia, alucinagdes,
convulsdes e morte. Por essa razéo as folhas séo ainda hoje amplamente utilizadas em rituais
religiosos, além de serem usadas em banhos e na producdo de defumadores (CASTELLAR et
al., 2011).
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1.2.1 Classificacao e distribuicdo

Petiveria alliacea L. é uma dicotiledénea herbacea subarbustiva, perene, pertencente a
familia Phytolaccaceae. A espécie se caracteriza por seus ramos eretos, folhas lisas, alternas,
elipticas e minusculas flores brancas em espigas terminais, além de forte odor alidceo
(PONTE et al. 1996; GOMES et al, 2004).

Embora nativa da Regido Amaz6nica, atualmente apresenta distribuicdo geografica
ampla, sendo encontrada desde a América Central, incluindo o Caribe, até a América do Sul,
assim como em alguns paises dos continentes Africano e Asiatico com clima tropical. Pode
ser encontrada em toda a extensdo territorial do Brasil, com populagdes concentradas em

regides de floresta pluvial.

1.2.2 Estudos fitoguimicos e farmacoldgicos

Véarios compostos quimicos ja foram caracterizados, com distribuicdo variada nas
diferentes partes da planta. Alguns dos compostos encontrados, preferencialmente, nas raizes
foram benzaldeido, dibenzildissulfeto, cis- e trans-stilbeno, dibenziltrissulfeto e cumarina
(KUBEC, 2003; DE SOUZA, 1990). Nas folhas, foram identificados flavondides como 6-C-
formil e 6-C-hidroximetil, além de outros compostos como glicosideos
saponinicostriterpenos, isoarborinol, isoarboriol acetato, isoarborinolcinamato, esterdides,
alcaldides e tanino (DE SOUZA, 1990; DELLE-MONACHE, 1992, 1996). A ocorréncia de
varios polissulfetos nesta espécie, como: dibenziltrissulfeto (DTS), dibenzildissulfeto (DDS),
benzilhidroximetil sulfeto e dibenziltritiometano foi relatada em 1990 (DE SOUZA, 1990). O
DTS é o principal composto lipofilico de P. alliacea, tendo sido identificado como um
componente imunomodulatério que também apresenta propriedades neurotdxicas e
citostaticas (ROSNER et al. 2001). Portanto, a producdo biotecnoldgica da espécie apresenta
grande interesse devido a possibilidade de fornecer matéria prima para a industria
farmacéutica, ja que a sintese quimica de algumas substancias complexas, ainda nao é

possivel industrialmente.
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A cultura de tecidos de Petiveria alliacea L. foi estabelecida anteriormente através de
diferentes estratégias que permitiram a producdo de plantas via amplificacdo meristematica
(CASTELLAR, 2006) e embriogénese somatica (CANTELMO, 2011), além da calogénese e
da cultura de células em suspensdo (CASTELLAR et al., 2011). Estudos fitoquimicos
revelaram a presenca de flavonoides e dimetildissulfeto DDS, um polissulfeto precursor de
dimetiltrissulfeto (DTS) em diferentes extratos de folhas e raizes de plantas desta espécie,
mantidas in vitro (SOARES, 2011). A presenca de DTS ja foi detectada, em extratos obtidos
de embrides somaticos (WEBSTER et al., 2008; CANTELMO, 2011), assim como de raizes
de plantas convertidas e aclimatizadas (CANTELMO, 2011) .

A propagacdo vegetativa in vitro, através das diferentes vias possiveis, constitui uma
ferramenta interessante para a producdo de novos individuos, porém, fatores causadores de
estresses, inerentes a cultura, como picos de temperatura, salinidade variavel e utilizacdo de
reguladores de crescimento podem ocasionar alteragdes genéticas denominadas variacdes
somaclonais (SCOWCROFT, 1981; CASSELLS e CURRY, 2001). Essas variagoes
constituem o principal contratempo tanto para a conservacgéo in vitro de germoplasma vegetal,
quanto para a producéo biotecnoldgica de metabolitos atraves da cultura. Por essa razdo, 0s
protocolos desenvolvidos devem evitar ou minimizar o aparecimento de variagOes e assim,
dentre as técnicas disponiveis atualmente, a criopreservacdo € considerada a técnica mais
segura, do ponto de vista genético, para a conservacao in vitro.

Com base no exposto, a producdo biotecnologica e a conservacdo de plantas
medicinais, assim como de sistemas de producdo de metabolitos representam um avancgo

tecnoldgico com reflexos importantes na indudstria fitoquimica e na economia do pais.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral, o estabelecimento de métodos de
conservacao in vitro de germoplasma de Petiveria alliacea, através da cultura de tecidos

vegetais e criopreservacao.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1. Estabelecer a embriogénese somatica para diferentes linhagens estudadas, a partir
de folhas de plantas in vitro.

2.2.2. Conservar in vitro plantas matrizes coletadas em diferentes populacdes, atraves do
desenvolvimento meristematico, multiplicacdo meristematica e embriogénese somatica.

2.2.3. Avaliar métodos de criopreservacgdo (vitrificacdo, encapsulamento/vitrificacdo e
encapsulamento/desidratacdo) em embriGes somaticos visando a aplicacdo a genotipos de

interesse.
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3 METODOLOGIA

3.1 Material Vegetal

Plantas envasadas e mantidas no Telado do Nucleo de Biotecnologia Vegetal da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro foram usadas como matrizes. Essas plantas foram
coletadas em populacdes localizadas em diferentes regides do RJ (Marechal Hermes, Niteroi,
Magé), assim como a partir do Horto Botanico da UERJ (Vila Isabel), tendo sido
caracterizadas recentemente (SOARES et al. 2012). (Quadro 1).

Quadro 1 - Origem e registro em herbéario das populagdes P. alliacea L. coletadas em
diferentes locais da regido central do estado do Rio de Janeiro, Brasil

. - . Registro
Origem Codigo | Localizagéo HRJ
Mage MG 22°64°32.18”S e 43°12°22.26”0 elev 13 m 11.131
Marechal Hermes | MH 22°51°24.467Se43°22°13.75"0 elev 17 m 11.711
Niteroi NT 22°53’55.95”S e 43°05°09.37”0 elev 54 m 11.710
Vila Isabel VI 22°54°57.57”S e 43°14°18.54”0 elev 22m 11.618

Linhagem embriogénica em cultura ha 24
Planta envasada | AL ) ) ) 10.371
meses (Nucleo de Biotecnologia Vegetal)
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3.2 Condicoes de cultura

As culturas foram mantidas a temperatura de 30°C+2°C, sob fotoperiodo de 16h e intensidade
luminosa média de 46 pmoles.m?.s™, fornecida por lampadas fluorescentes do tipo branca

fria.

3.3 Germinagdao in vitro

Amostras de sementes das plantas matrizes das respectivas populagfes foram
submetidas a descontaminagdo através de uma sequéncia definida: (i) lavagem inicial com
detergente em agua corrente; (ii) tratamento com alcool 70% por 2 minutos; (iii) hipoclorito
0,5% por 2 minutos e (iv) Tween 1% e Benlate® a 1% por 15 minutos; (v) Agrimicina® a
1% por 15 minutos (SOARES, 2011).

A seguir, as sementes foram manipuladas assepticamente, em fluxo laminar, onde
foram submetidas a lavagem com &gua esterilizada, sendo entdo inoculadas em diferentes
meios de cultura: (i) MS sem adicdo de reguladores de crescimento (MSQ0), (ii) MS
suplementado com Benlate® 0,04 g/L e Agrimicina® 300 mg/L e (iii) MS suplementado com
AlA 0,6 uM. Foram utilizadas amostras de 10 sementes e 0s experimentos foram repetidos
trés vezes, para a determinacdo da percentagem de germinacao de cada populagéo estudada.

3.4 Cultura de Tecidos Vegetais

As plantas derivadas da germinagédo in vitro foram utilizadas como doadoras de
diferentes explantes para a micropropagacdo de plantas in vitro a partir das diferentes
populacdes estudadas. Amostras de apices caulinares, segmentos nodais excisados dessas
plantas foram inoculados em meio MSO visando a producdo e multiplicagéo de plantas por
via meristematica (SOARES,2010). Além disso, folhas das plantas das diferentes culturas
obtidas foram utilizadas para a inducdo e o estabelecimento da embriogénese somatica. As
plantas assim obtidas foram usadas como doadoras de apices caulinares para criopreservacao,

e de folhas para indugdo embriogénica.
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Amostras das folhas das mesmas plantas foram inoculadas em MS suplementado com
PIC (20,0 uM) ou 2,4D (22,6 uM) visando a producdo de embrides somaticos com base em
protocolo definido anteriormente (CANTELMO, 2011). Ap6s 60 dias de incubacdo a 30+2° C
em camara de crescimento sob intensidade luminosa de 46 pmol. m-,.s-, as culturas foram
avaliadas pela frequéncia de regeneracdo dos explantes (folhas) e pelo numero de embrides
por explante. Os embrides foram retirados do explante foliar e mantidos em meio de cultura
MS % suplementado com fitagel (2%). A avaliagdo da multiplicacdo desses embrides das
linhagens de NT e MH foi realizada ap6s 30, 60, 90 e 120 dias, aqueles da linhagem V1 foram

avaliados em até 60 dias.
3.5 Criopreservacdo de Embrides Somaticos

Experimentos de criopreservacdo de embriGes sométicos foram padronizados com a

linhagem AL, e foram utilizados embrides excisados diretamente a partir do tecido foliar.

Pré-cultura: embrides sométicos foram mantidos em meio MS % suplementado com
fitagel (2%) por sete dias antes dos tratamentos. A seguir foram pré-cultivados em meio MSY2
suplementado com diferentes concentracdes de sacarose (0,3, 0,5 e 0,7M) por 24h. Os
experimentos foram realizados com amostras de cinco embrifes e avaliados pela taxa de
desidratacdo calculada com base no teor hidrico (T.H.) apds cada tratamento. O T.H foi
calculado segundo a formula (WENG et al., 2011):

TH. - (PF-PS)x100
PF

Onde: PF = peso fresco e PS=peso seco
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Vitrificacdo: Na etapa seguinte, os embrides foram distribuidos em criotubos e
tratados com PVS2 (sacarose a 0,4M, glicerol a 30%, etileno glicol a 15% e DMSO a 15%)
(SAKAI et al., 1990) e PVS3 (glicerol a 50% + sacarose a 50%) (Nishizawa et al., 1993) por
diferentes periodos de tempo (0, 15, 30, 45 ou 60 minutos). A seguir, a solucéo crioprotetora
foi removida e, substituida por 1 mL dessa mesma solugdo fresca, antes da imersdo em NL.
Apbds o congelamento por 24h, criotubos contendo os embriGes somaticos foram
descongelados rapidamente, em banho-maria a 40°C por um minuto. Em seguida, a solugéo
crioprotetora foi substituida por meio MS Y% suplementado com sacarose a 1,2M por 5
minutos, sendo esse meio diluido gradativamente pela substituicdo por meio MS %2 liquido e
em seguida, os explantes foram mantidos no escuro até o inicio de sua recuperacdo. Para a
recuperacdo e multiplicacdo dos embrides, foram testados diferentes meios de recuperacéao
(semi-sélido e liquido): MS % + fitagel (a 2%),ou MS suplementado com diferentes
concentracfes de BAP (4,44 ; 13,32 e 22,19 uM), em combinagdo com PIC (20 uM). Ja a
avaliacdo da recuperagdo de embrides submetidos ao tratamento com crioprotetor PVS3, foi

testado somente o meio de cultura MS¥% suplementado com fitagel 2%.

As taxas de sobrevivéncia foram avaliadas através do teste com TTC em cada etapa do
tratamento, antes e apds o congelamento em NL e a regeneracao foi avaliada apos 60 dias de
cultivo nos diferentes meios de recuperacdo. Em todos os experimentos foram utilizados 5-10
explantes por tratamento e cada experimento foi repetido pelo menos trés vezes.

Teste colorimétrico do Trifenil Tetrazolio (TTC): Os embribes foram imersos em 1mL
da solugdo de TTC e, em seguida submetidos a vacuo por dez minutos e incubados a uma
temperatura de 28°C. Ap6s uma hora de incubacdo, a percentagem de sobrevivéncia foi
avaliada pela observacdo visual de alteracdo na coloragdo dos embrides (MIKULA, et al.
2006). Nesse experimento, foram utilizadas amostras de cinco embrides submetidas a cada

tratamento.

Encapsulamento/vitrificacdo: apds os tratamentos de desidratacdo descritos acima, 0s
embrides somaticos foram imersos em meio MS liquido suplementado com alginato de sédio
a 3%. A solucdo contendo os embriGes ou &pices foi gotejada em uma solucdo de MS
suplementada com cloreto de célcio a 0,1M. Apos a polimerizacdo completa (15-30 min), a
28°C sob agitagdo (100 rpm), as céapsulas formadas foram desidratadas em PVS2, por
diferentes periodos de tempo, sendo entdo imersas em NL. O descongelamento e a
recuperacdo do material seguiram o mesmo procedimento da vitrificacdo. Para a recuperacao

desse material, foram utilizados meios de cultura semi-sélido MS% + fitagel e MS
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suplementado com PIC (20uM). Todos os experimentos de criopreservacdo foram repetidos

pelo menos trés vezes com cinco explantes para cada tratamento.

Encapsulamento/desidratacdo: Neste experimento, 0s embrides somaticos apos
passarem pelo pré-tratamento de desidratacdo em diferentes concentracfes de sacarose,
foram, encapsulados ou ndo, em alginato de calcio, como descrito acima, e colocados sobre
papel filtro, em placas de petri. Em seguida, foram expostos a desidratagdo em fluxo laminar
por diferentes periodos de tempo (5,10 e1l5 minutos). A seguir, os embrides foram colocados
em criotubos (2mL) e imersos em nitrogénio liquido por 24h (POPOVA et al., 2010). Apos 0
congelamento, foram avaliados 0s meios de recuperacdo MS % + fitagel e MS suplementado
com PIC (20um). A avaliacdo da sobrevivéncia foi feita da mesma forma descrita no item

acima.

Apos cada pre-tratamento, cerca de cinco embrides foram inoculados no meio de

conversao (MS Y, suplementado com fitagel a 2%), para a obtenc&o de um controle.

3.6 Criopreservacéo de Apices Caulinares

Para esses experimentos, foram utilizados os explantes excisados de plantas das
linhagens: AL e NT.

Para a pre-cultura, os apices caulinares, com cerca de 1 cm de comprimento, excisados
de plantas obtidas in vitro, foram inoculados em meio MS suplementado com diferentes
concentragdes de sacarose (0,3 — 0,5 — 0,7M) por 24h. Os experimentos foram realizados com
uma amostra de quatro explantes por tratamento e a avaliacao da desidratacédo e a taxa do teor
hidrico foi obtida seguindo o mesmo protocolo descrito na pré-cultura de embriGes somaticos.

Na etapa de vitrificacdo, os apices caulinares de plantas in vitro das linhagens AL e
NT, apds submetidos a pré-cultura em sacarose, foram entdo expostos, as solugdes
crioprotetoras (PVS2 ou PVS3), por periodos de tempo de 0, 30 ou 60 minutos, e imersos em
NL. O descongelamento foi realizado rapidamente, conforme descrito anteriormente. Apos 0
descongelamento e a retirada das solugdes crioprotetoras, os explantes da linhagem AL foram
inoculados em meio MSO e explantes oriundos da linhagem de NT, em meio MS
suplementado com BAP (22,19 uM). Todas as culturas foram incubadas em cémara de
crescimento, no escuro até o inicio de sua regeneracédo e, em seguida, foram transferidos para

intensidade luminosa de 46 pmol.m™.s™a 30+2 °C. A transferéncia desse material foi



34

realizada na presenca da luz verde. A recuperacdo foi avaliada através da regeneracdo dos

apices apos 30 dias de cultivo.

3.7 Andlise Estatistica

Os experimentos foram repetidos pelo menos trés vezes, utilizando-se grupos de 5
explantes. A avaliacdo estatistica dos dados experimentais foi realizada através da anélise de
variancia (ANOVA) e do teste de comparagbes multiplas, com o auxilio do programa
Graphpad InStat. Foram considerados significativos os valores de p < 0,05, tendo sido

adotado um intervalo de confianga de 95%.
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4.1 Germinagao in vitro
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As sementes das populagdes estudadas (MG-MH-NT-VI) foram descontaminadas com

sucesso em 80% das amostras. ApO0s uma semana de cultivo foi possivel observar o

desenvolvimento de raizes em sementes inoculadas em meio de cultura suplementado com

AlA a 0,6 uM. Em relacdo as sementes da populacdo NT, o desenvolvimento da parte aérea

era visivel, apds duas semanas, e em trés semanas as plantas ja atingiam 3 cm de

comprimento (Figura 2).

Foi obtida uma taxa de germinacdo de 90-100% considerando-se todas as populacdes e

todos os meios testados, sendo que as plantas germinadas em meio de cultura suplementado

com AIlA 0,6 uM alongaram mais rapidamente, mostrando-se mais desenvolvidas ao final de

30 dias de cultura (Figura 3).

D

Figura 2 - Processo germinativo de sementes de P.alliacea L. (NT) em
MS suplementado com AlA a 0,6 puM.

Legenda: A) sementes ap6s inoculacdo; B) emergéncia da radicula apds 1
semana de cultivo; C) Partes aéreas apds 2 semanas de cultivo; D)

plantulas ap6s 3 semanas de cultivo. Barra = 1cm

Foto: Bianka de Oliveira Soares
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Figura 3 - Desenvolvimento das plantulas de Petiveria alliacea L.
orilinda do processo de germinacdo in vitro em diferentes meios de
cultura ap6s 30 dias de cultivo.

4.2 Cultura de Tecidos Vegetais

Multiplicacdo meristematica: as plantas de todas as populaces estudadas foram
propagadas a partir de explantes de apices caulinares e segmentos nodais das plantas
germinadas in vitro, com frequéncias de 100%. Estas plantas vém sendo subcultivadas
mensalmente, perfazendo atualmente cerca de 72, 157, 83,123 e 292 plantas completas das
linhagens MH, MG, NT, VI e AL respectivamente.

Embriogénese somatica: as culturas de segmentos foliares em presenca de PIC
(20uM) ou 2,4D (22,6 uM) foram avaliadas semanalmente e apds 60 dias de cultivo, foi
possivel observar a proliferacdo direta de embrides sométicos (Figuras 4 e 5), reproduzindo-se
os resultados obtidos anteriormente com linhagem AL (CANTELMO, 2011). O melhor
resultado para a cultura de embrides das linhagens AL, VI, MH e NT com uma taxa de 100%
de regeneragdo, foi obtido em meio MS suplementado com PIC (20uM) (Tabela 2).
Entretanto, em cultura de explantes foliares mantidos em meio MS suplementado com 2,4 D
(22,6 uM), também foi observada a formacdo de raizes além de um pequeno ndmero de
embrides somaticos nas folhas das plantas de trés populagdes utilizadas (VI, NT, MG)
(Figura 5).
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Figura 4 - Proliferacdo de embriGes somaticos diretamente a partir de explantes foliares
de Petiveria alliacea L. cultivados em meio MS suplementado com PIC (20,0 uM), apds
60 dias de cultura.

Legenda: A) Linhagem AL (AL); B) linhagem VI; C) linhagem NT; D) linhagem MH.
Barra = 1cm

Tabela 2 - Frequéncia de formacéo de embriGes somaticos de Petiveria alliacea L. primarios a
partir de explantes foliares das diferentes linhagens estudadas.

Frequéncia de formacédo de embrides

Origem das matrizes (%)
PIC (20uM) 2,4D (22,6uM)
VI 100 40
MG 0 50
NT 100 0

MH 100 0
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Figura 5 - Explantes foliares de Petiveria alliacea L. cultivados em meio MS
suplementado com 2,4D (22,6 uM), ap6s 60 dias de cultivo.

Legenda: A) Formacéo de raizes (V1) seta amarela; B) Formacéo de embribes (V1) seta
vermelha; C) linhagem NT; D) linhagem MG. Barra = 1cm.

Foto: Liane Peixoto Rocha
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Para 0 acompanhamento da taxa de multiplicacdo embriogénica, os experimentos de inducéo
a partir de folhas mantidas em MS suplementado com PIC (20 uM) foram repetidos com as
linhagens NT, MH e VI. Apds 60 dias de cultivo, os embrides foram retirados da superficie
foliar e inoculados em meio de cultura MSY2 suplementado com fitagel 2%. O maior numero

de embrides por folha (cerca de 213) foi obtido com a linhagem MH (Figura6).

300,0 +
250,0

200,0

150,0

100,0

50,0 -

N° médio de embrides por explante

0,0 -

MH NT VI

Figura 6 - Numero de embribes por explante oriundos das diferentes
linhagens estudadas, mantidas em meio MS suplementado com PIC
(20uM), apds 60 dias de cultivo.

A contagem dos embrides foi realizada mensalmente apds 30, 60, 90 e 120 dias em
NT e MH. Durante o andamento do experimento, foi possivel observar uma multiplicacéo
crescente dos embrides da linhagem NT por 120 dias (Figura 7), enquanto os embrides de MH
(Figura 8) e VI (Figura 9) apresentaram um decaimento na sua multiplicacdo apds 30 dias de
cultura. Além disso, embrides das linhagens MH e VI apresentaram somente a forma globular
durante o periodo de acompanhamento das culturas. A linhagem VI, foi acompanhada apenas

até 60 dias de cultivo, devido a resposta mais lenta da cultura.
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Figura 7 - Acompanhamento da taxa de multiplicagdo de embrides somaticos da
linhagem NT até 120 dias. Os valores dos desvios padrdo ndo ultrapassaram a 15%
dos valores médios.
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Figura 8 - Acompanhamento da taxa de multiplicacdo de embrifes somaticos da
linhagem MH até 120 dias. Os valores dos desvios padrdo ndo ultrapassaram a 15% dos
valores médios.
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Figura 9 - Acompanhamento da taxa de multiplicagdo de embrides somaticos da
linhagem VI até 60 dias. Os valores dos desvios padrdo ndo ultrapassaram a 15% dos
valores médios.

O processo de inicio de conversdo a plantas so foi observado nos embrides somaticos da
linhagem NT apds 90 dias de cultivo em meio de cultura MS% + fitagel (2%), esses embrides
apresentaram também apds este periodo de cultivo, diferentes pigmentagdes, entre elas, uma

coloracédo avermelhada, indicando possivelmente a presenca de antocianina (Figura 10-B).

Figura 10 - Inicio de converséo dos embrides somaticos de Petiveria alliacea L. a plantas em meio
MS Y2 suplementado com fitagel 2%.

Legenda: (A) Linhagem VI apds 60 dias, (B) linhagem NT ap6s 120 dias — seta vermelha:
pigmentacdo avermelhada, seta amarela — inicio de conversdo, (C) linhagem MH ap6s 90 dias de
cultivo. Barra = 1mm.

Foto: Dr. Antbnio Carlos Freitas
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Os experimentos foram realizados com embrifes induzidos a partir de folhas de
plantas in vitro, de origem embriogénica, mantidas em cultura por 12 meses (linhagem AL).
Ap0s os tratamentos com diferentes concentracdes de sacarose (0,3- 0,5 e 0,7M), os embrides
sofreram uma desidratacdo proporcional a0 aumento da concentracdo de sacarose, atingindo
24% na maior concentracdo testada (Tabela 3). O teste do TTC indicou a sobrevivéncia dos

embrides quando tratados por diferentes concentragdes de sacarose (Figura 11).

Figura 11 - EmbriGes somaticos de Petiveria alliacea L. tratados em diferentes
concentragOes de sacarose e submetidos ao teste colorimétrico TTC.
Legenda: (A) Controle, (B) 0,3M, (C) 0,5M e (D) 0,7M. (10x)

Tabela 3. Efeito da pré-cultura em meio suplementado com diferentes concentracGes de
sacarose (24h) no teor hidrico dos embrides somaticos da linhagem AL ap6s 60 dias de
cultivo.

Concentragéo de Frequéncia de

Sacarose Teor hidrico multiplicagdo
(M) (%) Apods 60 dias
(%)
0 91 100
0,3 79 85
05 75 100

0,7 67 80
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Embrides somaticos tratados apenas com a sacarose em diferentes concentracgdes,
mantiveram sua capacidade multiplicativa em cultura em meio MS %2 suplementado com
fitagel 2%, ao longo de subculturas mensais (até 60 dias) (Figura 12). Foi possivel observar a
presenca de raizes em embrides tratados com 0,3 e 0,7M de sacarose (Figura 12A e E),
enquanto que os embrides tratados com sacarose a 0,5M apresentaram diferentes estagios de

desenvolvimento além do inicio de conversdo a planta (Figura 12B, C e D).

Figura 12 - EmbriGes somaticos desidratados por sacarose em diferentes concentragoes,
apos 60 dias de cultivo em meio MSY2 suplementado com fitagel 2%.

Legenda: (A) formagdo de raizes em 0,3M (seta vermelha); (B) 0,5M- embrido na fase
torpedo (seta amarela) ; (C) 0,5M- cotiledonar (seta branca); (D) 0,5M- inicio da
conversao; (E) 0,7M- raizes. Barra = 1mm.

Foto: Bianka de Oliveira Soares
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4.3.2 Vitrificagdo

Apbs a desidratacdo causada pelo tratamento em sacarose, 0s embrides foram expostos
por diferentes periodos (0,15,30,45 ou 60 minutos) as solucdes crioprotetoras PVS2 e PVS3.
Apos vitrificagdo em PVS2, foram observadas taxas de sobrevivéncia pelo TTC de 100%, nos
menores tempos de exposi¢do (15 minutos), em embrides tratados com todas as concentragdes
de sacarose (Figura 13), enquanto que exposicdes mais demoradas inviabilizaram totalmente
os explantes (Tabela 4). A vitrificagdo com PVS3 também possibilitou sobrevivéncia de
100% em embrides tratados com todas as concentragcdes de sacarose testadas, nos tempos de
15 e 30 minutos de exposicdo (Tabela 5) (Figura 14), indicando que, além da desidratacdo em
sacarose, a solucéo de vitrificacdo também afetou a sobrevivéncia.

Os embrides controle, ndo congelados em NL, tratados com a sacarose e as solucfes
de vitrificacdo, em diferentes tempos de exposi¢cdo, mantiveram sua capacidade multiplicativa
em cultura em MS % suplementado com Fitagel 2%, através de subculturas mensais (Figura
15).

0,3M  0,5M 0,7M

Figura 13 - Efeito da pré-cultura em meio contendo diferentes concentragdes de sacarose
na viabilidade de embriGes somaticos submetidos ao PVS2 por 15 min determinado pelo
TTC.

Legenda: (A) Controle sem a pré-cultura (30x); (B) Embrides submetidos a diferentes
concentragdes de sacarose (10x).
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Tabela 4 - Sobrevivéncia de embrides somaticos de Petiveria alliacea L. submetidos ao
tratamento com diferentes concentracbes de sacarose e expostos por diferentes tempos na
solucédo de PVS2 antes e ap0s o congelamento em NL.

Sobrevivéncia pelo TTC (%)

Pré-cultura em PVS2 Teor Hidrico
i 0,
sacarose (24h) (min) (%) ‘NL +NL
0,3M 15 45 100 100
30 60 0 0
45 42 0 0
60 11 0 0
0,5M 15 45 100 100
30 52 0
45 33
60 14
0,7M 15 61 100 100
30 63 0 0
45 38 0 0

60 9 0 0
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Tabela 5 - Sobrevivéncia de embrides somaticos de Petiveria alliacea L. submetidos ao
tratamento com diferentes concentracdes de sacarose e expostos por diferentes tempos na
solucdo de PVS3, antes e apds o congelamento em NL.

Pré-cultura em PVS3 Teor Hidrico Sobrevivéncia pelo TTC (%)
sacarose (24h) (min.) %)
-NL +NL
0,3M 15 37 100 100
30 32 100 100
45 30 0 0
60 59 0 0
0,5M 15 38 100 100
30 11 100 100
45 31 0 0
60 0 0 0
0,7M 15 38 100 100
30 35 100 100
45 15 0 0
60 20 0 0

0,3M 0,5M 0,7M 0,3M 0,5M 0,7M

Figura 14 - Efeito da pré-cultura em meio contendo diferentes concentracdes de sacarose na
viabilidade de embrides sométicos submetidos ao PVS3 por 15 min, determinado pelo TTC.
Legenda: (A) Controle sem a pré-cultura (20x); (B) Explantes expostos por 15 min e (C)
Explantes expostos por 30 minutos (10x).
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Figura 15 - EmbriGes somaticos submetidos a desidratacdo pela sacarose a 0,5M e PVS2
15 min ndo congelados em NL, cultivados em meio MS¥% suplementado com fitagel a
2%, apos 60 dias de cultivo. Barra = 1mm.
Foto: Dr. Antbnio Carlos Freitas

A capacidade multiplicativa dos embrides submetidos ao tratamento com as solucgdes
crioprotetoras (PVS2 e PVS3) por 15 minutos foi avaliada apos 90 dias de cultivo em meio de
cultura sélido MSY2 suplementado com fitagel 2% (Tabelas 6 e 7) (Figura 16). Apesar das
altas taxas de recuperacdo obtidas nos tratamentos de vitrificacdo testados (100%), a
recuperacdo dos embrides apos a cultura em meio MS suplementado com fitagel a 2% foi
muito lenta. Por essa razdo, a recuperacdo embriogénica apos o tratamento com PVS2 foi
também testada em meio liquido, com a mesma composi¢do. Neste experimento, observou-se
que, a maior desidratacdo obtida com a solugédo de sacarose 0,7M, apesar de reduzir a
sobrevivéncia dos embrides ndo congelados favoreceu, proporcionalmente, em relacéo ao teor
hidrico, uma taxa de recuperacao de 40%, apds o descongelamento (Tabela 8).

Com objetivo de otimizar a resposta de recuperagdo embriogénica ap6s o tratamento
com PVS2 e congelamento em NL também foi avaliada a utilizagdo do fitorregulador BAP
em diferentes concentracdes nomeio de indugdo embriogénica (MS suplementado com PIC
20uM) . A suplementacdo com diferentes concentracfes de BAP causou uma reducdo na
capacidade de recuperacdo dos embrifes ap0s 0 seu descongelamento (Tabela 9). Entretanto,
a utilizacdo de BAP nas concentracdes de (4,44 e 22,19uM), favoreceu o surgimento de calos,
além de diferencas na coloracdo desses embrides (Figura 17).

A influéncia da composicdo do meio na recuperacdo de embriGes submetidos a
vitrificacdo e congelamento em NL, também foi avaliada a suplementacdo do meio liquido
(MS + PIC 20uM) com diferentes concentragdes de BAP. Observou-se que a presenca de
BAP melhorou a frequéncia de recuperacdo dos embrides (86%) (Tabela 10), em comparacéo
com aqueles inoculados nos meios de cultura semi-sélidos com as mesmas composicdes
(80%) (Tabela 9). Observou-se também que esse regulador induziu a recuperacdo de embrides
congelados em todas as concentracBes testadas, sendo obtida uma taxa méxima de
recuperacdo de 92,5% para a concentracdo de 22,19 uM de BAP (Tabela 10). Foi possivel
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também observar células ndo morfogénicas em suspensdo, o que indica possivelmente o

desenvolvimento calogénese.

Tabela 6 - Frequéncia de recuperacdo de embrides somaticos de Petiveria alliacea L.
submetida, ou ndo, ao congelamento em NL apds tratamento com diferentes
concentracdes de sacarose e expostos por diferentes tempos de exposi¢do ao PVS2, em
meio de cultura semi-sélido MSY. suplementado com fitagel 2%, apds 90 dias de
cultivo.

Frequéncia de recuperagéo

Pré-cultura em PVS2 Teor Hidrico (%)
sacarose (min) (%)
(24h) -NL +NL
0,3M 15 45 85 25
0,5M 15 45 100 100
0,7M 15 61 100 80

Tabela 7 - Frequéncia de recuperacdo de embriGes somaticos de Petiveria alliacea L.
submetidos, ou ndo ao congelamento em NL apo0s tratamento com diferentes
concentragdes de sacarose e expostos por diferentes tempos em solucdo de PVS3, em
meio de cultura s6lido MS¥2 suplementado com fitagel 2%, apds 90 dias de cultivo.

Frequéncia de Recuperagédo

Pré-cultura em PVS3 Teor Hidrico (%)
sacarose (24h) (min.) (%)
-NL +NL
0,3M 15 37 100 100
30 32 100 70
0,5M 15 38 100 50
30 11 93 50
0,7M 15 38 100 50

30 35 70 66
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Figura 16 - Multiplicacdo dos embriGes somaticos
de Petiveria alliacea L. apds 90 dias de cultura em
meio MS Y% suplementado com fitagel 2%, pré-
tratados com PVS2 (15 min) e congelados em NL.
Barra = 1mm.

Foto: Bianka de Oliveira Soares.

Tabela 8 - Frequéncia de recuperacdo de embriGes somaticos de Petiveria alliacea L.
congelados ou ndo em NL ap0s tratamento com diferentes concentracGes de sacarose e
PVS2 por 15 min, cultivados em meio liquido MSY2 ap6s 60 dias de cultivo.

Concentracao da Frequéncia de recuperagéo

sacarose na pré- PVS2 (%)
(min)
cultura (M)
-NL +NL
0,3 15 90 40
0,5 15 70 0

0,7 15 50 40
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Tabela 9 - Frequéncia de multiplicacdo de embrides somaticos de Petiveria alliacea L.
submetidos ao tratamento com sacarose 0,5M e PVS2 por 15 min, em meio de cultura
semi-sélido MS suplementado com PIC (20uM), suplementado com diferentes
concentracdes de BAP, apds 60 dias de cultivo.

Frequéncia de recuperagéo

Concentracdo de BAP no (%)
Meio de cutura (UM)

-NL +NL
4,44 100 50
13,32 53 43

22,19 93 80
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Figura 17 - EmbriGes somaticos de Petiveria alliacea L. submetidos ou ndo ao
congelamento em NL e cultivados em meio MS + PIC (20uM) suplementado com
diferentes concentracdes de BAP.

Legenda: (A, C e E) embrides controles ndo congelados - BAP 4,44uM; 13,32uM
e22,19uM (respectivamente); (B, D e F) embrides congelados em NL — BAP 4,44uM;
13,32uM e 22,19uM, com a presenca de calos (seta vermelha). Barra = Imm.

Foto: Bianka de Oliveira Soares
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Tabela 10 - Frequéncia de recuperacdo de embrides somaticos de Petiveria alliacea L.
submetidos ao tratamento com sacarose 0,5M e PVS2 por 15 min, meio de cultura
liquido MS suplementado com PIC (20uM) suplementado com diferentes
concentracdes de BAP, apds 60 dias de cultivo.

Concentracdo de BAP no meio Frequéncia de recuperagao (%)
It M
de cultura (UM) NL NL
4.44 100 50
13.32uM 100 50
22.19uM 3 86

4.3.3 Encapsulamento/vitrificacio

ApoOs a pré-cultura em sacarose 0,5M, a criopreservacdo também foi avaliada pela
técnica de encapsulamento em alginato de célcio. Assim os embrides foram primeiramente
encapsulados e submetidos a diferentes tempos de exposi¢do ao PVS2 (15, 30, 45 ou 60
minutos). Ap6s 90 dias de cultivo foi possivel observar a multiplicacdo dos embrides dentro
da cépsula tanto em MS % suplementado com fitagel 2% (Figura 18), quanto em MS
suplementado com PIC (20uM) (Figura 19).

Nesse experimento, foi possivel observar que quando encapsulados, os embrifes
somaticos resistiram aos maiores tempos de exposicdo a solucdo crioprotetora. Ambos 0s
meios utilizados permitiram a recuperacdo de 100% dos embrides tratados com PVS2 em
diferentes tempos de exposicéo (Tabela 11).
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Figura 18 - EmbriGes somaticos encapsulados, pré-tratados com sacarose (0,5M) e PVS2,
em processo de multiplicacdo em MSY2 suplementado com fitagel 2%, apoés
descongelamento.

Legenda: (A) multiplicagdo dentro da capsula; (B) PVS2 15 minutos - capsula ja rompida;
(C) PVS2 60 minutos. Barra = 1mm.

Foto: Bianka de Oliveira Soares

Figura 19 - Embrides somaticos
encapsulados, pré-tratados com sacarose a
0,5M e PVS2 por 30 minutos e recuperados
em MS suplementado com PIC 20uM, apds
o descongelamento. Barra = 1mm.

Foto: Bianka do Oliveira Soares
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Tabela 11 - Criopreservacdo de embrides de Petiveria alliacea L. pré-tratados com
sacarose 0,5M e PVS2 por diferentes periodos, encapsulados em alginato de calcio e
congelados em NL, ap6s 60 dias de cultura em diferentes meios.

Frequéncia de recuperagéo

%
PVS2 Meios de cultura %0)

min
(min) -NL +NL
15 100 100
MSY2+fitagel 2%
30 100 50
45 100 76
60 100 100
15 100 65
MS+PIC 20uM
30 100 100
45 100 47
60 100 47

4.3.4 Encapsulamento/desidratacdo

Amostras de embrides somaticos submetidos a desidratacdo em sacarose nas diferentes
concentragdes descritas (0,3 — 0,5 — 0,7M) foram encapsulados (ou ndo) e submetidos a uma
desidratacdo suplementar, por exposicdo ao ar do fluxo laminar, por diferentes periodos de
tempos (5, 10 ou 15 minutos).

Aparentemente, ndo houve diferenca na recuperacdo dos embrides ndo encapsulados,
submetidos a desidratacdo suplementar, entre os meios de cultura testados (Figura 20A e B).
Os embribes expostos ao PVS2 por tempos maiores (15 minutos) mostraram uma pequena
reducdo na percentagem de recuperacdo ap6s o congelamento (Tabela 12). Apesar disso, as
percentagens ainda foram elevadas (85%), indicando que a desidratacdo suplementar realizada

foi benéfica no sentido de aumentar a tolerancia dos embrides ao congelamento.



Figura 20 - EmbriGes somaticos ndo encapsulados, recuperados ap0s desidratagdo em
sacarose (0,3M) e exposicdo ao fluxo laminar por 5 min.

Legenda: (A) Meio MS Y2 suplementado com fitagel 2%;(B) Meio MS suplementado com
PIC (20uM). Barra = 1mm.

Foto: Bianka de Oliveira Soares
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Tabela 12 - Frequéncia de recuperacdo de embriGes somaticos de Petiveria alliacea
L. apo6s desidratacdo prévia em sacarose ndo-encapsulados e desidratacdo
suplementar em fluxo laminar e cultivo em diferentes meios de cultura, apos 60 dias
de cultivo.

Meios de Pré-cultura Desidratagdo o ancia de recuperacio (%)
cultura (24h) em fluxo | P
laminar (min.)
-NL +NL
MSYs+fitagel 0.3M 5 100 100
2%
10 100 80
15 90 80
0,5M 5 100 95
10 100 95
15 100 90
0,7M 5 100 100
10 100 85
15 100 85
MS+PIC
Yo 0.3M 5 100 100
10 100 100
15 76 70
0,5M 5 100 73
10 100 90
15 100 66
0,7M 5 100 100
10 95 70

15 80 30
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Em relacdo aos embrifes encapsulados em alginato de célcio, observou-se que, a
desidratacdo prévia em sacarose a 0,7M junto com a desidratacdo suplementar no fluxo
favoreceram a uma alta multiplicacdo embriogénica em meio MS suplementado com PIC
(20uM) (Figura 21). Problemas técnicos impediram a quantificacdo do experimento realizado,
ndo havendo tempo habil para repeticdo. Entretanto, o experimento j& se encontra em

andamento para a continuagéo do projeto.

Figura 21 - EmbriGes sométicos submetidos a desidratacdo prévia
em sacarose a 0,7M e pelo fluxo laminar por 5 minutos e
recuperados em meio MS suplementado com PIC 20uM. Barra =
Imm.
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4.4 Criopreservacdo de apices caulinares

Apices caulinares das plantas da linhagem AL passaram pelos mesmos tratamentos de
desidratacdo e vitrificacdo utilizadas com os embribes, sendo submetidos as solucBes
crioprotetoras (PVS2 e PVS3) por 0, 30 ou 60 minutos e mantidos no escuro por 30 dias. A
desidratacdo dos apices foi avaliada pela pré-cultura em sacarose isoladamente (Tabela 13),
Os resultados mostram que a pré-cultura isoladamente causou uma desidratacdo na faixa de
12 - 22 %, considerando-se todas as concentragdes testadas. A pré-cultura combinada a cada
solucdo de vitrificagdo testada também foi iniciada (Tabelas 14 e 15). Observou-se um
aumento da desidratagio em relagdo a pré-cultura isolada. Apices tratados com os diferentes
crioprotetores se mantém viaveis e se multiplicaram originando plantas completas em cultura.

Apesar das etapas de desidratacdo e pré-cultura terem sido estabelecidas
satisfatoriamente, os experimentos para quantificacdo da sobrevivéncia dos apices congelados
foram prejudicados em decorréncia de contaminacgdo endogena, de dificil controle, apesar dos
varios protocolos estabelecidos para a descontaminacdo dos explantes dessa espécie
(resultados ndo mostrados). A repeticdo desses experimentos encontra-se em andamento para
as proximas etapas do projeto.

Tabela 13 - Efeito do pré-tratamento com diferentes concentracdes de sacarose no
conteudo hidrico dos apices caulinares de Petiveria alliacea L.

Pré-cultura em

Tempo de exposi¢édo Teor Hidrico
sacarose (h) (%)
(M)
0 - 87
0.3 24 67
0.5 24 75
0,7

24 65




Tabela 14 - Efeito do pré-tratamento no contetdo hidrico dos apices caulinares de

Petiveria alliacea L. submetidos a pré-cultura e tratamento
tempos de exposicao.

com PVS2 em diferentes

Pré-tratamento em PVS2 Teor Hidrico

sacarose (24h) (min) (%)
O.3M 30 98

60 56

0,5M 30 64

60 34

0,7M 30 64

60 77

Tabela 15 - Efeito do pré-tratamento no contetdo hidrico dos apices caulinares de
Petiveria alliacea L. submetidos a pré-cultura e tratamento com PVS3 em diferentes

tempos de exposicao.

Pré-tratamento em sacarose PVS3 Teor Hidrico
(24h) (min) (%)
O.3M 30 33
60 25
0,5M 30 38
60 24
0,7M 30 43
60 42
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5 DISCUSSAO

Metodologias de conservagdo in vitro constituem uma alternativa importante aos
métodos convencionais de conservacdo de germoplasma vegetal ex situ. Ndo se encontra na
literatura, muitos estudos que abordem estratégias de conservacdo ex situ para Petiveria
alliacea L., apesar do alto potencial medicinal dessa espécie. Neste trabalho foram
desenvolvidos protocolos voltados para a multiplicagdo e conservagdo, baseados na
amplificacdo meristematica e na embriogénese somatica, visando também a producdo de

substancias de interesse.

A conservagdo in vitro de germoplasma dessa espécie foi estudada anteriormente
através de crescimento continuo (ativo) de tecidos meristematicos (CASTELAR et al., 2011;
SOARES, 2011) e embriogénese somética (CANTELMO, 2011).

A conservacdo de tecidos meristematicos possibilita a multiplicacdo rapida do
germoplasma conservado, facilitando sua utilizacdo imediata. Neste trabalho, uma das
linhagens utilizadas (AL) vem sendo mantida no Nucleo de Biotecnologia Vegetal da UERJ
h& oito anos por esse método, sem reducdo na frequéncia de regeneracdo dos diferentes

explantes testados, por organogénese ou embriogénese somatica.

A micropropagacdo a partir de plantas coletadas em diferentes regides do Rio de
Janeiro, também foi estabelecida anteriormente e essas plantas ja foram avaliadas quanto a
diversidade quimica na producdo de terpenos e flavonodides (SOARES et al., 2012).
Entretanto, neste trabalho, a cultura das diferentes linhagens de Petiveria alliacea L., foi
estabelecida a partir da germinacdo in vitro de sementes, devido as dificuldades em se obter
plantas, em boas condi¢des fitossanitarias, através da cultura de segmentos nodais das
matrizes de campo, nesta etapa do projeto.

A partir das plantas obtidas por germinacao foram também estabelecidos os protocolos
de embriogénese somatica, demonstrando-se 0 sucesso e a aplicabilidade dos protocolos
estabelecidos anteriormente (CANTELMO, 2011) as novas linhagens estudadas neste
trabalho.

O processo embriogénico de Petiveria alliacea foi influenciado pelo tipo de
fitoregulador utilizado e pelo gendtipo das diferentes linhagens. De acordo com a literatura, 0s
melhores resultados de inducdo foram obtidos, para outras espécies, em resposta a PIC ou
2,4D, fitoreguladores que pertencem ao grupo das auxinas, e muito utilizados na obtencédo de
culturas embriogénicas (GUERRA et al, 1999; VASIL, 1982). Neste grupo, o 2,4D e
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Picloram s&o os mais empregados para esse fim (MORINI et al., 2000; CASTILLO et al.,
1998, MENDOZA E KAEPPLER, 2002; FEHER et al., 2003; GUERRA E NODARI, 2006).
Como relatado por CANTEMO (2011), neste trabalho a presenca desses fitoreguladores
também induziu a formacdo direta de embrides somaticos diretamente nos explantes das
diferentes linhagens estudadas de Petiveria alliacea L. Além dos embrifes, calos fridveis
tambeém surgiram em presenca de PIC. Aparentemente, esses calos se originam dos proprios

embrides, entretanto, essa hipotese ainda necessita de confirmacéo histoldgica.

A suplementacdo de meios de cultura com 2,4-D é frequentemente empregada para
promover a formacéo de células embriogénicas, em diferentes espécies (FEHER et al., 2003;
GUERRA E NODARI, 2006). Outras respostas também ja foram observadas, explantes
foliares de Cydonia oblonga Mill mantidas in vitro, em presenca de 2,4-D apresentaram a
formacdo de estruturas nodulares de coloracdo vermelha e brotos além dos embrifes
somaticos, no mesmo explante (MORINI et al., 2000). Da mesma forma, neste trabalho
também se observou diferentes tipos de resposta regenerativa no mesmo explante, como o
surgimento de raizes por via organogénica, e embrides somaticos diretos observados em

explantes foliares da linhagem NT.

A embriogénese secundaria descrita anteriormente na espécie (CANTEMO, 2011) foi
reproduzida nas linhagens estudadas, quando os embrides eram transferidos para 0 meio de
conversdo (MS suplementado com fitagel 2%). Apesar da linhagem MH apresentar a maior
taxa de proliferacdo de embrides diretamente a partir da folha inoculada (cerca de 213), foi a
linhagem NT que apresentou uma taxa de multiplicacdo embriogénica maior, quando 0s
embrides foram isolados e subcultivados em meio de conversdo (MS %2 suplementado com
fitagel 2%), em comparagdo com as outras linhagens estudadas (MH e V1), ao longo do tempo
(cerca de 500 em 4 meses). Isto pode ser explicado pelo fato de apresentarem genotipos
diferentes e consequentemente, possuirem celulas que apresentam competéncias diferentes a
este tipo de resposta (NAMASIVAYAM, 2007).

A regeneracdo de plantas via embriogénese somatica in vitro pode reduzir o tempo de
multiplicacdo em muitas espécies oferecendo um sistema eficiente para a propagacéo clonal

em massa, além de constituir uma alternativa para a preservacéo de especies ameacadas.

Entretanto, para o armazenamento in vitro a longo prazo, sem manipulagdo, apenas a
criopreservacdo € considerada viavel. Esta técnica apresenta custo-beneficio favoravel e
oferece maior seguranca na manutencdo da fidelidade genética do material, devido ao

bloqueio do metabolismo vegetal, nas condicdes de temperaturas ultra-baixas as quais o
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material é submetido (MAZUR, 1970; ENGELMANN, 2004).  Neste trabalho, foram
avaliados diferentes protocolos baseados na desidratacdo, na vitrificagdo e no encapsulamento

de embrides somaticos de Petiveria alliacea L. produzidos in vitro.

O teor hidrico presente dentro da célula e do movimento desta entre 0s meios intra e
extracelulares sdo fatores essenciais para a obtencdo de um protocolo eficiente de
criopreservacdo (MAZUR, 2004). Os experimentos iniciais para avaliar a desidratagéo
durante a pré-cultura foram realizados com embrides induzidos em folhas de plantas de

origem embriogénica (AL), mantidas em cultura por 12 meses.

A desidratacdo pela sacarose normalmente constitui uma das etapas fundamentais na
criopreservacdo. Neste trabalho, apos os tratamentos com diferentes concentracGes de
sacarose observou-se que esses materiais sofreram uma desidratacdo proporcional a
concentracdo de sacarose, sendo a concentracdo de 0,5M a mais adequada para a continuacéo
dos testes devido a promover um nivel ideal de desidratacdo (25%), sem diminuir
significativamente a viabilidade, permitindo altas taxas de sobrevivéncia e recuperagéo de
embrides. Resultados semelhantes foram obtidos com calos embriogénicos de Dimocarpus
logan que, quando submetidos a altas concentragdes de sacarose, produziram taxas
significativas de regeneracdo (MATSUMOTO et al., 2004). Entretanto, em muitos casos, a
desidratacdo provocada por diferentes concentragcdes de sacarose no meio de cultura, ndo é
suficiente para induzir a tolerdncia ao congelamento, sendo necessarios agentes crioprotetores
penetrantes e ndo penetrantes através da membrana celular para se alcancar o nivel ideal de

desidratacdo no material que sera criopreservado (REED, 2010).

Por essa razdo, alem da desidratacdo em sacarose, também foi avaliado o tipo de
solugéo de vitrificagcdo (PVS2 ou PVS3) e o tempo de exposicdo (0 a 60 min). Muitos estudos
relatam porcentagens significativas de recuperacdo, apds a criopreservacdo, de células
embriogénicas de espécies herbaceas tratadas com esses crioprotetores (WANG, et al. 1994;
JAIN, et al. 1996; MARTINEZ-MONTERO, et al., 1998; MAGGAMAN et al. 1998).

Considerando as solugdes crioprotetoras utilizadas neste trabalho, tem sido relatado
para outras espécies, que o PVS2 geralmente promove a sobrevivéncia de embrides somaticos
em taxas mais elevadas quando os tempos de exposicao sdao menores (HUANG et al., 1995;
TSUKAZAKI et al., 2000). Por outro lado o PVS3 permitiu a sobrevivéncia dos embrides
somaticos de Petiveria alliacea L. em tempos maiores de exposicdo. O maior potencial de

protecdo do PVS3, em até 30 minutos pode ser explicado pela menor toxicidade para os
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tecidos vegetais, na medida em que o DMSO néo entra em sua composicdo (NISHIZAWA et
al., 1993; BARRACO et al., 2011).

A sobrevivéncia dos embrides desidratados e vitrificados, em todos os tratamentos
com sacarose, foi determinada pelo teste colorimétrico do Trifenil-tetrazdlio (TTC)
(MIKULA et al. 2006). Este método tem sido utilizado para avaliacdo qualitativa de
viabilidade celular através da mudanca da coloracdo do tecido para a cor vermelha (PETER et
al., 1967), e indicou que esses tratamentos ndo comprometeram a viabilidade e a regeneragédo
de plantas. Foram obtidas taxas de sobrevivéncia de até 100%, indicando que a desidratacédo
em sacarose constitui um pré-tratamento de desidratacdo adequado para a criopreservacdo dos
embrides das linhagens estudadas. Neste trabalho, os embriGes sométicos de Petiveria
alliacea L., quando submetidos ao tratamento com PVS2 por 15 minutos, produziam uma
taxa de 100% de sobrevivéncia e recuperacédo, detectadas pelo teste do TTC e pela avaliagdo

da multiplicagdo dos embrides, respectivamente, apos 90 dias de cultivo.

A técnica de encapsulamento desenvolvida inicialmente para a produgdo de sementes
sintéticas (REDENBAUGH, 1991; ENGELMANN, 1997), tem sido empregada com sucesso,
quando combinada a outras técnicas de criopreservacdo (encapsulamento/vitrificacdo e
encapsulamento/desidratacdo). As cépsulas de alginato de célcio formadas em torno do
explante conferem maior resisténcia ao material vegetal que fica menos vulneravel aos efeitos
lesivos da desidratacdo excessiva e do congelamento rapido (FABRE E DEREUDDRE, 1990;
BENSON, 1999). Com base na literatura, o encapsulamento/desidratacdo utilizado com
sucesso em embrides somaticos de outras espécies (GONZALES-ARNAO et al., 1993;
BHATTI et al., 1997; GONZALES-ARNAO et al., 1998; SHIBLI et al., 2000) foi testado
neste trabalho, sendo observado que, uma dessecacao suplementar no fluxo, em conjunto com
a desidratacé@o previa em sacarose 0,7M, favoreceu a uma alta multiplicacdo embriogénica no
meio de inducdo, apds o descongelamento. Nesse experimento a quantificacdo ndo pode ser
realizada por conta de problemas técnicos e devido a lentiddo da resposta embriogénica,
impossibilitando a repeticdo do experimento em tempo hébil.

Em relacdo aos 4pices, explantes considerados ideais para a conservacdo de
germoplasma por conta da garantia de estabilidade genética, ndo foi possivel conduzir os
experimentos em funcdo da contaminagdo enddgena persistente durante a recuperacao, apesar
da pré-cultura ter sido padronizada. Esta etapa continua sendo otimizada para 0s proximos

desmembramentos do projeto.
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Estudos realizados anteriormente detectaram uma alta producdo de Dibenzil
trissulfeto, um polissulfeto importante com atividade antineoplasica e imunomodulatéria, em
extratos de embrides somaticos de Petiveria alliacea L. (WEBSTER et al., 2008). Por essa
razdo, além da conservacdo de germoplasma, discutida acima, o sistema de embriogénese
somatica secundaria, acoplado aos protocolos de criopreservacdo dessas estrututras contituem
uma ferramenta que pode ser muito til, apds a otimizacéo, para a producéo e conservacao de
metabolitos especiais a partir de diferentes gendtipos de Petiveria alliacea L., com

reconhecido interesse farmacologico.
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6 CONCLUSOES

X/
L X4

Foi confirmada a eficacia dos fitorreguladores PIC (20uM) ou 2,4D (22,6uM) na
inducdo da embriogénese somatica direta em diferentes linhagens de Petiveria
alliacea L., sendo o0 meio MS suplementado com PIC (20 pM) o mais adequado para a
inducdo desse processo nas linhagens estudadas, fornecendo o maior nimero de

embrides por explante (cerca de 213), no periodo avaliado.

O processo de multiplicacdo embriogénica (embriogénese secundéaria) foi observado
com a supressdo hormonal no meio de conversdo (MS suplementado com fitagel 2%)
e foi reproduzido, de forma variavel, nas linhagens estudadas, podendo ser utilizado

para a producédo de metabdlitos especiais.

A presenca de 2,4D (22,6uM) no meio MS induziu & formacéo de raizes em folhas de
algumas linhagens de Petiveria alliacea L., podendo-se utilizar esse regulador para

estudos de rizogénese.

A conservacgdo in vitro de Petiveria alliacea L, pelo crescimento ativo por médios
longo prazo (1-10 anos) é viadvel através da cultura, por meio de explantes
meristematicos, uma vez que, pelo menos uma das linhagens vem sendo mantida por 8

anos, sem perda da capacidade de regeneracéo, por diferentes vias.

A alta concentracdo de sacarose usadas no pré-tratamento para desidratacdo dos
embrides, ndo impediram a sua multiplicacdo. A concentracdo 0,5M foi selecionada

devido as altas percentagens de recuperacdo obtidas (100%).

No protocolo de Vitrificagdo, o tratamento dos embrides com a solugéo de PVS2, foi
influenciado pelo tempo de exposicdo. Neste trabalho, 0 menor tempo testado (15
minutos) ndo alterou a capacidade multiplicativa durante a fase de recuperagéo,

entretanto, tempos maiores inviabilizaram a recuperagéo do material.
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O encapsulamento/vitrificacdo em alginato de calcio promoveu uma protecdo maior
aos embrides, que desenvolveram maior tolerancia a desidratacdo, suportando o
tratamento com PVS2 por até 60 minutos, com uma taxa de 100% de recuperacao apos

0 descongelamento.

A desidratacdo suplementar em fluxo laminar dos embriGes ndo encapsulados e
tratados com diferentes concentracbes de sacarose, para controle da técnica
encapsulamento/dessecacdo, aumentou a tolerancia dos embrides ao congelamento,
promovendo altas taxas de recuperacdo) e multiplicacdo (85%) ap6s o

descongelamento.



67

7 PERSPECTIVAS

» Auvaliacdo da ocorréncia de diferentes pigmentacbes observadas em embrides
somaticos da linhagem NT.

» Otimizacdo dos protocolos desenvolvidos para a criopreservacdo de embrides
somaticos da linhagem estudada (AL) e adaptacdo para outros gendétipos (NT, MH e
VI).

» Otimizacdo da conversdo dos embrides somaticos recuperados apds o processo de

criopreservacao.

» Aclimatizacdo das plantas convertidas a partir de embrides recuperados apos a

criopreservacao.

» Avaliacdo fitoquimica de embribes e raizes de plantas convertidas para identificagdo

de polissulfetos.

» Avaliacdo da estabilidade genética de plantas convertidas a partir dos embrides

somaticos.

» Estabelecimento de um protocolo de criopreservacdo de &pices caulinares das
diferentes linhagens estudadas (AL, NT, MH e VI).

» Auvaliacdo histoldgica dos embribes das diferentes linhagens estudadas (NT, MH e VI)

» Otimizacdo do protocolo de vitrificagdo utilizando a solugéo crioprotetora PVS3.
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