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RESUMO

VILARDO, A. F. R. M. Criopreservacao de plantas propagadas in vitro de Cleome
spinosa Jacg. (Cleomaceae). 2015. 95f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Vegetal)
- Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Cleome spinosa € uma espécie utilizada na medicina tradicional e também
com fins ornamentais. A espécie vem sendo investigada sob o ponto de vista
biotecnoldgico, ja tendo sido estabelecidos diferentes sistemas in vitro por técnicas
de cultura de tecidos. Entretanto, a manutencdo in vitro em condi¢cdes de
crescimento ativo apresenta riscos, como a ocorréncia de contaminacbes e
variacbes somaclonais. A criopreservacao, que trata da manutencdo do material
biolégico em baixas temperaturas pela imersdo em nitrogénio liquido, representa um
eficiente sistema de conservacdo em longo prazo, permitindo a manutencdo do
germoplasma vegetal por periodos de tempo indeterminados. O presente trabalho
teve como objetivo definir protocolos de criopreservacdo pelas técnicas de
vitrificacdo e v-crioplacas para plantas cultivadas in vitro da espécie C. spinosa.
Explantes de diferentes regides (apices caulinares, segmentos nodais e internodais)
foram avaliados quanto a sua capacidade de regeneracdo a partir de fragmentos de
tamanho reduzido. Para a criopreservacao, foi avaliado o pré-cultivo do material por
24 horas em meio contendo 0,3 M de sacarose ou em concentragdes crescentes de
sacarose (0,25 M - 0,50 M), por 48 horas. A seguir, 0 material foi exposto a solucéo
de loading e as solucdes de vitrificagdo PVS2 (25°C e 0°C) e PVS3 (25°C) por
diferentes tempos (15; 30; 45; 60; 90; 120 min). Para a etapa de reaquecimento na
técnica de vitrificacdo, o material foi imerso em banho-maria, enquanto que na
técnica de V-Crioplacas o processo ocorreu diretamente através da imersao das
crioplacas na solucao de alta osmolaridade (unloading). Explantes néo resfriados e
os criopreservados foram transferidos para solucéo unloading e inoculados em meio
de recuperacdo (MS + 0,5 mg.L™ de BAP), sendo mantidos no escuro por 24 horas,
seguido de transferéncia gradual para luz. Ap6s 30 dias, o material foi transferido
para meio MSO para 0 acompanhamento da recuperacdo. A regeneracao de apices
caulinares ocorreu a partir de fragmentos de pequeno tamanho (1,5 mm) os quais
foram selecionados para os estudos de criopreservacdo. Nao foram observadas
diferencas nas taxas de recuperacdo dos apices em relacdo aos dois protocolos de
pré-cultivo testados, quando as solucbes de vitrificacdo foram usadas a 25°C.
Porém, a aplicacdo de PVS2 a 0°C aumentou a taxa de recuperacao para apices
pré-tratados com progressivo aumento da concentracdo de sacarose. Quanto ao
tempo de exposicdo as solucdes crioprotetoras, protocolos com PVS2 a 25°C foram
mais eficazes em menores tempos de exposi¢cdo, quando comparados aqueles
estabelecidos com o uso da solucdo a 0°C. Para o PVS3, a determinagao do melhor
tempo de exposicéo teve relacdo direta com a técnica empregada, sendo tempos
intermediarios mais adequados na vitrificacdo e altos tempos mais eficientes para V-
crioplacas. A técnica de V-crioplacas foi a mais eficaz para a criopreservacao,
sobretudo com a solugdo PVS2 a 0°C. Apices criopreservados por esta técnica,
submetidos ao pré-cultivo com aumento progressivo da concentragcdo de sacarose e
expostos ao PVS2 (0°C - 90 min), alcancaram taxas de recuperacédo de 70%. As



plantas recuperadas apresentaram aspecto fenotipico normal e mantiveram sua
capacidade de regeneracéo ao longo do tempo em cultivo.

Palavras-chave: Apices caulinares. PVS2. PVS3. Sacarose. Vitrificac&o.



ABSTRACT

VILARDO, A. F. R. M. Cryopreservation of in vitro propagated plants of Cleome
spinosa Jacq. (Cleomaceae). 2015. 95f. Dissertacédo (Mestrado em Biologia Vegetal)
- Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Cleome spinosa is used in folk medicine and as garden plant. This species
has been investigated by biotechnological strategies, which has resulted in the
establishment of different in vitro systems by tissue culture techniques. However,
long-term maintenance of in vitro cultures in active growth conditions show risks, as
contamination and somaclonal variations. Cryopreservation, the storage of biological
material at ultra-low temperature, is an efficient long-term conservation system,
allowing the maintenance of plant germplasm for indefinite periods of time. This study
aimed to establish cryopreservation protocols for in vitro plants of C. spinosa using
vitrification and v-cryo-plate techniques. Explants from different regions were
evaluated for their ability to regenerate from small-sized fragments. For preculture,
the material was maintained for 24 hours in a medium containing 0.3 M sucrose or
increasing concentrations of suc. (0.25 M - 0.50 M), remaining at each concentration
for 24 hours. Then, the material was exposed to loading solution and to the
vitrification solutions PVS2 (25°C and 0°C) and PVS3 (25°C) for different exposure
times (15, 30, 45, 60, 90, 120 min). To rewarming, the material cryopreserved by the
Vitrification technique was immersed in a water bath, while in the V-Cryo-plate
technique the process was direct by immersing the cryo-plates in a high osmolarity
solution (unloading). Unfrozen and cryopreserved explants were transferred to
unloading solution and were inoculated in regrowth medium (MS + 0.5 mg.L™ BAP).
During regrowth the material was kept in darkness for 24 hours and followed by
gradual transfer to light. After 30 days, the material was transferred to MSO to
evaluate the recovery rates. Shoot tips showed the best regeneration capacity from
small fragments and were selected for cryopreservation studies. The preculture
protocols showed no recovery differences in the presence of the vitrification solutions
at 25°C. However, in the presence of PVS2 at 0°C, higher recovery values were
reached by cryopreserved shoot tips pre-treated with a progressive increase in
sucrose concentration. PVS2-based protocols with lower exposure times were more
effective for cryopreservation at 25°C when compared to protocols at 0°C. To PVS3-
based protocols intermediates exposure times were more efficient in the vitrification
technique, while higher recovery rates were achieved in the V-Cryo-plate technique
after longer exposure times. The V-Crio-plate was the most effective technique for
shoot tips cryopreservation in C. spinosa, mainly when it was used in association
with the PVS2 at 0°C. Shoot tips pre-treated with a progressive increase in sucrose
concentration and exposed to PVS2 (0°C) for 90 minutes, using the V-Cryo-plate
technique, reached 70% recovery rates. The regenerated plants showed normal
phenotypic aspect and maintained their regenerative capacity over time in culture.

Keywords: PVS2. PVS3. Shoot tips. Sucrose, V-cryo-plate technique. Vitrification
technique
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CONSIDERACOES INICIAIS

O presente trabalho integra o projeto “Development of cryopreservation
techniques for long-term conservation of medicinal plants occurring in the
state of Rio de Janeiro - Brazil”, desenvolvido no ambito do Programa Ciéncias
sem Fronteiras (CNPq e Capes), em colaboracao internacional da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ) com o Institut de Recherche pour le
Développement (IRD), UMR DIADE, Montpellier, Franca. O projeto esta sendo
executado no Nucleo de Biotecnologia Vegetal da UERJ (NBV/UERJ) e conta com a
colaboracéo direta do Dr. Florent Engelmann, Diretor do IRD e referéncia mundial no
tema Criopreservacdo Vegetal. O referido pesquisador tem atuado como
Pesquisador Visitante Especial (PVE), contribuindo na execucdo das diferentes
linhas de pesquisa em criopreservacdo que se encontram em andamento nos
diferentes laboratérios do NBV/UERJ.

Os estudos que constituem a presente Dissertacdo de Mestrado se referem a
linha de pesquisa desenvolvida com Cleome spinosa, espécie utilizada na medicina
popular e que tem sido investigada por técnicas biotecnolégicas no NBV/UERJ
desde 2001. Até o momento, ndo existem estudos das técnicas aqui propostas para
esta espécie.
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1 INTRODUCAO

Por varios séculos, as plantas tém sido reconhecidas como uma importante
fonte de substancias bioativas de interesse medicinal (BEVILACQUA, 2010;
FRANCA, 2004). O uso de plantas para fins terapéuticos remonta a origem das
civilizagdes humanas, porém essa pratica ainda é muito utilizada como forma de
tratamento (BEVILACQUA, 2010).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% da
populacdo de alguns paises da Africa e Asia, fazem uso da fitoterapia como primeira
opcdo de tratamento, sendo o Unico recurso terapéutico acessivel para tratar
enfermidades. No caso de paises em desenvolvimento, estima-se que de 65 a 80%
da populacéo utiliza esse tipo de terapia como alternativa a medicina tradicional,
principalmente, devido as herancas historico-culturais e ao seu facil acesso (AGRA
et al., 2008; OMS, 2008).

Ao longo dos tempos, o conhecimento etnobotanico associado aos estudos
bioquimicos e farmacolégicos tem servido como base para o desenvolvimento de
diversos biofarmacos (MARASCHIN; VERPOORTE, 1999). Cerca de um quarto das
substancias bioativas presentes em formulacdes farmacéuticas comercializadas é
baseado em substancias derivadas do metabolismo secundéario ou especial de
plantas (SANTOS, 2004).

Diferentemente do metabolismo primario, o metabolismo secundario nédo esta
diretamente relacionado a producdo de moléculas essenciais ao crescimento e
desenvolvimento do vegetal, mas sim a sintese de substancias que se relacionam
com a sua adaptacdo ao ambiente em resposta ao estresse. Dessa forma, os
metabdlitos secundarios sdo moléculas complexas, encontradas em pequenas
guantidades (aproximadamente 1%) e restritas a certos grupos taxondémicos. Muitas
dessas moléculas ja foram isoladas, identificadas e tiveram a sua sintese associada
a diversos fatores: (1) defesa contra patdogenos, apresentando acdes antibioticas,
antifingicas e antivirais; (2) protecdo contra a herbivoria, através da sintese e
acumulo de substancias impalataveis; (3) alelopatia, influenciando no crescimento e
desenvolvimento de sistemas biologicos; (4) protecdo contra a radiagdo solar
através da absorcdo do excesso de energia, evitando a foto-oxidacdo (BOURGAUD,
2001).
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Para a producdo de farmacos, a substancia de interesse pode ser extraida
diretamente da espécie ou ser sintetizada a partir de precursores da via metabdlica.
Entretanto, na maioria das vezes, a sintese quimica é Ilimitada devido a
complexidade das moléculas, de modo que a exploracdo comercial resulta em um
intenso extrativismo (BOURGAUD, 2001). Esse processo, quando associado ao
crescimento lento de algumas espécies, contribui para a erosdo genética e,
consequentemente, para a perda de genotipos produtores de substancias bioativas.

Tendo em vista o crescimento do uso de produtos farmacéuticos contendo
extratos vegetais e os elevados indices de erosao genética, diversas metodologias
visando a conservacao da biodiversidade vém sendo empregadas.

1.1 Estratégias de conservacao

Os ecossistemas brasileiros constituem uma fonte significativa de recursos
genéticos (MMA, 2000). Entretanto, 0 aumento da populagdo humana nas ultimas
décadas vem intensificando a degradacdo do patrimbnio genético devido ao
processo de urbanizacédo, ao desmatamento, a poluicdo, a exploracédo predatoria de
espécies endémicas, contribuindo para a perda indireta da biodiversidade (RAO,
2004). A fim de proteger a diversidade e evitar a perda de valiosos recursos
genéticos, diversos programas que visam a conservacdo de germoplasma vém
sendo implementados (VIEIRA, 2000).

A estratégia de conservacao da biodiversidade envolve os métodos in situ e
ex situ. A conservacdo in situ compreende a manutencdo e recuperacido de
populacdes viaveis de espécies em seu habitat natural (MMA, 2000; RAO, 2004).
Por estar pautada na conservacdo do ecossistema natural, a conservagao in situ
inclui areas selvagens, sistemas agricolas tradicionais e a criacdo e monitoramento
de extensas éareas, as Unidades de Conservagédo (BRASIL, 2000; HASSLER, 2005).
Entretanto, ainda ha uma caréncia de 6rgdos governamentais e institucionais que
assegurem o uso e manejo adequado das areas para que as metas possam ser
atingidas (HEYWOOD; DULLOO, 2005). Além disso, a conservacdo de uma espécie
em um ou poucos locais de ocorréncia néo significa, necessariamente, a

conservacao de toda a sua variabilidade genética (MMA, 2000).
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Como estratégia complementar a conservacdo in situ, destaca-se a
conservagcao ex situ que envolve a manutencdo do germoplasma vegetal fora do
habitat natural (IUCN, 2002; MMA, 2000). A conservagdo ex situ possibilita a
reunido de materiais genéticos de procedéncias distintas em apenas um local,
facilitando o melhoramento genético, garantindo a protecdo a diversidade
intraespecifica e tendo a possibilidade de se preservar genoétipos de interesse.
Porém, essas metodologias dependem da continua manutencdo do homem,
tornando a colecdo bastante vulneravel (MMA, 2000). Dentre as estratégias mais
comuns de conservagcao ex situ estdo os bancos de sementes, as colecdes de
campo e os sistemas de conservacéo in vitro (JUNGHANS; SOUZA, 2009).

Nos bancos de sementes, o material € submetido a desidratacao e posterior
armazenamento em baixas temperaturas, por longos periodos (VIEIRA et al., 2008).
A manutencdo da viabilidade das sementes no armazenamento depende do
conhecimento do seu comportamento durante o processo. Com base na
suscetibilidade a dessecacdo e tolerancia a baixas temperaturas, as sementes
podem ser classificadas em ortodoxas, intermediarias ou recalcitrantes (ELLIS,
1991).

Sementes ortodoxas podem ser dessecadas a teores de umidade entre 2% e
6% e armazenadas a temperaturas abaixo de 0°C, mantendo-se viaveis por longos
periodos (HONG; LININGTON; ELLIS, 1996; MEDEIROS; EIRA, 2006). As sementes
que apresentam comportamento intermediario toleram uma reducdo parcial do
conteudo hidrico, podendo atingir entre 8% e 12% de umidade. Porém, ndo resistem
a teores de umidade abaixo desses valores, assim como ao armazenamento em
baixas temperaturas (HONG; LININGTON; ELLIS, 1996; MEDEIROS; EIRA, 2006).
Ja as sementes recalcitrantes sao intolerantes a dessecacéo e ao armazenamento a
baixas temperaturas, podendo apresentar longevidade que varia entre poucas
semanas e alguns meses (HONG; LININGTON; ELLIS, 1996; MEDEIROS; EIRA,
2006).

Considerando a viabilidade das sementes ap0s a reducéo do seu teor hidrico,
0os bancos de sementes permitem a conservagdo eficaz apenas daquelas
classificadas como ortodoxas e intermediarias. Ademais, a utilizacdo dessa
estratégia necessita de um monitoramento preciso do material armazenado para
verificar sua viabilidade, assim como da renovacdo regular dos estoques
(EMBRAPA, 2010).
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As colegbes de campo incluem os Jardins Botanicos e Arboretos e sao
utilizadas para espécies cuja conservacao utilizando sementes € pouco eficiente.
Entretanto, a manutencédo de colecdes de campo requer extensas areas para
implementacéo, elevados custos de manutencdo e méao-de-obra especializada. Aléem
disso, nessas condigdes, as cole¢bes estdo bastante suscetiveis a perdas devido a
fatores bidticos e abidticos que colocam em risco a seguranca dos acessos
(ENGELMANN, 2011).

Sendo assim, espécies vegetais que: se propagam vegetativamente;
apresentam sementes recalcitrantes; estdo ameacgadas de extingédo; tém potencial
medicinal ou outra relevancia; apresentam alguma limitacdo para o armazenamento
em colecOes de campo ou em bancos de sementes, necessitam de outras técnicas
de conservagdo ex situ, tais como a conservacao in vitro (ENGELMANN, 2004,
PANIS; LAMBARDI, 2006).

1.1.1 Conservacao in vitro

O armazenamento de germoplasma vegetal in vitro, consiste em uma
estratégia de conservacao ex situ complementar aquelas abordadas anteriormente.
Diferentes métodos de conservacgao in vitro podem ser empregados dependendo do
objetivo e do tempo de armazenamento requerido. A cultura de tecidos vegetais sob
condi¢gbes de crescimento ativo, crescimento lento e a criopreservagao constituem
as trés principais ferramentas da conservacgéo in vitro, que propiciam a manutencao
do germoplasma viavel a curto, médio e longo prazo, respectivamente, possibilitando

seu acesso para o melhoramento vegetal (PENCE et al., 2002).

1.1.1.1 Cultura de tecidos vegetais

A Cultura de Tecidos Vegetais (CTV) abrange diversas técnicas que se

baseiam no cultivo in vitro, em meio de cultura apropriado e sob condi¢bes
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assépticas, de pequenos propagulos vegetais isolados da planta matriz,
denominados explantes (GEORGE; HALL; KLERK, 2008b). Estas técnicas
fundamentam-se na totipoténcia da célula vegetal, principio pelo qual elas podem
ser induzidas a voltar ao estado meristematico, redefinir seu padrao de diferenciacéo
celular e, desta forma, dar origem a novos 6rgdos, embribes ou a uma planta
completa (TERMIGNONI, 2005).

A cultura de tecidos inicia-se a partir de pequenos 6rgaos ou fragmentos de
tecidos, denominados explantes, retirados da planta matriz. A escolha adequada do
explante € um fator muito importante para iniciar o cultivo in vitro, ja que o grau de
maturidade e o estadio fisiologico do material vegetal podem influenciar na
capacidade de regeneracdo. O explante utilizado deve estar em oOtimas condi¢cdes
fitossanitarias e livre de agentes contaminantes (bactérias e fungos) que podem
interferir no processo através da producdo de toxinas ou competicdo por nutrientes.
Sendo assim, antes de iniciar o cultivo in vitro, & necessario eliminar os
microrganimos da superficie dos explantes através do processo de desinfestacao
(GEORGE; HALL; KLERK, 2008b).

A composicdo do meio de cultivo em que o0s explantes serdo inoculados
também pode afetar o desenvolvimento das culturas. Os meios de cultivo s&o
formulagbes que contém substéncias essenciails para 0 crescimento e
desenvolvimento do material in vitro, tais como agua, uma fonte doadora de carbono
que em geral € a sacarose, macro e micronutrientes, vitaminas, podendo ser
solidificados ou néo (ILIEV et al., 2010). Em 1962, Murashige e Skoog propuseram
uma formulagdo balanceada em nutrientes e vitaminas, o meio MS, que é
amplamente utilizada para o cultivo in vitro de diversas espécies vegetais até os dias
de hoje.

Além da sua composicdo padrdo, os meios de cultura podem conter
reguladores de crescimento, substancias que possuem acéo fisiologica similar a dos
fitormOnios naturais. Dentre os mais utilizados na CTV destacam-se as auxinas
acido naftalenoacético (ANA), acido indolbutirico (AIB), acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e o acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico (PIC), e as
citocininas 6-benzilaminopurina (BAP) e, 6-furfurilamino-purina (KIN) (GEORGE;
HALL; KLERK, 2008b; ILIEV et al., 2010).

A morfogénese in vitro é resultado da relacdo entre o crescimento e a

diferenciagao celular, podendo ser influenciada por diversos fatores, tais como: a



21

idade e origem do explante, condicdes fisiologicas e fitossanitarias da planta matriz,
composicdo do meio de cultura, classe e concentracdo de reguladores de
crescimento, intensidade luminosa, temperatura, tipo de frasco para
acondicionamento e grau de trocas gasosas com o0 ambiente (CALDAS;
HARIDASAN; FERREIRA, 1998; PERES, 2002; GUERRA; NODARI, 2006).

Uma das técnicas de CTV mais utilizadas € a micropropagacdo através da
qual pode-se obter plantas in vitro de forma rapida e homogénea, em um espaco
reduzido e independentemente de variacbes sazonais. Para tal, os explantes
desinfestados passam pelos estagios de multiplicagéo e enraizamento e, por ultimo,
sao gradativamente transferidos para condi¢cdes ex vitro (aclimatacéo). Dependendo
do material vegetal e das condi¢cdes de cultura, a micropropagacao pode ser
alcancada a partir da proliferacdo de meristemas pré-existentes, da organogénese
ou da embriogénese somatica (GEORGE; HALL; KLERK, 2008a).

A cultura a partir do desenvolvimento de meristemas pré-existentes consiste
no isolamento e desenvolvimento de regifes meristematicas, apices caulinares e
gemas axilares, resultando em plantas completas (GEORGE; HALL; KLERK, 2008a).

A organogénese decorre de sistemas de regeneracao de eixos caulinares ou
raizes adventicias a partir da inducdo e multiplicacdo de tecidos diferenciados. J& na
embriogénese somética, ocorre a inducdo da formacdo de embrides nao-zigoticos
que posteriormente originardo plantas completas através de estagios semelhantes a
embriogénese zigotica (GUERRA; NODARI, 2006).

Tanto a organogénese como a embriogénese somatica podem ocorrer de
forma direta ou indireta. O processo direto € caracterizado pelo desenvolvimento de
estruturas diretamente a partir do explante. Por ser resultado de tecidos
naturalmente competentes a proliferacéo, esta via geralmente permite a manutencao
da estabilidade genética em relacdo a planta de origem. No processo indireto, a
regeneracdo é precedida pela formacdo de calos, massas celulares que se
multiplicam desordenadamente (LEMOS, 2010). Embora o processo indireto
apresente um elevado potencial regenerativo devido as altas taxas de multiplicacéo
celular, o material fica mais suscetivel a variagbes somaclonais (GUERRA; NODARI,
2006), termo estabelecido por Larkin e Scowcroft (1981) para caracterizar a
variabilidade genética que pode ocorrer no material submetido ao cultivo in vitro.

Para a manutencdo das culturas in vitro, os propagulos sdo submetidos a

diversos subcultivos. O estresse resultante dos frequentes subcultivos pode induzir
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variacbes somaclonais. Assim, as plantas regeneradas parecem ndo mais manter os
padrbes clonais do seu genoétipo doador devido a mudangas genéticas e/ou
epigenéticas. Quando sao de origem genética, as variagdes sdo transmitidas de
forma hereditaria para a progénie de forma estavel, pois ocorrem em nivel do DNA
devido a fatores como: quebra de cromatides, migracdes desbalanceadas de
cromossomos durante a divisdo celular, inversdes, translocagbes, delecdes e
duplicacdes. Ja as variacbes epigenéticas, mudancas reversiveis que ndo alteram a
sequéncia de nucleotideos do DNA, estdo relacionadas a alteracdes no padrao de
metilagdo do DNA, modificacdes de histonas e acdo de RNAs n&o codificadores
(BAIRU; AREMU; STADEN, 2011).

Com a possibilidade do aumento da biomassa vegetal, pode-se utilizar
plantas micropropagadas como fonte de material para a extracdo direta de
metabolitos de interesse, minimizando a exploracdo dos recursos naturais. Além da
micropropagacdo, a cultura de érgaos (especialmente a de raizes), as culturas de
calos e de células em suspensdo sao outras técnicas de CTV que tém sido
amplamente utilizadas para a producdo in vitro de metabdlitos de interesse
(KOLEWE; GAURAV; ROBERTS, 2008; RAMACHANDRA-RAO; RAVISHANKAR,
2002; VANISREE et al., 2004). Através da manipulagcédo das condi¢des de cultura é
possivel modular diferentes rotas biossintéticas, interferindo na producdo de
moléculas bioativas. O cultivo in vitro, além de otimizar a produ¢cdo de metabdlitos
secundarios, normalmente produzidos em pequenas quantidades na planta in situ,
pode até mesmo estimular a sintese de substancias que em tais condigcbes nao
eram encontradas (AMARAL; SILVA, 2003; VANISREE et al., 2004). Sendo assim, a
CTV representa uma importante alternativa para a conservagao vegetal in vitro em
curto prazo, principalmente para aquelas espécies com dificil multiplicacdo pelos
métodos convencionais.

Embora sejam evidentes as vantagens da CTV, a manutencao de um banco
de germoplasma in vitro em condi¢bes de crescimento ativo requer subculturas a
intervalos periodicos, 0 que aumenta 0s custos, o risco de contaminacdo, a
possibilidade de perda do potencial biossintético, a ocorréncia de variagdes
somaclonais, assim como a necessidade de mao-de-obra especializada para a
manutencdo das colecdes (BAIRU; AREMU; STADEN, 2011). Portanto, faz-se
necessario investir em um sistema de conservacdo em longo prazo, que minimize

esses problemas.
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1.1.1.2 Criopreservacao

Nas ultimas décadas, tém sido crescentes os estudos visando a conservacao
em longo prazo de genomas de interesse por criopreservacao, que consiste na
manutencdo do material biologico em temperaturas ultra-baixas em nitrogénio
liquido (-196°C) ou em sua fase de vapor (-150°C) (BENSON, 2008). A essas
temperaturas, a taxa de difusdo molecular torna-se bastante reduzida e a maioria
dos processos metabdlicos sédo interrompidos, permitindo o armazenamento do
germoplasma vegetal por longos periodos de tempo (ENGELMANN, 2010;
SANTOS, 2000), em espaco fisico reduzido e diminuindo a necessidade de
manutenc¢des periodicas (SAKAI; ENGELMANN, 2007).

Diversos tipos de materiais tém sido conservados por este método, dentre
eles destacam-se sementes, poélen, embrides, apices caulinares, suspensdes
celulares, protoplastos e meristemas (CARVALHO; VIDAL, 2003). Em geral, regidoes
meristematicas sdo mais indicadas para a criopreservacdo jA que apresentam
tamanho reduzido, células com pequenos vacuolos, em constante divisdo celular e
alta taxa nucleocitoplasmatica, caracteristicas que |he conferem alto potencial de
tolerancia osmotica. Além disso, é fundamental que o explante utilizado esteja em
Otimas condi¢gBes fisiologicas e sob crescimento ativo (ENGELMANN, 2011).
Explantes localizados em diferentes posicdes no vegetal ou de diferentes idades
apresentam condi¢@es fisioldgicas distintas, tais como grau de maturacdo e niveis
hormonais enddgenos, podendo interferir no resultado da criopreservagédo
(GEORGE; HALL; KLERK, 2008b).

A maioria dos materiais vegetais utilizados na criopreservacao apresenta alto
teor hidrico e, por isso, sdo extremamente sensiveis a injuria causada pelo
resfriamento (ENGELMANN, 2010). Um dos maiores desafios do estabelecimento de
protocolos de criopreservagao € evitar a ruptura do sistema de membranas celulares
que ocorre, principalmente, pela formacdo de cristais de gelo no meio intracelular,
podendo levar a morte das células (SANTOS, 2001). A injaria mecéanica sofrida
pelas células ocorre devido ao comportamento peculiar da agua que, ao atingir
temperaturas muito baixas, sofre uma reorganizagédo estrutural, expandindo o seu
volume, resultando na formacéo de cristais de gelo. Como a maioria dos materiais

vegetais utilizados na criopreservacdo apresenta altos teores hidricos, é
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fundamental que eles passem por etapas de desidratacdo antes da imersdo em
nitrogénio liquido (SANTOS, 2001; ENGELMANN, 2011).

Diversas estratégias podem ser empregadas para induzir a desidratacdo sem
alterar o teor de agua estrutural das células, ou seja, a adgua que faz parte da
estrutura das moléculas organicas. A metodologia classica baseia-se na
desidratacdo induzida por congelamento, que € alcangada através do resfriamento
lento. Para tal, o material é submetido a gradual reducdo da temperatura a uma
velocidade controlada (0,5 a 2°C/minuto) em valores previamente definidos (-40°C a
-70°C), seguida da imersdo em nitrogénio liquido (ENGELMANN, 2011). A
diminuicdo gradual da temperatura favorece inicialmente a formacéo de gelo no
meio extracelular que, por diferenca de pressao de vapor, induz a saida da agua
intracelular e, consequentemente, o acumulo de solutos dentro da célula (BENSON,
2008). O aumento da concentragao celular contribui para que o resfriamento ocorra
de forma mais rapida, evitando a formacéo de cristais de gelo no meio intracelular
(BENSON, 2008; ENGELMANN, 2010). Entretanto, essa técnica apresenta algumas
limitacdes, tal como a dificuldade de aplicacao para tecidos complexos que, devido a
sua composi¢do celular variada, requerem condi¢cdes especificas de desidratacdo
induzida por congelamento (ENGELMANN, 2010). Além disso, esta técnica também
apresenta baixa aplicabilidade para espécies tropicais que sdo tipicamente
suscetiveis ao dano por resfriamento, uma vez que nao apresentam estratégias
naturais de tolerancia a reducao da temperatura. Diferentemente, espécies de clima
frio apresentam adaptacdes, como a sintese de proteinas anticongelamento, que se
ligam aos cristais de gelo evitando ou retardando o seu crescimento e o acumulo de
acucares soluveis (GERY et al., 2011; GRIFFITH; YAISH, 2004).

JA as técnicas de criopreservacdo desenvolvidas mais recentemente
baseiam-se no processo de vitrificacdo a partir do qual as solugdes celulares
altamente concentradas atingem o estado vitreo quando s&o resfriadas abaixo da
temperatura de congelamento. O estado vitreo consiste na transicao da fase liquida
da agua diretamente para um estado solido amorfo o qual |he confere as
propriedades mecéanicas de um sdlido, sem que haja a formacédo de uma estrutura
cristalina (FAHY et al., 1984; SANTOS, 2000).

Para atingir o estado vitreo, é necessario remover a maior quantidade
possivel da agua congelavel das células antes da imersdo em nitrogénio liquido

(NL). Esse procedimento pode ser realizado por meio da desidratacéo evaporativa
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(dessecacdo em fluxo laminar ou pela exposicdo do material a silica gel) ou
osmatica, com a exposi¢cdo do material a solugdes altamente concentradas. Assim,
o citoplasma da célula se torna altamente concentrado e viscoso, diminuindo a
capacidade de rearranjo das moléculas de agua restantes em forma de cristais de
gelo durante a exposicdo a temperaturas subzero (SAKAI; ENGELMANN, 2007;
BENSON 2008). Além disso, esse processo contribui para a manutencdo da
estabilidade do material durante o resfriamento, ja que nessas condicdes a taxa de
difusdo intracelular € reduzida, levando a um estado de quiescéncia metabolica
(KOSTER, 1991).

Dentre as técnicas de criopreservagdo baseadas no processo de vitrificagédo,
destacam-se: vitrificacao, encapsulamento-desidratacao, encapsulamento-
vitrificacdo, vitrificacdo em gotas, desidratacdo em crioplacas (d-crioplacas) e
vitrificacdo em crioplacas (v-crioplacas).

Na vitrificagcdo (SAKAI et al., 1990), o explante € submetido a desidratacao
através do tratamento com soluc¢des enriquecidas com altas concentracdes de
substancias crioprotetoras antes da imersdo em NL (ENGELMANN, 2011). Os
crioprotetores sdo substancias que promovem a desidratacdo e reduzem a injuria
sofrida pela célula, principalmente durante as etapas de resfriamento e
reaquecimento. O papel crioprotetor dessas substancias parece estar relacionado ao
fato de evitarem a formacao de cristais de gelo pelas fortes interacdes estabelecidas
com a agua, resultando na diminuicdo do ponto de fusdo e mobilidade das
moléculas de agua (MURTHY, 1998).

De acordo com a sua habilidade em atravessar as membranas celulares, os
crioprotetores podem ser classificados em dois tipos: penetrantes e ndo-penetrantes
(MULDREW; MCGANN, 1999). Os penetrantes conseguem ultrapassar a membrana
plasmatica e agem aumentando a viscosidade do meio intracelular. O
dimetilsulfoxido (DMSO), o etilenoglicol e o propilenoglicol, sdo exemplos de
crioprotetores penetrantes. Ja os ndo-penetrantes, induzem a desidratacdo devido
ao aumento da osmolaridade extracelular (MULDREW; MCGANN, 1999; BENSON,
2008). Como exemplo de crioprotetores ndo-penetrantes, pode-se citar a sacarose,
a polivinilpirrolidona (PVP), o 6xido de polietileno e o hidroxietilamido. O glicerol
apresenta um comportamento peculiar, ja que a temperatura ambiente, consegue
penetrar as membranas, 0 que nao ocorre quando usado a 0°C (MULDREW,
MCGANN, 1999).
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Essas substancias crioprotetoras podem ser utilizadas isoladamente ou em
combinagdo, compondo as chamadas solu¢cbes de vitrificagdo. Diversas solucdes
crioprotetoras j& foram estabelecidas, dentre estas, destacam-se as Plant
Vitrification Solutions (PVS) que contém tanto substéncias penetrantes quanto nao-
penetrantes e diferem entre si de acordo com o tipo e a concentracdo de cada
componente (BENSON, 2008) (Quadro 1).

Quadro 1 - Composicao de diferentes solucdes de vitrificacao.

Solucéo Glicerol Etilenoglicol DMSO | Sacarose Referéncia

PVS1 30% 15% 15% 5% URAGAMI et al., 1989
SAKAI; KOBAYASHI;
PVS2 30% 15% 15% 0,4M
OIYAMA, 1990

PVS3 50% - - 50% NISHIZAWA et al., 1993
PVS4 35% 20% - 0,6M SAKAI, 2000
VSL 10% 10% 10% 45% LIU; WANG,; LIU, 2004

Muitos protocolos de vitrificacdo ja foram desenvolvidos com sucesso para
diversas espécies vegetais, utilizando diferentes estruturas, principalmente apices e
suspensdes celulares (SAKAI; ENGELMANN, 2007). Entretanto, dependendo do
material vegetal utilizado para a criopreservacdo, a exposicdo diretamente as
solucdes crioprotetoras pode ser toxica, assim como a manipulacdo dos explantes
se torna dificultada (VERLEYSEN et al., 2005). Sendo assim, metodologias
baseadas no encapsulamento prévio em alginato de célcio sao indicadas,
principalmente, para materiais mais delicados.

Na técnica de encapsulamento-desidratacdo (FABRE; DEREUDDRE, 1990),
a reducédo do teor hidrico do material encapsulado pode ser realizada através da
desidratacdo em solucdo enriquecida com sacarose em associa¢gdo, ou nao, com a
dessecacao evaporativa em fluxo laminar ou silica gel.

A associacdo das duas técnicas abordadas anteriormente levou ao
desenvolvimento do encapsulamento-vitrificacdo, técnica em que as capsulas séo
expostas a solugdes de vitrificagdo antes do congelamento (BENSON, 2008). Assim,

0 tempo gasto com os tratamentos de dessecacdo evaporativa € minimizado e as
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dificuldades da manipulagdo de um grande numero de explantes pequenos sao
reduzidas (SAKAI; ENGELMANN, 2007).

Atualmente, outras técnicas como a vitrificacdo em gotas (droplet vitrification)
(PANIS et al., 2005) e a vitrificagdo em crioplacas (v-cryo-plates) (YAMAMOTO et
al., 2011) vém ganhando espaco. Estas técnicas diferem entre si de acordo com o
suporte utilizado para o resfriamento. Enquanto na vitrificagdo em gotas folhas de
aluminio sao utilizadas como suporte, para a Vvitrificacdo em crioplacas séo
empregadas placas de aluminio (SAKAI; ENGELMANN, 2007; YAMAMOTO et al.,
2011). Tais recursos permitem alcancar taxas extremamente rapidas de resfriamento
e reaguecimento devido ao pequeno volume de solugao crioprotetora utilizada e pelo
baixo calor especifico do aluminio que lhe confere uma alta taxa de transferéncia de
calor (SAKAI; ENGELMANN, 2007; LEUNUFNA; KELLER, 2009).

A vitrificagcdo utilizando crioplacas de aluminio foi descrita inicialmente para
apices caulinares de Tanacetum cinerariifolium (YAMAMOTO et al., 2011), mas vem
sendo implementada com sucesso para outras espécies (ENGELMANN-
SYLVESTRE; ENGELMANN, 2015; NIINO et al.,, 2013; RAFIQUE et al.,, 2015;
SEKIZAWA et al.,, 2011; YAMAMOTO et al., 2012a; YAMAMOTO et al.,, 2012b;
YAMAMOTO et al., 2015). A metodologia consiste na aderéncia do material vegetal
a placa de aluminio com auxilio das solu¢des de alginato de sddio e cloreto de calcio
(CaCl,). O material aderido a crioplaca passa pelas etapas de desidratacdo osmotica
e, em seguida, é imerso diretamente em nitrogénio liquido. Sendo assim, a técnica
oferece uma maior rapidez, praticidade na manipulacado dos explantes e proporciona
um baixo nivel de injdria ou perda de material durante o processo (YAMAMOTO et
al., 2011).

1.2 Cleome spinosa Jacq.

Cleome é o género com maior representatividade na familia Cleomaceae,
apresentando mais de 200 espécies distribuidas em regides tropicais e subtropicais,
sendo 30 nativas do Brasil (VOZNESENSKAYA et al., 2007; PEREIRA et al., 2007).

Inicialmente, o género Cleome era classificado como pertencente a familia

Capparaceae, que tem sua filogenia questionada em relacdo a familia Brassicaceae.
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Andlises filogenéticas utilizando dados morfolégicos (JUDD; SANDERS;
DONOGHUE, 1994) e moleculares (RODMAN et al., 1998) indicaram que o género
Cleome estaria mais relacionado a Brassicaceae do que outros géneros
pertencentes a Capparaceae. Esses estudos permitiram o agrupamento de ambas
as familias em uma Unica, a Brassicaceae (Figura 1). Entretanto, estudos
taxondmicos recentes utilizando DNA presente em cloroplastos e baseados na
filogenética molecular, sugeriram a separacdo do clado Brassicaceae em trés
familias de origem monofilética: Capparaceae, Brassicaceae e Cleomaceae,

conforme ilustrado na Figura 1 (HALL et al., 2002).

Figura 1 - Representacao filogenética dos clados Brassicaceae,
Cleomaceae e Capparaceae com base em dados
moleculares.

ndhF insertion

Capparaceae

fleshy woody

fruit habit

bracteate inflorescences

glucosinolate
from
methionine

sinapine

Cleomaceae i
present Brassicaceae

herb i false  tetradynamous
erbaceous repium septum  stamens

habit in fruit

Brassicaceae

Legenda: Caracteres morfologicos distintivos foram utilizados para representar
sinapomorfias dos grupos. Adaptado de HALL et al., 2002.

Conhecida popularmente como mussambé, mussambé-de-espinho, sete-
marias, beijo-fedorento e planta-aranha, a espécie Cleome spinosa Jacg., ocorre nas
Américas, Central e do Sul, e na Africa (TROPICOS.ORG, 2013) (Figura 2). E
geralmente encontrada em areas urbanas, as quais estao sujeitas a intenso impacto
antropico, o que pode levar ao desaparecimento de algumas populacdes
(ALBARELLO et al., 2006).
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Figura 2 - Locais de ocorréncia de C. spinosa.

Fonte: Global Biodiversity Information Facility, http://www.gbif.com.
Acesso em:jan. 2014.

Cleome spinosa é uma espécie herbacea (Figura 3a) e perene, podendo
atingir cerca de 1 m de altura. Apresenta inflorescéncias terminais, racemosas e de
coloracéo branca (Figura 3b). Suas folhas sédo compostas (digitadas), alternas, com
estipulas e pecioladas (Figura 4a). Seu caule e suas folhas podem apresentar
tricomas glandulares, que Ihes conferem um cheiro forte caracteristico. As flores séo
zigomorficas, hermafroditas e a antese € crepuscular, caracterizando-se pela
separacdo das pétalas e exteriorizagdo dos oOrgdos reprodutivos (Figura 4b). A
espécie apresenta floragdo assincronica, ou seja, as flores ndo se abrem ao mesmo
tempo nas inflorescéncias, ja que suas flores apresentam um tempo de vida curto
(aproximadamente 72 horas). Apresentam frutos simples, secos, do tipo siliqua,
capsular, bicarpelar com deiscéncia longitudinal e de coloracéo verde (Figura 4c),
porém quando se tornam maduros, sua cor € alterada para bege. Cada fruto abriga
cerca de 130 sementes que apresentam um comprimento médio de 1,5 mm
(CASTRO et al.,, 2014) (Figura 4d). A espécie se propaga principalmente por

sementes, contudo, sua germinagdo requer um longo tempo e temperatura
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especifica, de modo que sdo alcancadas baixas taxas de germinagédo (QUIN et al.,
2012).

Alguns atributos florais presentes em C. spinosa, tais como a inflorescéncia
de coloracdo branca, a antese crepuscular, o odor caracteristico das flores e a
producdo abundante de néctar e pdlen, constituem importantes mecanismos de
atracdo para polinizadores, principalmente para morcegos, mariposas e abelhas
(PEREIRA et al., 2007).

Cleome spinosa apresenta um importante valor ornamental, sendo
frequentemente cultivada em jardins, devido a delicadeza e peculiaridade de sua
inflorescéncia que forma uma estrutura semelhante a uma aranha, razao pela qual é
conhecida como flor de aranha (Figura 3b). Além disso, seus brotos e folhas séo
comestiveis e garantem um efeito refrescante diminuindo o calor e a sede (DU, 1986
apud QUIN et al., 2012).
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Figura 3 - Cleome spinosa.

N I ey X b
%“\Fﬁ . N ‘\.’w Y‘H‘y; e
Legenda: (a) - Habitus arbustivo; (b) - Detalhe da inflorescéncia.
Fonte: Foto de Thiago Barboza, 2013.

Figura 4 - Aspectos morfologicos de C. spinosa.

Legenda: (a) - Folhas compostas com filotaxia alterna; (b) - Flores hermafroditas, zigomorficas e
com floragdo assincrénica; (c) - Frutos do tipo siliqua; (d) - Sementes.

Nota: . Barras =1 cm.

Fonte: Foto do Acervo fotografico do Labplan, 2014.
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A espécie também apresenta uso na medicina tradicional, principalmente na
regido nordeste do Brasil. Folhas de C. spinosa séo utilizadas na forma de infusao
no combate a febre, gripe, tosse, bronquite e asma (AGRA et al. 2007), estimulam o
aparelho digestorio (LEAL, 2007) e, quando maceradas, podem ser aplicadas sobre
a pele, agindo como rubefacientes (LEAL, 2007). Suas folhas também séo eficazes
no combate & inflamacdo de garganta (CONCEICAO et al., 2011) e leucorreia
(LEAL, 2007). Aléem disso, suas raizes sdo eficientes no tratamento de bronquites
asmaticas (COLLINS et al., 2004).

Estudos in vitro indicaram atividade antimicrobiana de extratos etandlicos
obtidos a partir de raizes e flores de C. spinosa (SANTOS; MENEZES, 2005). A
avaliacdo do potencial citotoxico dos mesmos extratos revelou importante atividade
larvicida frente a larvas de Aedes aegypti (SANTOS; MENEZES, 2005). Extratos da
planta inteira apresentam acles gastroprotetoras, estimulantes do aparelho
digestério e cicatrizante (CABRAL; AGRA, 1998), enquanto seus 6leos essenciais
demonstraram acao antioxidante, inseticida e antimicrobiana (MCNEIL et al., 2010).

Estudos fitoquimicos levaram a identificacdo e ao isolamento de substancias
extraidas de sementes de substancias pertencentes ao grupo dos glicosinolatos
(AHMED, et al, 1972), metabdlitos secundarios relacionados com a atividade
antineoplasica e importantes agentes inseticidas. Também foram isolados de parte
aérea, flavonas e diterpenos do tipo cembrano, substancias conhecidas por
apresentarem atividades anti-HIV, citotoxicidade contra linhagens celulares tumorais
e neuroprotecdo (COLLINS et al., 2004). Extratos hidroalcodlicos da parte aérea
submetidos a uma andlise fitoquimica revelaram a presenca de alcaloides,
flavonoides, xantonas, saponinas e leucoantocianidinas (LEAL et al., 2007).

Além do uso ornamental e medicinal, C. spinosa, destaca-se também como
matriz para a industria de cosméticos relacionados com o crescimento capilar,
podendo ser utilizada em formulacdes de uso topico (shampoo, spray gel, cremes e
locbes) ou oral (capsulas e comprimidos). Estudos demonstraram que extratos de
caule, folhas, flores e frutos apresentam um alto teor de aminoacidos sulfurados,
principalmente o aminoacido cisteina, que € um dos 21 componentes da queratina,
proteina que constitui o cértex da fibra capilar. Dessa forma, o extrato da planta é
capaz ajudar na reconstrucdo da queratina que € perdida diariamente por meio de

agressoOes fisicas e quimicas. Além disso, 0 extrato também esta relacionado ao
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prolongamento da fase anagena do ciclo capilar, caracterizada pelo crescimento da
haste do cabelo (BELLE; BELAUBRE, 2011).

Tendo em vista sua importancia econémica devido ao seu potencial medicinal
e ornamental, além da vulnerabilidade dos seus locais de ocorréncia e da dificuldade
de germinacgdo, diversas metodologias biotecnoldgicas vém sendo desenvolvidas
para a espécie, visando a producgéo de plantas e substancias bioativas. Os primeiros
trabalhos envolvendo cultura de tecidos vegetais de C. spinosa objetivavam estudar
o efeito de auxinas, citocininas e acido giberélico na inducéo de calos, diferenciacéo
de gemas e enraizamento a partir de explantes cotiledonares e hipocotiledonares
(MIAO et al., 1990; WANG et al., 2004). Embora tenham sido estabelecidos meios
de cultura adequados, ndo foram obtidos altos valores de taxas de diferenciacdo e
enraizamento.

A espécie vem sendo alvo de estudos biotecnolégicos no Laboratorio de
Biotecnologia de Plantas (Labplan) pertencente ao Nucleo de Biotecnologia Vegetal
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Albarello e colaboradores (2006)
utilizaram explantes hipocotiledonares e epicotiledonares (segmentos nodais e
internodais) para determinar a melhor concentragdo e combinagédo de
fitorreguladores para o estabelecimento de um protocolo de micropropagacgéo
(Figura 5a). O maior numero de brotos foi obtido a partir de explantes
hipocotiledonares cultivados em meio MS suplementado com 1,0 mg.L' de
benziladenina (BA), sendo alcancada a producédo de mais de 10 brotos por explante
(Figura 5b). Protocolos de calogénese também ja foram estabelecidos para a
espécie, sendo alcancada a inducéo de linhagens celulares produtoras de pigmentos
da classe dos carotenoides e linhagens ndo produtoras desses pigmentos. A maior
producdo de massa calogénica foi alcancada por culturas iniciadas a partir de
explantes caulinares cultivados em meio contendo a auxina picloram (ALBARELLO
et al., 2007) (Figura 5c), enquanto que a indugcdo de calos produtores de
carotenoides (Figura 5d) foi obtida pela inoculacdo dos explantes caulinares em
meio suplementado com 1,0 mg.L™" da auxina 2,4-D (ALBARELLO, 2005). A partir
de calos friaveis produtores de carotenoides também foram estabelecidas culturas
de células em suspensdo (ALBARELLO, 2005) (Figura 5e). As atividades anti-
inflamatoria e analgésica foram constatadas em extratos metandlicos obtidos a partir

de plantas produzidas in vitro e coletadas a campo (ALBARELLO et al., 2013).
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Em func¢éo dos resultados j& alcancados com a espécie, torna-se relevante o
desenvolvimento de estratégias de conservacdo em longo prazo por meio da
criopreservacao, para 0os materiais biotecnoldgicos ja estabelecidos, assegurando,

desta forma, a manutencéo do seu potencial morfogenético.
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Figura 5 - Estudos biotecnoldgicos realizados no Laboratério de Biotecnologia
de Plantas (LABPLAN/UERJ) com a espécie C. spinosa.

Legenda: (a) Plantas micropropagadas mantidas em estoque em meio MSO0; (b) Proliferacédo
de brotos em culturas mantidas em meio MS + 1,0 mg.L™ BA; (c) Calos fridveis produzidos em
meio MS + 0.1 mg.L'1 PIC; (d) Calos produtores de carotenoides produzidos em MS + 1.0
mg.L™" 2,4-D; (e) Culturas de células em suspens&o iniciadas a partir dos calos produtores de
carotenoides. Fotos: Acervo fotografico do Labplan. Barras =1 cm.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Definir protocolos de criopreservagao por vitrificacdo e v-crioplacas para

explantes excisados de plantas cultivadas in vitro da espécie Cleome spinosa.

2.2 Objetivos Especificos

v

Selecionar explantes adequados a serem usados nos protocolos de

criopreservacao;

Avaliar o efeito de pré-tratamentos com solu¢cdes contendo diferentes

concentracoes de sacarose;

Avaliar o efeito das solugdes de vitrificagdo PVS2 e PVS3 na sobrevivéncia

e recuperacao dos materiais criopreservados;

Monitorar o efeito do tempo de exposi¢ao as solucdes de vitrificacao;

Determinar a influéncia da temperatura no tratamento com a solucédo PVS2.
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3 METODOLOGIA

3.1 Material botanico e condi¢cdes de cultura

Como fonte de explantes, foram utilizadas plantas propagadas in vitro de
Cleome spinosa inicialmente estabelecidas a partir de explantes hipocotiledonares
(5-8 mm) excisados de plantas germinadas sob condi¢des in vivo, inoculados em
meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 1,0 mg.L* de BAP
(ALBARELLO et al., 2006). Um exemplar representativo da planta matriz que deu
origem as culturas esta depositado no herbario da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, sob registro HRJ 7639.

O estoque de plantas foi estabelecido ha cerca de 3-4 anos e vem sendo
mantido através de subcultivos mensais, quando segmentos caulinares de 2-3cm
contendo a regido apical sdo excisados e inoculados em frascos de cultura (12 x 5
cm) contendo 30 mL de meio fresco. Para os subcultivos € utilizado meio MS sélido
sem suplementacdo hormonal (MSO0), acrescido de 30 g.L de sacarose e
solidificado com 8 g.L™* de agar. O pH do meio é ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem e as culturas sdo mantidas em camara de crescimento a temperatura

de 25 + 2 °C, sob intensidade luminosa de 45 pmol m? s™ e fotoperiodo de 16 horas.

3.2 Selecao de explantes

A partir das plantas estoque foram isolados segmentos de diferentes regides
do caule para a avaliacdo da viabilidade de regeneracdo dos explantes
selecionados. Foram seccionados apices caulinares (1,5 mm), segmentos nodais (2
mm) e segmentos internodais (2, 3 e 5 mm). Os segmentos nodais e 0s 4pices
caulinares foram inoculados em meio MSO, enquanto segmentos internodais foram
inoculados em meio MS suplementado com 1,0 mg.L ™ 2,4-D (ALBARELLO, 2005). O
material foi observado por 30 dias para avaliacdo da resposta morfogénica.

Apbs a definicdo do melhor explante, foram preparadas microestacas (1 cm),

contendo pelo menos uma gema axilar, que foram inoculadas em frascos de cultura
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contendo 30 mL de meio MSO (5 microestacas/frasco) (Figura 6a). Apices caulinares
(2,5 mm), contendo primérdios foliares (Figura 6b), cultivados por 2-3 semanas
foram excisados (Figura 6¢) em camara de fluxo laminar com o auxilio de um

microscoépio estereoscopio e utilizados nos ensaios de criopreservacao.

Figura 6 - Apices caulinares de C.spinosa para criopreservacao.

Legenda: (a) Microestacas; (b) Material a ser retirado (seta); (c) Explante isolado; (d) Apices
aderidos a crioplaca.
Fotos: A autora, 2014.
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3.3 Criopreservacao

Foram avaliadas duas técnicas de criopreservagdo: vitrificacdo (SAKAI,
KOBAYASHI; OIYAMA., 1990) e v-crioplacas (YAMAMOTO et al., 2011).

3.3.1 Pré-cultura

Apices caulinares foram pré-cultivados por 24 horas em meio MS
suplementado com diferentes concentragbes de sacarose (0,25; 0,3; 0,5 ou 0,7 M),
ou submetidos a concentracdes crescentes de sacarose (0,25 M - 0,5 M),
permanecendo 24 horas em cada concentracdo. Os apices foram inoculados em
placas de Petri (90x15 mm) contendo 20 mL de meio de pré-cultura soélido e
mantidos sob as mesmas condigbes de cultura descritas anteriormente para as
plantas estoque, porém sob intensidade luminosa reduzida (20 pmol m? s™). Para
avaliar a viabilidade apés a etapa de pré-cultivo, o material foi transferido para meio
MSO e observado por 30 dias.

Para a determinacéo do teor hidrico, 15 apices submetidos a cada um dos
tratamentos foram secos em estufa a 45 °C por 24 horas e o céalculo do teor hidrico

obedeceu a seguinte formula:

L (PF — PS)
Teor hidrico = BT x 100

3.3.2 Vitrificacéo

Os apices pré-cultivados foram transferidos para criotubos de 2 mL (5
apices/criotubo) e imersos em 800 pL de solugédo de loading, segundo NISHIZAWA
et al., 1993 (2,0 M de glicerol e 0,4 M de sacarose), por 20 minutos. Em seguida,
foram expostos por diferentes tempos (0, 15, 30, 45 ou 60 minutos) a 800 pL das
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solugdes de vitrificagdo PVS2, segundo Sakai, Kobayashi e Oiyama em 1990 (30%
glicerol, 15% etilenoglicol, 15% de DMSO e 0,4 M de sacarose), ou PVS3, segundo
Nishizawa e colaboradores em 1993 (50% de glicerol e 50% de sacarose),
preparadas em meio MS. A exposicado a PVS2 foi realizada a temperatura ambiente
e a 0°C. Todas as outras etapas foram realizadas somente a temperatura ambiente.
As solucdes de vitrificacado foram substituidas por uma de igual composicao antes da
imerséo dos criotubos em nitrogénio liquido (-196°C), por 1 hora.

O protocolo de vitrificacao utilizado esta esquematizado na Figura 7.

Figura 7 - Esquema da metodologia utilizada para os experimentos de vitrificacao.
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Fonte:llustracdo de Adriana Lanziotti, 2014.
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3.3.3 V-Crioplacas

Foram utilizadas crioplacas de aluminio (7 mm largura x 37 mm comprimento
x 0.5 mm espessura), cada uma com 10 pocos (1,5 mm largura x 2,5 mm
comprimento x 0,75 mm profundidade). As placas foram cedidas pelos
pesquisadores Dr Florent Engelmann (IRD/Montpellier - Franca) e Dr. Takao Niino
(NIAS/ Tsukuba - Japao).

Inicialmente, com o auxilio de uma pipeta, foi colocada uma gota (2 uL) de
solucdo de alginato de sodio (3%) em cada poco da crioplaca para garantir a
aderéncia do material vegetal. Em seguida, os apices pré-cultivados foram
depositados sobre a solucao de alginato de sédio e o volume no poco foi completado
com mais uma gota da solugéo. Apds essa etapa, a solucdo de CacCl, foi gotejada ao
longo da superficie das crioplacas, permanecendo por 15 minutos até a completa
polimerizacdo. O excesso da solucdo de CaCl;, foi removido com o auxilio de uma
pipeta e as crioplacas foram secas em papel de filtro (Whatman n°1).

As crioplacas com os apices aderidos (Figura 6d) foram colocadas em contato
com 2 mL da solucdo de loading por 20 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, o material foi exposto as solu¢cbes de vitrificagdo PVS2 ou PVS3 por
diferentes periodos (0, 15, 30, 45, 60, 90 ou 120 minutos). A exposi¢cdo a PVS2 foi
realizada a temperatura ambiente e a 0°C. Todas as outras etapas foram realizadas
somente a temperatura ambiente.

As crioplacas foram transferidas para criotubos de 2 mL completamente
preenchidos por nitrogénio liquido onde permaneceram por 15 minutos.

O protocolo de vitrificacdo utilizando as crioplacas esta esquematizado na

Figura 8.
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Figura 8 - Esquema da metodologia utilizada para os experimentos de v-crioplacas.
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Fonte:llustracdo de Adriana Lanziotti, 2014.

3.3.4 Reaguecimento e recuperacao

bY

Para o reaquecimento do material submetido a técnica de vitrificacdo, os

criotubos foram retirados do nitrogénio liquido e imediatamente transferidos para o

banho-maria a 39°C por 2 minutos. Em seguida, a solucdo de vitrificacdo foi

substituida nos criotubos por uma solucdo de alta osmolaridade, solucdo de

unloading (meio MS com 1,2 M sacarose). O material foi mantido nesta solugéo por

20 minutos a temperatura ambiente.

No caso do material submetido a criopreservacdo em v-crioplacas, o

reaquecimento foi realizado através da imerséo direta das crioplacas na solucéo de

alta osmolaridade (unloading), a temperatura ambiente, onde permaneceu por 20

minutos.
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ApOs essas etapas, os apices foram secos em papel de filtro (Whatman n°1) e
transferidos para placas de Petri contendo 30 mL de meio MS sélido suplementado
com 0,5 mg.L™ da citocinina BAP. Os &pices foram dispostos nas placas sobre uma
folha de papel de filtro e mantidos no escuro por 24 horas. Apés o periodo de 24
horas no escuro, o material foi transferido para frascos de vidro (45x35 mm)
contendo 20 mL de meio de cultura com igual composi¢cdo, porém sem 0 uso de
papel de filtro. Os frascos foram mantidos sob luz difusa (20 umol m? s™) por uma
semana e, em seguida, transferidos para uma maior intensidade luminosa (45 pmol
m?s™h.

Para avaliar o efeito da exposicdo do material as solug¢des crioprotetoras,
apices expostos as solucdes PVS2 e PVS3, mas nao resfriados, foram lavados em
solucdo de unloading e inoculados em meio de recuperacdo (MS + 0,5 mg.L™" de
BAP) onde permaneceram por 30 dias. Apés este periodo, o material foi transferido
para meio MSO e mantido nas mesmas condicdes fisicas descritas anteriormente.

A eficiéncia do processo de criopreservacdo ap0s 0 reaguecimento e
reinoculacdo dos apices em meio de recuperacao foi avaliada através da afericao
das porcentagens de sobrevivéncia e recuperacdo. A sobrevivéncia (apices que
apresentavam coloragdo verde e inicio de crescimento) foi aferida quatro semanas
apos o resfriamento em NL, enquanto que a recuperagdo (percentual de plantas

completas regeneradas), foi aferida oito semanas apos o resfriamento.

3.4 Andlise estatistica

Nos experimentos de vitrificacdo foram utilizados 30 apices por tratamento em
trés repeticdes com 10 4pices, enquanto que para os ensaios de V-Crioplacas foram
utilizados 60 &pices por tratamento em trés repeticdes de 20 apices. Os dados foram
apresentados nas tabelas como média + erro padrao.

Para a andlise estatistica, os dados foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade (p<0,05). As andlises foram realizadas utilizando o programa
GraphPad Prism 5.00.
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4 RESULTADOS

4.1 Selecao dos explantes

A viabilidade do uso de &pices caulinares de 1,5 mm nos ensaios de
criopreservacao foi comprovada apés um més de cultivo in vitro em meio MSO ou em
MS acrescido de 0,5 mg.L™* de BAP, quando foram alcancadas frequéncias de
regeneracao de 100% a partir de apices inoculados nas duas condi¢des de cultura.
Os apices regeneraram plantas inteiras, com aspecto fenotipico normal, apdés um
més em cultivo (Figura 9a). A suplementacdo do meio de cultura com BAP resultou
em multibrotagbes (Tabela 1; Figura 9b).

A regeneracdo a partir de explantes nodais nao ultrapassou os valores de
40% e 50% para aqueles cultivados em MS0 e em MS enriquecido com 0,5 mg. L™
de BAP, respectivamente (Tabela 1). As partes aéreas formadas a partir dos
segmentos nodais inoculados em MSO apresentaram tamanho reduzido e auséncia
de raiz (Figura 9c). A adicao de BAP ao meio de cultura resultou em multibrotacdes
a partir dos explantes nodais (Figura 9d), conforme também observado com os
apices caulinares. Porém, embora tenha ocorrido o desenvolvimento de partes
aéreas, ndo houve a formacéo de plantas completas. Além disso, as folhas formadas
apresentam um menor desenvolvimento e coloracdo de verde claro a amarelado
(Figura 9d).

Explantes caulinares das regifes internodais, ndo apresentaram resposta
morfogénica, independentemente do tamanho utilizado. Estes explantes, com o

tempo em cultura, apresentaram necrose e foram descartados.
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Tabela 1 - Taxa de regeneracao e numero meédio de brotos formados a partir de
apices caulinares e segmentos nodais de C. spinosa, apos 30 dias em

cultivo.
MS0 MS + 0,5 mg. L™ BAP
Explante  pegeneracdo  N°médio de  Regeneracdo  N° médio de
(%) brotos/ explante (%) brotos/ explante
Apice
caulinar 100 1,3+0,1 100 4,0+0,6
Segmento
nodal 40 0,540,2 50 1,2+0,5

Nota: Os dados representam média + erro padréo.

Figura 9 - Plantas regeneradas a partir de apices caulinares e segmentos nodais
de C. spinosa, ap0s um més de cultivo in vitro.

Legenda: (a) Apices caulinares em meio MSO; (b) Apices caulinares em meio MS + 0,5 mg. L™
de BAP; (c) Segmentos nodais em meio MSO0; (d) Segmentos nodais em meio MS + 0,5 mg. L™
de BAP.Nota: As setas indicam raizes. Barras = 1cm

Fonte: A autora, 2015..
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4.2 Pré-cultivo e Loading

O cultivo de apices caulinares de C. spinosa em meio MS enriquecido com
altas concentragbes de sacarose acarretou na reducéo gradativa do contetdo
hidrico dos 4pices (Tabela 2). A exposicdo do material a diferentes concentragfes
de sacarose por 24 horas resultou na manutencdo de valores de teor hidrico de
74,49% na concentracdo de 0,25 M até 56,66% para a maior concentracdo de
sacarose (0,7 M). Quando os 4pices foram mantidos na presenca de concentracdes
crescentes de sacarose (0,25M - 0,5 M) por 48 horas, a desidratacdo continua
resultou em teor hidrico residual de 55,40%. Apices submetidos ao tratamento por
24 horas em meios contendo 0,09 M, 0,25 M e 0,3 M de sacarose, assim como
agueles submetidos ao tratamento em concentracdes crescentes por 48 horas, ndo
oxidaram e apresentaram desenvolvimento normal, sendo obtidas taxas de
regeneracdo de 100%. Essa resposta pode ser observada na Figura 10 que
representa o tratamento com 0,3 M de sacarose apos dois (Figura 10a) e 30 dias
(Figura 10b). A exposicéo dos &pices por 24 horas aos meios com 0,5 M e 0,7 M de
sacarose resultou na reducdo das taxas de regeneragcdo para 80% e 60%,
respectivamente (Tabela 2).

Em funcdo dos resultados obtidos, foram selecionados para a etapa de pre-
cultivo, duas condi¢cGes que resultaram em niveis distintos de desidratacdo, mas que
apresentaram taxas de regeneracdo de 100%. A manutencdo do material por 24
horas na concentracdo de 0,3 M de sacarose, condi¢cao frequentemente usada em
trabalhos de criopreservacédo de apices, e a manutencdo do material por 48 horas
em concentracdes crescentes de sacarose (0,25M - 0,5 M), na qual foi alcancada a

maior reducéo de conteudo.
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Tabela 2 - Teor hidrico e taxa de regeneracao de 4pices caulinares de C. spinosa
cultivados em meio MSO contendo diferentes concentragdes de sacarose.

Concentracéao de Teor hidrico Taxa de
Sacarose (%) regeneracao (%)
0,09 M 93,25 100
0,25 M 74,49 100
0,3M 71,24 100
05M 62,27 80
0,7M 56,66 60
0,25M+05M 55,40 100

Figura 10 - Apices caulinares de C. spinosa ap0s tratamento por 24 horas em meio
MSO enriquecido com 0,3 M de sacarose.

\
e

Legenda: Apices transferidos para meio MSO padro (a) apds 2 dias e (b) apos 30 dias do tratamento.
Nota: Barras =1 cm.
Fonte: A autora, 2015.

O efeito das etapas de pré-cultivo e de exposicdo ao loading foram avaliadas
quanto a capacidade de recuperacdo dos apices (Figura 11). A associacao do pré-
cultivo com a exposicdo ao loading, tanto para apices imersos diretamente na
solucdo de loading (técnica de vitrificacdo), como para aqueles previamente
aderidos a crioplaca (técnica de v-crioplaca), resultou em taxas de recuperacdo de
75% a 80% (Figura 11). Entretanto, para os apices imersos em NL a realizacdo
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apenas destas duas etapas ndao se mostrou suficiente para a recuperagdo do

material, demonstrando a necessidade de exposicdo dos 4pices as solucdes de

vitrificac@o para alcancar niveis de desidratacao eficientes para a criopreservacgao.

Figura 11 - Efeito das etapas de pré-cultivo e exposicéo ao

100+

loading na recuperacgao de apices caulinares de
C. spinosa antes da imersao em NL.
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4.3 Vitrificacéo

4.3.1 Tratamentos com PVS?2

Apices no resfriados que foram expostos & PVS2 na temperatura de 25°C

(Tabela 3), ndo apresentaram diferencas significativas nos valores alcangados para

a sobrevivéncia, assim como para a recuperagcao, independentemente do pré-

tratamento aplicado, para a maior parte dos tratamentos avaliados. De um modo

geral,

esses parametros apresentaram

taxas médias de 80% e 60%,

respectivamente. Apenas a exposicdo a solucdo crioprotetora pelo maior tempo

testado (60 minutos) acarretou na reducdo da sobrevivéncia e recuperacgao,
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principalmente quando os apices foram submetidos ao pré-cultivo em concentragdes
crescentes de sacarose.

Para os materiais que foram imersos em NL, maiores valores de
sobrevivéncia (30%) e recuperacéo (26,6%) foram obtidos apds pré-cultivo em meio
com 0,3 M de sacarose e exposi¢cao a PVS2 por 30 minutos (Tabela 3). Entretanto,
ao avaliar a recuperacao em todas as condicfes testadas, foi possivel constatar que
apices pré-cultivados em concentracbes crescentes de sacarose (0,25 - 0,50 M)
foram responsivos ap0s o reaquecimento, para todos os tempos de exposicdo a
solucdo crioprotetora. Embora nos tratamentos aplicando este protocolo de pré-
cultivo os percentuais de recuperacao nao tenham sido superiores a 23%, eles néo
diferiram significativamente da maior taxa obtida. Ja no pré-cultivo em meio com
0,3 M de sacarose, apenas a 15 e 30 minutos de exposicdo ocorreu recuperacao do

material (Tabela 3).

Tabela 3 - Criopreservacao de apices caulinares de C. spinosa atraves da técnica de
vitrificacao utilizando a solugéo crioprotetora PVS2 a 25°C.

Pré-cultivo gf&g?ggi Sobrevivéncia (%) Recuperacéao (%)
(MS + sacarose) a(rlj]\i/nS)Z - NL +NL - NL +NL
0 80,045,7% ¢ 80,045,7° *
15 86,6+8,8%  16,6+3,3"  66,6#8,8°  16,6+3,3%
03 M 30 90,0¢5,7*  30,0¢57°  63,3t6,6®  26,6+6,6°
45 93,3+6,6%°  3,3+3,3°  50,0£10,0%® 0°
60 86,6+8,8°  10,0+0,0°  43,3x12,0® 0°
0 76,6+3,3% 0 76,6+3,3 *
15 96,6+3,3° 16,6+6,6®  76,6%8,8 16,6+6,6%
0.25-0,50 M 30 90,0£10,0°  26,6+12°  70,045,7* 23,388
45 73,3+8,8"  26,646,6°  63,3%6,6° 13,333
60 53,3+14,5"°  6,6%3,3° 30,045,7° 6,6+3,3"

Nota:Os dados representam média + erro padréo; Letras iguais na mesma coluna indicam néo
haver diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05); * Ndo houve sobrevivéncia na etapa

anterior



50

A exposicdo dos 4pices a solucdo PVS2 na temperatura de 0°C (Tabela 4)
resultou em menores valores de sobrevivéncia e recuperacdo do material ndo
resfriado, quando aplicado o pré-cultivo em meio com concentracdes crescentes de
sacarose, em comparacdo ao tratamento em 0,3 M.

A reducédo da temperatura de exposicdo a PVS2 se mostrou menos eficiente
para a criopreservacao dos apices de C. spinosa pela técnica de vitrificacdo (Tabela
4). Nos apices pré-tratados em meio com 0,3 M de sacarose a recuperacdo nao
ultrapassou 3% em todos os tempos de exposicdo a PVS2. Ja para os materiais
submetidos ao pré-tratamento em concentracfes crescentes de sacarose, a
recuperacao ocorreu apenas nos maiores tempos de exposi¢ao ao crioprotetor (45 e

60 minutos), sendo alcancadas taxas de 13% e 20%, respectivamente.

Tabela 4 - Criopreservacao de apices caulinares de C. spinosa atraves da técnica de
vitrificacao utilizando a solucéo crioprotetora PVS2 a 0°C.

Pré-cultivo elgr(;]spigé(:)ea Sobrevivéncia (%) Recuperacao (%)
(MS + sacarose) PVS2 (min) CNL +NL NL +NL
0 80,0+5,7% ¢ 80,0+5,7% *
15 83,3+8,8*  10,0+10,0°  60,0+11,5% 3,3+3,3°
0,3M
30 86,3+8,8°  20,0+10,0*°  70,0+11,5% 3,3+3,3°
45 80,0+5,7%  13,3+3,3% 70,045,723 3,3+3,3°
60 76,648,8%°  13,3+3,3®  63,3+12,0® 3,3+3,3°
0 76,6+3,3% ¢ 76,6+3,3% *
15 56,6+8,8° 3,3+3,3° 43,3+8,8° 0°
0,25 - 0,50 M
30 56,6+8,8" 3,3+3,3° 40,0+5,7° 0°
45 63,3+3,3° 13,3+3,3% 46,6+3,3° 10,045,72
60 73,3+3,3% 36,6+8,8% 63,3+3,3% 13,346,6%

Nota: Os dados representam média + erro padréo.; Letras iguais na mesma coluna indicam néo
haver diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05); * Ndo houve sobrevivéncia na etapa

anterior
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A temperatura de exposi¢do a solugéo crioprotetora influenciou o nimero de
plantas formadas a partir dos &pices recuperados, assim como 0O seu
desenvolvimento. Enquanto apices criopreservados oriundos do tratamento a 0°C
deram origem a apenas uma planta, a formacéo de mais de uma planta por apice foi
verificada no material submetido ao tratamento com a solugao crioprotetora a 25°C
(Tabela 5). Apices pré-cultivados em 0,3M e expostos & PVS2 por 15 e 30 minutos
originaram multibrotacdes (Figura 12a), com a producao de um numero médio de 7
brotos por apice no tempo de exposicdo a solucdo crioprotetora por 30 minutos
(Tabela 5). A formacéo de multibrotacdes continuou quando os brotos recuperados
foram isolados e subcultivados para meio MSO, para alongamento e enraizamento
(Figura 12b), resultando na proliferacdo in vitro de um grande numero de plantas
quatro meses apos a criopreservacao (Figura 12c). Ja apices expostos a PVS2 por

15 minutos, apresentaram namero médio de 4,2 brotos por apice (Tabela 5)

Figura 12 - Apices caulinares de C. spinosa pré-cultivados com 0,3 M
de sacarose e criopreservados através da técnica de
vitrificacdo com exposi¢ao a PVS2 (25°C) por 30 minutos
antes da imers&o em NL.

Legenda:(a) Desenvolvimento de brotos apés 45 dias da recuperacao; (b) Brotos
isolados subcultivados em meio MSO; (¢) Multibrotacdes a partir de plantas
oriundas da criopreservacédo, ap6s 120 dias da recuperacdo. Nota:Barras = 1 cm.
Fonte: A autora, 2015.
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Tabela 5 - Numero médio de brotos formados ap0s a criopreservacdo de apices
caulinares de C. spinosa utilizando a técnica de vitrificacdo com PVS2.

e ) qemberaurS oo 8¢, Namero médio de brotosiapice
aPVS2 PVS2 (min) - NL + NL
0 1,24¢0,1° *
15 2,6+0,2° 4,2+0,9°
03M 25°C 30 2,5+0,2° 7,0£0,4°
45 1,8£0,2* e
60 1,740,2% e
0 1,120,1° .
15 1,2+0,1° 1,040.0°
0,25 - 0,50 M 25°C 30 1,2+0,1° 1,040.0°
45 1,2+0,1° 1,040.0°
60 1,1+0,1° 1,040.0°
0 1,120,1° .
15 1,30,1° 1.840.3°
0,3 M 0°C 30 1,0+0,0 1.3+0.1°
45 1,0£0,0° 1,0£0.0°
60 1,0£0,0° 1,0£0.0°
0 1,110,1° *
15 1,240,1° o
0,25-0,50 M 0°C 30 1,140,1° ok
45 1,3£0,1° 1,0£0,0°
60 1,240,1° 1,0£0,0°

Nota: Os dados representam média + erro padrdo; Letras iguais na mesma coluna indicam néo
haver diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05); * N&o houve sobrevivéncia; ** N&o
houve recuperacao

Os tratamentos visando a criopreservagdo também influenciaram no
desenvolvimento das plantas apds a etapa de recuperacao. Algumas plantas obtidas
a partir de apices pré-cultivados em 0,25-0,5 M e expostos por 15 ou 30 minutos ao
PVS2 a 25°C, apresentavam aspecto hiperhidrico, com auséncia de alongamento e
enraizamento. Também foram formados pequenos aglomerados de brotos com
aspecto hiperhidrico (Figura 13a). Esses brotos foram individualizados e transferidos
para meio MSO (Figura 13b). O subcultivo para meio sem suplementacédo hormonal

possibilitou o enraizamento, resultando no desenvolvimento de plantas completas.
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Ao longo dos subcultivos, o aspecto hiperhidrico foi sendo atenuado, de modo que,
ap0s o terceiro més, as plantas ja apresentavam um aspecto fenotipico normal
(Figura 13c).

Figura 13 - Apices caulinares de C. spinosa pré-cultivados com 0,25 M - 0,5
M de sacarose e expostos a PVS2 (25 °C) por 15 min antes da
imersdo em NL.

'J)J ol i
i -

Legenda: (a)- Desenvolvimento de brotos 30 dias apds a recuperacéo; (b)- Brotos com
aspecto hiperhidrico isolados e transferidos para meio MSO 60 dias ap6és da
recuperacao; (c)- Plantas oriundas de apices criopreservados, apos 120 dias
da recuperacéo.

NotaBarras = 1 cm.

Fonte: A autora, 2015.

Ainda que tenham sido alcancados menores percentuais de recuperacdo com
0 uso do PVS2 a 0°C, os 4pices expostos a esta condicdo de tratamento
apresentaram recuperacdo mais rapida em relacdo aqueles tratados a 25°C. Trés
semanas apd0s o inicio da etapa de recuperacdo, ja era possivel observar o
desenvolvimento de primérdios foliares tanto nos apices néo resfriados (Figura 14a e

14c), quanto naqueles imersos em NL (Figura 14b e 14d). Esta mesma resposta sO
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foi observada nos apices submetidos ao PVS2 a 25°C durante a quarta semana de
recuperacdo. Entretanto, ndo foi observada a formag¢do de plantas a partir do
material oriundo dos tratamentos a 0°C. Os 4apices desenvolveram apenas
primoérdios foliares que apresentavam um aspecto hiperhidrico.

Figura 14 - Resposta morfogénica de 4pices caulinares de C. spinosa
criopreservados pela técnica de vitrificacdo apos 21 dias da exposicao a PVS2 a 0°C.

Legenda: (a) Exposicdo por 15 minutos e sem imersdo em NL; (b) Exposicdo por 15 minutos
e imerséo em NL; (c) Exposi¢éo por 45 minutos e sem imerséo em NL; (d) Exposi¢éo por 15
minutos e imersdo em NL. Barras = 1 cm.

Fonte: A autora, 2015.

4.3.2 Tratamentos com PVS3

Apices ndo resfriados tratados com PVS3 apresentaram taxas de
sobrevivéncia de 66,6% a 76,6%, independentemente do pré-cultivo utilizado
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(Tabela 6). Entretanto, a exposicdo a concentragcdes crescentes de sacarose
resultou em menores valores percentuais de recuperacdo. Esta resposta esti
relacionada a associacdo do pré-cultivo com a exposicdo a PVS3, uma vez que 0s
apices submetidos apenas ao pré-cultivo, sem exposicdo a solucdo crioprotetora
apresentaram valores de recuperacdo iguais aqueles observados para a
sobrevivéncia.

imersos em NL,

Para o0s &pices nao foram observadas diferencas

significativas nas taxas de sobrevivéncia para a maior parte dos diferentes
tratamentos. Entretanto, para a recuperacdo apds a criopreservagdo, a exposicao
por 45 minutos a solugdo crioprotetora resultou nas maiores taxas de recuperacao
(20%) nas duas condicdes de pré-cultivo aplicadas. Resultados semelhantes foram
também alcancados pelo material submetido ao pré-cultivo em concentracdes

crescentes de sacarose e exposto ao PVS3 por 30 minutos (Tabela 6).

Tabela 6 - Criopreservacéao de apices caulinares de C. spinosa através da técnica de
vitrificacao utilizando a solugéo crioprotetora PVS3 a 25°C.

Tempo de
Pré-cultivo exposicdo Sobrevivéncia (%) Recuperacdao (%)
(MS + sacarose) a(rF;\i/nS)S -NL + NL - NL + NL
0 80,045,72 0° 80,045,72 *
15 70,0£#10,0° 10,045,7*  70,0+10,0°  6,6%3,3"
03 M 30 70,0£10,0° 26,6+12,0° 70,0¢10,0° 20,0%5,7°
45 73,3+13,3*  33,3+8,8%°  73,3+13,3*  20,0+0,0°
60 76,6+12,0° 10,0#5,7*  76,3+12,0°  6,6%6,6"
0 76,6+3,32 0° 76,6+3,3° *
15 66,6+6,6° 6,6+3,3" 56,6+8,8°  3,3+3,3"
0,25-0,50M 30 70,0¢10,0° 13,3+8,8°  63,3t8,8"  6,626,6"
45 70,0+#10,0° 26,646,6°  53,3+3,3°  20,045,7°
60 76,6+12,0° 26,6+3,3*  53,3+88"  6,6+3,3"

Nota: Os dados representam média + erro padrdo; Letras iguais na mesma coluna indicam néo
haver diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05); * Ndo houve sobrevivéncia na etapa

anterior
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Os apices criopreservados, principalmente aqueles submetidos ao pré-
tratamento em 0,3 M de sacarose, apds serem inoculados em meio de recuperagao,
deram origem a pequenos aglomerados de brotos, a maioria com aspecto
hiperidrico, independentemente do tempo de exposicdo a PVS3. Esta resposta foi
observada tanto apés 30 dias (Figuras 15a, 15c e 15e), como ap6s 60 dias (Figuras
15b, 15d e 15f) da exposicdo a solucdo de vitrificacdo. Esses brotos foram
individualizados, sendo observada a formacdo de 1,6 - 4,0 brotos por apice
recuperado (Tabela 7). Embora os brotos tenham sido transferidos para meio MSO,
nao foi observado o enraizamento e alongamento ao longo do tempo de cultura. Ja
nos protocolos onde foi aplicado o pré-cultivo em concentracdes crescentes de
sacarose, 0s apices recuperados, em sua maioria, deram origem a apenas um broto,

nao sendo observado o enraizamento.

Tabela 7 - NUumero médio de brotos formados apds a criopreservacado de apices
caulinares de C. spinosa utilizando a técnica de vitrificagdo com PVS3.

Pré-cultivo Tempo de NGmero médio de brotos/apice
(MS + sacarose) exp03|((;r§ion§1 PVss

-NL + NL
0 1,0+0,0? *

15 1,4+0,1° 4,0+2,0

0,3M 30 1,6+0,12 1,6+0,3%

45 1,6+0,1° 2,5+0,7%°

60 1,5+0,1° 4,0+2,0?
0 1,1+0,1° *

15 1,3+0,1° 1,0+0,0°

0.25 - 0.50 M 30 1,3+0,1° 1,0+0,0°

45 1,4+0,1° 1,3+0,2°

60 1,3+0,1° 1,0+0,0°

Os dados representam média + erro padréo.

Letras iguais na mesma coluna indicam néo haver diferenca significativa entre os tratamentos (p <
0,05).

* Nao houve sobrevivéncia na etapa anterior
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Figura 15 - Resposta morfogénica em apices caulinares de C. spinosa pré-cultivados
com 0,3 M de sacarose e criopreservados pela técnica de vitrificacdo com
exposicdo a PVS3.

Legenda: (a) 30 dias apds a exposigdo por 15 minutos; (b) 60 dias apds a exposi¢do por 15 min; (c)
30 dias apds a exposicdo por 45 minutos; (d) 60 dias apds a exposicéo por 45 min; (e) 30 dias apés a
exposicdo por 60 minutos; (f) 60 dias apds a exposicéo por 60 min. Barras = 1 cm.

Fonte: A autora, 2015.
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4.4 V-Crioplacas

4.4.1 Tratamentos com PVS?2

Apices submetidos ao tratamento com PVS2 a 25°C, mas n&o resfriados,
apresentaram taxas de sobrevivéncia que variaram de 73% a 90% nos tratamentos
com a solucgdo crioprotetora por até 60 minutos. Entretanto, a exposi¢cao por maiores
tempos (90 e 120 minutos), acarretou na reducao do percentual de sobrevivéncia
(53% a 63%). Estes resultados foram observados independentemente do pré-cultivo
utilizado (Tabela 8).

Quando os &pices foram transferidos para meio de recuperacdo, a exposi¢ao
a PVS2 foi a condicdo que mais afetou a resposta in vitro. Apices ndo imersos em
NL, pré-cultivados em sacarose pelos dois protocolos empregados, mas nhao
expostos a PVS2, mostraram valores de recuperacdo semelhantes aqueles
observados para a sobrevivéncia, enquanto que a exposi¢cao ao crioprotetor resultou
na reducéo da recuperacao.

O tratamento de pré-cultivo influenciou a sobrevivéncia e a recuperacdo dos
apices que foram imersos em NL. O pré-cultivo na presenca de 0,3 M de sacarose
foi mais eficiente para a criopreservacio. Apices submetidos a este pré-tratamento,
e a seguir expostos a PVS2 por tempos de 30 a 120 minutos, alcancaram taxas de
sobrevivéncia que nao diferiram entre si, sendo o valor maximo (50%) obtido apos
30 minutos de exposicdo a solucdo crioprotetora. Resultados semelhantes foram
obtidos no pré-tratamento com concentragdes crescentes de sacarose apenas no
tempo de exposicdo a PVS2 por 60 minutos (Tabela 8).

A recuperacdo a partir dos apices criopreservados ocorreu para todos o0s
tempos de exposicdo a PVS2 nos ensaios realizados com o uso do pré-tratamento
em solucdo de 0,3 M de sacarose. Entretanto, para os experimentos com pré-cultivo
em concentragcfes crescentes do agucar, esta resposta sO foi observada para os
tempos de exposicéo de 45 e 60 minutos (Tabela 8).

A maior taxa de recuperacdo alcancada nos ensaios em v-crioplacas na
presenca de PVS2 a 25°C foi obtida no tempo de exposicédo de 30 minutos (40%) no

pré-tratamento em solugcdo de 0,3 M de sacarose. Este resultado ndo apresentou
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diferenca estatistica com relacéo aos tratamentos com tempos de exposi¢édo de 45 e
60 minutos a solucao crioprotetora, independentemente do protocolo de pré-cultivo

utilizado.

Tabela 8 - Criopreservacao de apices caulinares de C. spinosa através da técnica de
vitrificagcdo em crioplacas (v-crioplacas) utilizando a solugéo crioprotetora

PVS2 a 25°C.
Pré-cultivo gf&g?ggg Sobrevivéncia (%) Recuperacéo (%)
(MS + sacarose) aPVvVs2
(min) - NL + NL - NL + NL
0 80,0+5,0° 0¢ 80,0+5,0° *
15 90,0+0,0? 6,6+3,3° 63,3+3,3*  6,63,3°
03 M 30 90,0£0,0°  50,0¢5,7°  76,6¢3,3°  40,0%5,7°
45 73,3+12,0  46,6+13,3*  63,3+6,6™  36,5+8,8°
60 86,6+3,3*  33,3+16,6°  63,3+3,3%"  23,3+6,6™
90 63,3+3,3"  46,6+13,3° 53,3+3,3°  13,3+3,3"
120 63,3+3,3"  33,3#16,6°  53,3+3,3" 10,0457
0 76,6+3,3% 0¢ 76,6+3,3° *
15 90,0+5,7° 3,3+3,3° 70,045,7° 0¢
0,25-0,50M 30 86,648,8°  3,3£3,3° 60,045, 7% 0¢
45 90,0+5,7° 23,3+3,3" 66,6+3,3°  20,0+0,0%®
60 90,045,7°  30,0%5,7%® 53,3+8,8"  23,3+8,8%
90 63,3+3,3% 6,6+3,3° 53,3+3,3" o¢
120 53,3+8,8" 3,3+3,3° 13,3+3,3° o¢

Nota:Os dados representam média + erro padréo; Letras iguais na mesma coluna indicam néo
haver diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05); * Ndo houve sobrevivéncia na etapa

anterior

A exposicdo de apices nao resfriados ao PVS2 na temperatura de 0°C
resultou em taxas de sobrevivéncia de 76% a 96% quando consideradas as duas
condicdes de pré-cultivo. Para a recuperagdo, ndo foram verificadas diferencas
significativas entre os materiais mantidos na presenca de 0,3 M de sacarose para
todos os tempos de exposicao a PVS2, com excecdo do tratamento por 90 minutos.

Esses resultados também né&o diferiram daqueles obtidos apdés o pré-cultivo em
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concentragdes crescentes de sacarose e exposi¢cao a solucéo de vitrificagdo por 90
min. Esses tratamentos resultaram em taxas de recuperacgéo de 73% a 80% (Tabela
9).

Em relacdo ao material imerso em NL, a reducdo na temperatura de
exposicdo a PVS2 se mostrou uma condicdo importante para a eficiéncia do
processo de criopreservagdo (Tabela 9). O aumento do tempo de exposicdo a
solucéo crioprotetora, resultou nas melhores respostas tanto de sobrevivéncia como
de recuperacdo. Apices pré-tratados em concentraces crescentes de sacarose e
mantidos na solugdo crioprotetora pelos maiores tempos de exposicao,
apresentaram os valores mais expressivos para 0s parametros avaliados. Na etapa
de recuperacao, os apices expostos por 45 (Figura 16a), 60 (Figura 16b), 90 (Figura
16¢), 120 (Figura 16d) minutos ao PVS2, originaram plantas completas com aspecto
fenotipico normal um més apds a criopreservacdo. A exposicdo a PVS2 por 90
minutos se mostrou o protocolo mais eficiente para a criopreservacdo dos apices
caulinares de C. spinosa, sendo obtidas as maiores taxas de sobrevivéncia (86%) e
recuperacdo (70%), quando comparado aos demais protocolos empregados no
presente estudo.

Para o material pré-tratado em solucdo de 0,3 M de sacarose, as maiores
taxas de sobrevivéncia e recuperacdo também foram alcancadas nos maiores

tempos de exposicéo a solucao crioprotetora (Tabela 9).
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Tabela 9 - Criopreservacao de apices caulinares de C. spinosa através da técnica de
vitrificagcdo em crioplacas (v-crioplacas) utilizando a solugéo crioprotetora

PVS2 a 0°C.
Tempo de
Pré-cultivo exposicado Sobrevivéncia (%) Recuperacéo (%)
(MS + sacarose) a(sq\i/ns)z -NL + NL -NL + NL
0 80,0+5,0° of 80,0+5,0° *
15 96,6+3,3% 3,3+3,3° 73,3+6,6% 0°
30 93,3+3,3% 6,6+3,3° 73,3#6,6°  3,3+3,3°
03M 45 93,3+3,3  13,3+8,8"  80,0+5,7° 6,6+3,3°
60 83,3+8,8% 16,6+3,3%  73,3+6,6®  13,3+3,3¢
90 83,3+8,8°  43,3%8,8°  66,6x3,3°  23,3%3,3°
120 90,045,727  63,3#6,6°  70,0+0,0*  43,3+6,6"
0 76,6+6,6° of 76,6+6,6% *
15 76,6+6,6° of 50,0+0,0° *
30 76,6+6,6° of 50,0+0,0° *
0,25-0,50 M 45 83,3+3,3*  40,0£10,0° 63,3%3,3"  30,0%5,7°
60 83,3+3,3*  36,646,6°  66,6+3,3"  26,6%6,6°
90 96,6+3,3°  86,6+3,3°  80,0+0,0°  70,045,7°
120 90,0+5,72 63,3+6,6" 63,3+3,3°  50,045,7"

Nota:Os dados representam média + erro padréo; Letras iguais na mesma coluna indicam néo
haver diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05); * Ndo houve sobrevivéncia na etapa

anterior
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Figura 16 - Resposta morfogénica de apices caulinares de C. spinosa pré-
cultivados com 0,25 M - 0,5 M de sacarose e criopreservados

pela técnica de v-crioplacas, apés 30 dias de exposicédo a
solugcédo PVS2 a 0°C.

>~ Y8

Legenda: Exposicdo por: (a) 45; (b) 60; (c) 90; (d) 120minutos. As setas indicam a presenca de
raizes. Barras = 1 cm.

Fonte: A autora, 2015.

Assim como observado para a técnica de vitrificagdo, nos ensaios em v-
crioplacas, a temperatura de tratamento com a solucéo crioprotetora influenciou no
namero e no desenvolvimento das plantas. Os maiores nameros de brotos por
apices recuperados foram obtidos a partir do material expostos a solucédo de PVS2 a

0°C. Apices pré-tratados em concentragcdes crescentes de sacarose e expostos a
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solugéo crioprotetora pelos maiores tempos de exposi¢cédo deram origem de 2,5 a 3,4
brotos/apice (Tabela 10).

Apices mantidos em PVS2 a 25°C e imersos em NL originaram pequenos
brotos com aspecto fenotipico normal. Entretanto, as plantas ndo alongaram, mesmo
apos dois meses de cultivo em meio MSO.

Plantas obtidas a partir de apices criopreservados na presenca de PVS2 a
0°C apresentaram rapido desenvolvimento, de forma que 15 dias apdés o
recuperacao ja era possivel observar a formacéo de primérdios foliares e apos 30
dias, ja era evidenciado o desenvolvimento de raizes. Sessenta dias do processo de
criopreservacéao, plantas oriundas dos tratamentos com a solugéo crioprotetora por
45 (Figura 17a), 60 (Figura 17b), 90 (Figura 17c) e 120 minutos (Figura 17d)
apresentavam aspecto fenotipico normal e mantiveram a capacidade de

multiplicacéo ao longo do tempo em cultura (Figura 18).
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Tabela 10 - Numero médio de brotos formados ap0s a criopreservacao de apices
caulinares de C. spinosa utilizando a técnica de v-crioplacas com PVS2.

Tempo de
Pre-cultivo J:gf;;gggi exposicdo  Numero médio de brotos/apice
(MS + sacarose) 3 PVS2 a P\/SZ
(min) -NL + NL
0 1,2+0,1° *
15 1,3+0,1° 1,0+0,0°
30 1,6+0,1° 1,2+0,1°
03M 25 °C 45 1,4+0,1° 1,6+0,1°
60 1,740,1° 1,0+0,0°
90 1,740,1° 1,0+0,0°
120 1,0+0,0° 1,0+0,0°
0 1,1+0,1° *
15 1,1+0,1° i
30 1,3+0,1° o
0,25-0,50 M 25 °C 45 1,1+0,1° 1,0+0,0°
60 1,3+0,1° 1,2+0,3"
90 1,4+0,8° i
120 1,0+0,0° i
0 1,2+0,1° *
15 1,3+0,1° i
30 1,2+0,1° 1,0+0,0°
0,3 M 0°C 45 1,5+0,1° 1,0+0,0°
60 1,3+0,1° 1,5+0,2"
90 1,4+0,1° 1,7+0,4°
120 1,1+0,1° 1,4+0,1°
0 1,1+0,1° *
15 2,9+0,5° *
30 2,0+0,3% *
0,25- 0,50 M 0°C 45 1,6£0,1" 2,540,3%
60 1,5+0,5° 3,4+0,6°
90 3,0+0,5° 3,3+0,4°
120 3,0+0,2? 2,60,3%

Nota: Os dados representam média + erro padréo;Letras iguais na mesma coluna indicam néo
haver diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05); * Ndo houve sobrevivéncia; ** Ndo
houve recuperacao



Figura 17 - Plantas regeneradas a partir de apices
caulinares pre-cultivados com 0,25 M - 0,5 M
de sacarose e criopreservados pela técnica de
v-crioplacas, ap6s 60 dias de exposicdo a
PVS2 a 0°C.

a b

Legenda: Exposicéo por: (a) 45; (b) 60; (c) 90; (d) 120minutos. As setas
indicam a presencga de raizes. Barras = 1cm.
Fonte: A autora, 2015.
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Figura 18 - Plantas regeneradas a partir de apices caulinares pre-
cultivados com com 0,25 M - 0,5 M de sacarose e
criopreservados pela técnica de v-crioplacas com
exposicdo a PVS2 a 0°C por 90 minutos, apos seis

Legenda: Barra =1 cm.
Fonte: A autora, 2015.

4.4.2 Tratamento com PVS3

Apices expostos a PVS3, mas ndo resfriados, apresentaram valores de
sobrevivéncia na faixa de 90%, independentemente do pré-tratamento utilizado.
Entretanto, o aumento do tempo de exposi¢cao a solucdo crioprotetora acarretou na
reducdo das taxas de sobrevivéncia (Tabela 11). A transferéncia dos apices para
meio MS acrescido de BAP, resultou em taxas de recuperacdo que nao diferiram

entre si, a excecdo dos experimentos com exposicdo a PVS3 por 120 minutos.
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Quando os apices foram imersos em NL, ndo foram observadas diferencas
significativas com relagéo aos dois pré-tratamentos. A exposi¢cdo a PVS3 por tempos
intermediarios resultou em maiores valores de sobrevivéncia, com destaque para
apices pré-tratados em concentracdes crescentes de sacarose e expostos por 90
minutos a solucao crioprotetora, que resultou em 50% de sobrevivéncia. Resposta
similar foi verificada durante a recuperacdo, onde os apices criopreservados pelo
mesmo tratamento citado anteriormente alcancaram a maior taxa de recuperacao
(26%), embora sem diferenca significativa com relacdo aos tratamentos por 30 a 60
minutos com a solugéo crioprotetora (Tabela 11).

Apices criopreservados em PVS3 ndo produziram multibrotagbes, sendo
obtidos valores maximos de 1,7 brotos/apice (Tabela 12). Embora as plantas
desenvolvidas a partir desses apices tenham apresentado um aspecto fenotipico
normal (Figura 19), mostraram menor desenvolvimento quando comparadas aquelas

regeneradas de 4pices submetidos aos tratamentos na presenca de PVS2.

Tabela 11 - Criopreservacao de apices caulinares de C. spinosa através da técnica
de vitrificacdo em crioplacas (v-crioplacas) utilizando a solucao
crioprotetora PVS3.

Pré-cultivo gf&%?ggg Sobrevivéncia (%) Recuperagéo (%)
(MS + sacarose) a(Equ?)S NL +NL NL +NL
0 80,045,0%° 0° 80,0+5,0° *
15 96,6+3,3% o¢ 66,6+3,3% *
30 96,6+3,3  33,3+8,8°  70,0+5,7*  16,6+6,6®
0,3M 45 96,6+3,3? 16,6+3,3°  66,6+3,3" 13,3+3,3®
60 96,6+3,3°  36,6+12,0°  73,3+6,6°  23,3+3,3%
90 90,0+0,0? 23,3+3,3°  63,3+3,3%"  13,3+3,3*
120 63,3+8,8" 16,6+3,3" 46,6+8,8°  6,6+3,3"
0 76,67+3,3% 0¢ 76,67+3,3% *
15 90,0+5,7° 0° 60,0+5,7% *
30 90,0+5,7° 6,6+3,3° 66,6+3,3% 0°
0,25- 0,50 M 45 90,045,7° 16,612  70,0+5,7*°  13,3+3,3%
60 90,045,7° 30,0457  53,3+8,8®  20,0+5,5%
90 63,3#3,3°  50,0+10,0° 63,3+3,3"  26,6+3,3%
120 53,3+8,8° 6,6+3,3°  30,0£#10,0°  3,3+3,3"

Nota: Os dados representam média + erro padrdo; Letras iguais na mesma coluna indicam nao
haver diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05); * Nao houve sobrevivéncia na etapa

anterior
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Tabela 12 - Numero médio de brotos formados ap0s a criopreservacao de apices
caulinares de C. spinosa utilizando a técnica de v-crioplacas com PVS3.

Tempo de

Pré-cultivo exposicdo a PVS3 Numero médio de brotos/apice
(MS + sacarose) (min) NL +NL
0 1,2+0,1% *
15 1,2+0,1% *
30 1,4+0,1% 1,2+0,2°
0,3 M 45 1,3+0,1% 1,0+0,0°
60 1,4+0,1° 1,5+0,2°
90 1,2+0,1* 1,0+0,0%
120 1,2+0,1* 1,0+0,0%
0 1,2+0,1* *
15 1,6+0,1% *
30 1,7+0,1* o
0,25-0,50 M 45 1,6+0,1% 1,0+0,0%
60 1,6+0,1% 1,3+0,2°
90 1,2+0,1* 1,1+0,1%
120 1,2+0,1% 1,5+0,5%

Nota: Os dados representam média + erro padrdo; Letras iguais na mesma coluna indicam néo
haver diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05); * Ndo houve sobrevivéncia; ** N&o
houve recuperacao



Figura 19 - Plantas regeneradas a partir de apices caulinares pré-cultivados

com 0,25 M - 0,5 M de sacarose e criopreservados pela técnica

de v-crioplacas com exposi¢do a PVS3 por 90 minutos, apés
trés meses de cultivo in vitro

Legenda: Barra= 1 cm.
Fonte: A autora, 2015.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho foram investigados métodos visando a criopreservacdo de
plantas propagadas in vitro de C. spinosa. O presente trabalho representa o primeiro
estudo envolvendo a criopreservacdo de apices caulinares em espécies da familia
Cleomaceae, na qual apenas a espécie Cleome rosea ja havia sido investigada com
este objetivo, porém utilizando segmentos radiculares (CORDEIRO; SIMOES-
GURGEL; ALBARELLO, no prelo).

Inicialmente, diferentes partes da planta foram avaliadas quanto a sua
capacidade de regenerar a partir de pequenos fragmentos. A necessidade em
utilizar estruturas de tamanho reduzido, se deve ao fato de que em menores
quantidades de tecido vegetal, as etapas de desidratacdo, resfriamento e
reaquecimento ocorrem mais rapida e uniformemente (CARVALHO; VIDAL, 2003).
Para C. spinosa, apenas o uso de apices caulinares permitiu que fossem alcancadas
altas porcentagens de regeneracdo. Apices sdo estruturas muito utilizadas em
estudos de criopreservacdo devido ao tamanho reduzido de suas células,
uniformidade, alto grau de divisdo celular, presenca de vacuolos pequenos e alta
taxa nucleocitoplasméatica (ENGELMANN, 2010). Essas caracteristicas
meristematicas Ihes conferem maior tolerancia a desidratacdo em relagéo as células
altamente diferenciadas, aumentando o seu potencial de recuperacdo apods a
criopreservacdo (ENGELMANN, 2010).

Considerando os outros tipos de explantes avaliados, também foi observado o
desenvolvimento de partes aéreas em segmentos nodais, mas esta resposta foi
alcancada apenas em 50% dos explantes. Na maior parte ndo houve o
desenvolvimento de raizes e as poucas plantas formadas apresentaram tamanho
reduzido. Explantes nodais também tém sido utilizados de forma eficiente na
conservagao in vitro via criopreservacao para algumas espécies (MARKOVIC et al.,
2014; MERHY et al, 2014; NIINO et al.,, 2013; RAY; BHATTACHARYA, 2008;
SANAYAIMA et al., 2006). Entretanto, caracteristicas como maior grau de
diferenciacao celular e maior tamanho podem dificultar a penetragdo homogénea
das solucdes crioprotetoras nesses materiais, dificultando a recuperacdo apos a
imersdo em NL (RAY; BHATTACHARYA, 2008).
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Segmentos internodais de C. spinosa ao serem cultivados a partir de
explantes de tamanhos inferiores a 0,5 cm nao apresentaram qualquer tipo de
resposta morfogénica, embora estudos anteriores tenham constatado o potencial
morfogenético deste material para a micropropagacao (ALBARELLO et al., 2006) e a
calogénese (ALBARELLO et al., 2007).

Uma vez selecionado o tipo de explante mais adequado aos estudos de
criopreservacao, foram estabelecidas culturas de microestacas para a padronizacéo
da idade dos apices caulinares, que foram utilizados com 2-3 semanas de cultivo in
vitro. A influéncia da idade dos apices na recuperacdo apos a criopreservacao foi
avaliada por Charoensub e colaboradores (2003). Nesses estudos, apices de aipim
com cerca de duas semanas de cultivo alcancaram maiores taxas de recuperacéo
qguando comparados a apices cultivados por periodos de tempo maiores. Em funcéo
destes resultados, os autores sugeriram o cultivo de microestacas durante periodo
de tempo pré-determinado para servirem como fontes de explantes, a fim de obter
um material fisiologicamente mais homogéneo e, desta forma, minimizar o efeito do
tempo em cultura na recuperacdo do material apos a criopreservacao. O efeito do
tempo de cultivo das microestacas na recuperacdo de apices criopreservados
também foi avaliado para Vitis vinifera (MARKOVIC et al., 2012). Foram utilizados
no estudo tempos de cultura que variavam de 4 a 16 semanas. ApGs as etapas da
criopreservacdo, os menores tempos de cultivo foram aqueles que resultaram em
maiores valores de recuperacdo, sendo entdo apontado como os mais indicados
para a espécie. Muitos estudos atuais envolvendo a técnica de crioplacas tém
utilizado as culturas de microestacas para a obtencédo de explantes mais uniformes
(RAFIQUE et al.,, 2015; SEKIZAWA et al., 2011; SYLVESTRE-ENGELMANN;
ENGELMANN, 2015; YAMAMOTO et al., 2012a, 2012b; YAMAMOTO et al., 2015).

As técnicas de criopreservacao avaliadas no presente trabalho baseiam-se no
processo de vitrificagdo, sendo necessaria a otimizacdo dos processos de
desidratacéo para que ocorra a remocao do maximo possivel da agua disponivel nas
células, a fim de evitar a formacdo de cristais de gelo durante o resfriamento
(SANTOS, 2000). Desta forma, a capacidade de o material utilizado em reduzir o
seu teor hidrico foi investigada a partir da exposicdo ao pré-cultivo com diferentes
concentragdes de sacarose.

O pré-cultivo com substancias crioprotetoras, em geral, é realizado em meios

de cultura enriquecidos com altas concentragbes de acglcares, como sacarose,
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manitol, glicose, entre outros. Entretanto, o efeito de dissacarideos como a sacarose
parece ser mais efetivo devido a sua dissociacdo em monossacarideos (HELLIOT et
al., 2003).

Os acucares desempenham um papel muito importante na aquisicdo de
resisténcia a desidratacdo no processo de criopreservacao, conferindo a célula
vegetal maior tolerancia ao resfriamento (SAKAI; HIRAI; NIINO, 2008; PANIS et al.,
2002). O efeito protetor dos acucares sollveis como a sacarose sobre as
membranas celulares se deve a capacidade destas substancias em formar pontes
de hidrogénio com as regides polares dos fosfolipidios das membranas e, desta
forma, substituirem as moléculas de agua, mantendo a estabilidade dessas
estruturas mesmo apos a desidratacdo (HELLIOT et al., 2003; ZHU et al., 2006).

A manutencao do material vegetal em solu¢cbes com altas concentracdes de
acucares leva a alteracdes fisiologicas nas células que irdo permitir maior adaptacao
ao estresse osmotico. Ramon e colaboradores (2002) reportaram o aumento nos
niveis de poliaminas durante a etapa de pré-cultivo em estudos com &apices de
banana. Segundo os autores, as poliaminas atuariam como captadores de espécies
reativas de oxigénio (EROs), protegendo as membranas celulares da oxidac¢do. Do
mesmo modo, ocorre aumento nos niveis do aminoacido prolina, que também
exerce um papel importante na protecdao contra as EROs (SUZUKI et al., 2006). A
elevacdo nos niveis deste aminoacido nas plantas sobre estresse hidrico visa
balancear o aumento da osmolaridade extracelular e, desta forma, auxiliar na
estabilizacdo das proteinas (YOSHIBA et al., 1997). A relacdo entre 4cidos graxos
insaturados e saturados nas membranas celulares também sofre alteracdo durante o
tratamento na presenca de altas concentracdes de acucares, como observado para
apices de banana (RAMON et al., 2002). O aumento de acidos graxos insaturados
foi verificado nos tratamentos que resultaram em melhores respostas ao processo
de criopreservacao. Segundo Vandenbussche e colaboradores (1999) o aumento da
insaturacdo dos acidos graxos influencia a flexibilidade e a permeabilidade das
membranas, assim como sua resisténcia a diferentes condi¢cdes de estresse.

A partir da avaliacdo do teor hidrico dos apices de C. spinosa incubados em
diferentes concentracées de sacarose, foram selecionadas duas condi¢cdes para
serem avaliadas na etapa de pré-cultivo. A manutencédo do material em presenca de

0,3 M de sacarose por 24 horas e a exposicdo a concentracdes crescentes de
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sacarose (0,25M-0,50M) por um periodo total de 48 horas, resultaram em valores
residuais de teor hidrico de 71,24% e 55,40%, respectivamente.

O pré-cultivo com 0,3 M de sacarose tem sido utilizado em muitos estudos
envolvendo a criopreservacdo de diferentes espécies vegetais, tanto a partir de
apices caulinares (CHAROENSUB; HIRAI; SAKAI, 2004; CONDELLO et al., 2009;
MARKOVIC et al., 2012; SAKAI; ENGELMANN, 2007; SAN-JOSE et al., 2013;
SEKIZAWA et al, 2011; SYLVESTRE-ENGELMANN; ENGELMANN, 2015;
YAMAMOTO et al.,, 2012a; YAMOTO et al., 2015), como com segmentos nodais
(MATSUMOTO et al., 2014), raizes (JUNG et al., 2001; LAMBERT et al., 2009; XUE
et al., 2008), embrides soméaticos (FANG et al, 2008; VALLADARES et al., 2004) e
culturas de calos (DANSO; FORD-LLYOD, 2008; SUBAIH; SHATNAWI; SHIBLI,
2007).

Contudo, muitas vezes o pré-cultivo realizado pela imersdo do material em
apenas uma solugéo contendo alta concentracdo de sacarose pode acarretar em
efeitos deletérios ao material biolégico (WANG et al., 2005). Sendo assim, 0s pré-
cultivos com concentracdes crescentes de sacarose podem ser aplicados com a
finalidade de se obter uma desidratacdo mais lenta e gradual. Em C. spinosa apices
mantidos por 24 horas em solug¢do contendo 0,7 M de sacarose alcancaram valores
de teor hidrico similar aqueles obtidos com o tratamento em concentracdes
crescentes de sacarose (56%). Entretanto, a regeneracdo foi afetada pelo
tratamento a 0,7 M, no qual foram alcancadas taxas de 60% de regeneracdo em
comparacao aos 100% obtidos quando aplicado o tratamento em concentracdes
crescentes. Quando expostos a uma concentragdo mais baixa de sacarose, 0s
apices sao adaptados a estresses osmoticos intermediarios para em seguida serem
submetidos a desidratacdo com concentracdes maiores (KIM; LEE, 2012). O pré-
tratamento com concentracdes crescentes de sacarose ja foi utilizado para otimizar
os resultados da criopreservagdo em diversas especies (KALITA et al., 2012; KIM,;
LEE, 2012; SUZUKI et al.,, 2006; WANG et al., 2005), inclusive para segmentos
radiculares de Cleome rosea (CORDEIRO; SIMOES-GURGEL; ALBARELLO, no
prelo).

Nos protocolos estabelecidos no presente trabalho, optou-se pelo uso da
solucdo de loading apds o pré-cultivo em todos os tratamentos avaliados, tendo em
vista 0 seu papel na inducdo de tolerancia a desidratacdo (SAKAI; HIRAI; NIINO,

2008). A exposicdo do material vegetal as solu¢des de vitrificagdo sem uma etapa
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de osmoprotecdo pode causar danos em virtude do estresse osmético. Muitos
trabalhos sugerem que o tratamento prévio com uma solucdo de crioprotetores de
concentracdo intermediaria, pode minimizar esses danos (PENNYCOOKE; TOWILL,
2001; SAKAI, 2004). Sendo assim, o uso da solucdo de loading antes da
desidratacdo com as solucdes de vitrificacdo vem sendo relatado como um
importante fator para obter recuperacdo ap0s o armazenamento em NL (CANO-
CASTILLO; CASAS, 2012; CHAEROENSUB; HIRAI; SAKAI, 2004; MATSUMOTO,
2002; VIDAL et al., 2005; WANG et al., 2002).

O tipo de técnica de criopreservacao empregada influenciou diretamente a
sobrevivéncia e recuperagcdo dos apices apos a imersdo em NL. As maiores taxas
de recuperacao foram obtidas com o uso da técnica de v-crioplacas. O uso das
crioplacas de aluminio aumentou cerca de 40% a recuperacdo de apices
criopreservados, em comparacao aos resultados obtidos pela vitrificacdo. Da mesma
forma, a utlizacdo das crioplacas aumentou a eficiencia dos protocolos de
criopreservacdo em apices de batata, chegando a obter taxas de 100% de
recuperacdo (YAMAMOTO et al., 2015). A eficacia do método também vem sendo
reportada em outras espécies vegetais, tais como Tanacetum cinerariifolium
(YAMAMOTO et al.,, 2011), Dianthus caryophyllus (SEKIZAWA et al., 2011),
cultivares de morango (YAMAMOTO et al., 2012a), Mentha spp. (YAMAMOTO et al.,
2012b), cultivares de cana-de-acucar (RAFIQUE et al., 2015) e Clinopodium odorum
(ENGELMANN-SYLVESTRE; ENGELMANN, 2015).

A obtencdo de maiores percentuais de recuperacdo do material
criopreservado pelo método de v-crioplacas vem sendo diretamente relacionada com
0 aumento da eficiéncia dos processos de resfriamento e reaquecimento, o qual
ajuda a manter a integridade estrutural das células (HIRAI, 2011). No caso da
técnica de vitrificagdo, em que os criotubos tampados e preenchidos com grandes
volumes de solugdo crioprotetora sao imersos em NL, sdo alcangadas taxas de
resfiamento e reaquecimento de 100-200°C min? e 80-120°C min?,
respectivamente (HIRAI, 2011; NIINO et al., 2013). Em contrapartida, devido a
natureza metalica das crioplacas, a utilizacdo de um pequeno volume de solucao
crioprotetora e ao contato direto com o NL, essas taxas podem alcancar 4000-
5000°C min™® e 3000-4500°C min™, respectivamente (NIINO et al., 2013;
YAMAMOTO et al., 2011).
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Outra vantagem das crioplacas diz respeito a facilidade de manipula¢do do
material vegetal. A necessidade de utilizacdo de materiais de tamanho muito
reduzido aumenta o risco de ocorréncia de lesdes ou mesmo da perda dos explantes
ao longo das etapas do processo. Além disso, a aderéncia a crioplaca confere maior
precisdo ao processo e garante que todos os explantes estejam em contato direto
com as soluc¢des utilizadas (loading, PVSs e unloading) (YAMAMOTO et al., 2011).

E importante destacar que, embora os ensaios de criopreservacdo com a
técnica de v-crioplacas tenham resultado em maiores taxas de recuperagcao para
apices criopreservados de C. spinosa, o processo também foi alcancado com a
aplicacdo da técnica de vitrificacdo. Descrita por Sakai, Kobayashi e Oiyama em
1990, esta técnica ainda € amplamente utilizada para criopreservar diferentes
materiais vegetais, sobretudo apices caulinares, ja tendo sido estabelecidos
protocolos para diversas espécies vegetais, incluindo tropicais (GOLMIRZAIE;
PANTA, 2000; HASSAN; HAGGAG, 2013; PENNYCOOKE; TOWILL, 2000; ROCA et
al., 2000; RUZIC; VUJOVIC; CEROVIC, 2014; SANT; TAYLOR; TYAGI, 2006).

Os resultados obtidos pelos protocolos empregando as duas técnicas
demonstraram que o tipo de solucéo de vitrificagdo, bem como a temperatura de
tratamento e o tempo de exposi¢do, foram fatores que influenciaram de forma
significativa a sobrevivéncia e recuperacédo dos apices de C. spinosa. As solucoes
de vitrificacdo sao solucdes aquosas de crioprotetores as quais contribuem para a
manutencdo do estado vitreo durante o resfriamento e reaquecimento, evitando a
formacdo de cristais de gelo no interior das células (GONZALEZ-ARNAO et al.,
2008). As solucdes de vitrificagdo normalmente rednem em sua constituicio
crioprotetores penetrantes e nao-penetrantes que vao promover a desidratacao dos
materiais, protegendo-os de possiveis lesdes teciduais que podem ocorrer devido a
cristalizacdo de moléculas de agua (KIM et al., 2009). Dentre as solucbes de
vitrificacdo mais utilizadas destacam-se a PVS2 (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA,
1990) e a PVS3 (NISHIZAWA et al., 1993), ambas utilizadas neste trabalho.

A PVS2 foi inicialmente descrita para a criopreservacdo de suspensodes
celulares de Citrus sinensis, porém, vem sendo aplicada com bastante sucesso na
criopreservacao de diversas espécies (SAKAI; ENGELMANN, 2007). O mecanismo
de acdo da PVS2 foi experimentalmente comprovado por Volk e Walters (2006). Os
autores apontam que devido a natureza penetrante de alguns de seus componentes,

a solucdo pode atuar na substituicdo da agua celular, modificando o comportamento
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de congelamento da agua residual das células. Embora a maioria dos estudos utilize
a PVS2, a solugdo PVS3, oiginalmente estabelecida para a criopreservacao de
suspensdes celulares de Asparagus officinalis, também tem sido bastante
empregada, principalmente como alternativa para a criopreservacao de espécies
sensiveis a PVS2 (KIM et al., 2009; SAKAI; ENGELMANN, 2007).

A presenca de crioprotetores penetrantes na formulagdo da PVS2 como o
DMSO e o etilinoglicol, confere maior toxicidade quando comparada a PVS3, que é
constituida apenas por sacarose e glicerol (KIM et al., 2009). Devido ao seu alto
peso molecular e viscosidade elevada, o glicerol apresenta baixo poder de
penetracdo quando comparado ao DMSO e EG (KIM et al., 2009). Entretanto, um
estudo comparativo entre a toxicidade dos componentes individuais das solucdes
crioprotetoras, realizado com apices caulinares de Mentha spp., revelou que a taxa
de difus@o do glicerol é aumentada na presenca de DMSO e EG (VOLK; HARRIS;
ROTINDO, 2006). Quando utilizada a 0°C seus efeitos toxicos podem ser
minimizados, ja que nessas condicdes a velocidade de penetracdo da PVS2 é
diminuida devido ao bloqueio do poder de penetracdo do EG (SUZUKI et al., 2008;
VOLK; HARRIS; ROTINDO, 2006).

O tipo de solugdo de vitrificagdo influenciou diretamente a resposta
regenerativa de apices de C.spinosa ap0s a imersao em NL. Tendo em vista as duas
técnicas empregadas, os maiores valores de recuperacao obtidos foram atravées do
uso de PVS2. De forma similar, quando comparados os efeitos da exposi¢cao a PVS2
e PVS3 na criopreservacao de apices caulinares de macga, também foi evidenciado o
efeito positivo da PVS2 na recuperacéo do material (HALMAGY!I et al., 2010).

Estudos comparativos envolvendo o uso de PVS2 e PVS3 na criopreservagao
de apices caulinares de cravo utilizando a técnica de v-crioplacas revelaram que nao
houve diferenca significativa nas porcentagens de recuperagao, independentemente
da solugdo empregada (SEKIZAWA et al.,, 2011). Em contraste, ao comparar
diferentes solucbes de vitrificacdo, Lee e colaboradores (2011) evidenciaram que a
desidratacdo com PVS2 gerou uma menor recuperacao do que a obtida com PVS3,
sendo essa resposta atribuida pelos autores a alta sensibilidade dos explantes
testados aos constituintes da solugdo PVS2.

Quando as solucdes de vitrificacdo foram usadas a 25°C, independentemente
do protocolo de pré-cultivo avaliado, ndo ocorreram diferencas significativas na

recuperacdo dos apices criopreservados. Porém, para a PVS2 a 0°C, o pré-cultivo
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em concentragdes crescente de sacarose resultou em taxas de recuperagdo mais
expressivas. Esses resultados foram observados nas duas técnicas de
criopreservacdo empregadas e podem estar relacionados ao fato de que a 0°C a
velocidade de penetracdo do PVS2 é reduzida quando comparado ao seu uso a
temperatura ambiente. Esta reducdo na velocidade de penetragéo da PVS2 pode ter
requerido um maior grau de desidratacdo prévio do material, o que foi verificado
quando os 4apices foram submetidos ao pré-tratamento em concentracdes
crescentes de sacarose.

Para encontrar um equilibrio entre a acao crioprotetora e a toxicidade das
solugbes de vitrificacdo, € fundamental otimizar a etapa de desidratagéo,
principalmente quanto a duracdo do tratamento (KIM et al., 2009). Nos estudos com
apices caulinares de C. spinosa, o aumento do tempo de exposicdo as solucdes de
vitrificagdo, quando empregadas a 25°C, resultou em menores valores de
recuperacdo do material criopreservado. Em contrapartida, quando a solugcéo de
PVS2 foi usada a 0°C, o aumento do tempo de exposicdo foi benéfico a
recuperacdo. Este fato demonstra a estreita relacdo entre a temperatura de
tratamento com as PVSs e o tempo de exposicdo do material bioldégico a essas
solugdes.

Periodos de exposi¢cdo mais longos a PVS2 a 25°C vém sendo apontados em
diversos estudos como um fator que afeta negativamente a sobrevivéncia e
recuperacdo de apices criopreservados (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990;
KALITA et al.,, 2012; MENON et al., 2012). Este fato pode ser atribuido ao efeito
prejudicial causado pelo estresse osmoético ou excessiva toxicidade quimica desta
solucdo que apresenta maior velocidade de penetragcdo quando utilizada a
temperatura ambiente (MENON et al., 2012). Em contrapartida, devido a menor
velocidade de penetracdo em 0°C, o tratamento com PVS2 a esta temperatura
geralmente requer maiores tempos de exposicdo a fim de reduzir o risco de
formacdo intracelular de cristais de gelo (VOLK; HARRIS; ROTINDO, 2006).
Entretanto, independentemente da temperatura de tratamento com a PVS2, é
importante determinar de forma precisa o tempo ideal de exposicao ja que, mesmo
quando usada a 0°C, o aumento do periodo de incubacgéo pode acarretar na reducao
da recuperacdo do material criopreservado. Em seu estudo visando a
criopreservacdo de Capparis spinosa, Shatnawi (2011) verificou que apices

caulinares expostos a PVS2 a 0°C por mais de 60 minutos apresentaram
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significativa reducao nas taxas de recuperacdo em ensaios realizados aplicando as
técnicas de vitrificacdo e encapsulamento-vitrificacao.

O tempo de exposicdo a solucdo de PVS3 também influenciou na
recuperacdo do material criopreservado. Tempos de exposi¢cdo por 30 a 90 minutos
resultaram nos maiores valores de recuperacdo, que, entretanto nao diferiram
significativamente entre si. Quando comparados ao uso da PVS2 também em
temperatura ambiente, os tempos de exposicdo a PVS3 que resultaram em maiores
taxas de recuperacdo do material criopreservado foram ligeiramente maiores. 1Sso
pode estar relacionado com a composicdo da PVS3 que, por possuir apenas
sacarose e glicerol, geralmente, necessita de maiores tempos de exposi¢cdo para
alcancar niveis de desidratacdo adequados (SAKAI; ENGELMANN, 2007). Apices
caulinares de Arabidopsis thaliana também foram avaliados quanto a sua
sensibilidade a PVS3 (TOWILL; BONNART; VOLK, 2006), sendo observado que a
exposicdo a solucao crioprotetora por 60 minutos resultou em 100% de recuperacao
para apices criopreservados, ao passo que o0 aumento do tempo de exposicao
resultou no declinio significativo deste parametro.

Considerando os resultados alcancados com cada uma das técnicas de
criopreservacao investigadas no presente trabalho, embora para a vitrificacdo o uso
de PVS2 a 25°C tenha resultado em maiores percentuais de recuperacao, diversos
estudos apontam a maior eficiéncia do processo quando a exposi¢cao ao crioprotetor
€ realizada a baixas temperaturas (CHUA; NORMAH, 2011; IBRAHIM; NORMAH,
2013; TIAU et al., 2009).

Na criopreservacdo pela técnica de v-crioplaca, conforme observado nos
ensaios com PVS2 a 25°C, o aumento do tempo de exposi¢cdo a PVS3 para 120
minutos resultou em baixos valores de recuperacdo. Esses resultados contrastam
com as taxas de recuperacédo obtidas com o uso da PVS2 a 0°C, no qual o aumento
do tempo de exposi¢ao a solugéo crioprotetora foi benéfico a recuperagéo de apices
de C. spinosa criopreservado. Em contraste, Matsumoto e colaboradores (2014), ao
avaliarem a criopreservacdo de segmentos nodais de Perilla frutescens por v-
crioplacas, constataram maiores taxas de recuperagdo para 0s materiais expostos a
PVS2 em temperatura ambiente. O uso do PVS2 a temperatura ambiente também
teve efeito positivo na criopreservacédo de apices de cana-de-aclucar em detrimento
da exposicao a PVS3 (RAFIQUE et al., 2015). Por outro lado, o efeito a 0°C das
solugbes PVS2, PVS2 modificada (KIM et al., 2009) e da PVS3 foi avaliado na
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criopreservacdo de apices de Clinopodium odorum, ndo sendo observadas
diferencas significativas entre os valores de recuperagao obtidos a partir do uso das
trés solugbes (SYLVESTRE-ENGELMANN; ENGELMANN, 2015).

As condi¢cdes em que os materiais sdo mantidos ap0s o reaquecimento, etapa
denominada de recuperagcdo, desempenham um papel critico na eficiéncia da
criopreservacdo. No presente estudo, a recuperacdo dos 4pices foi positivamente
afetada pela manutencdo do material no escuro, seguida da transferéncia gradativa
para luminosidade. Avaliacdes preliminares realizadas com a espécie mostraram
que a manutencdo dos &apices por sete dias na auséncia de luz apos a
criopreservacéo, resultou na oxidacdo dos explantes. Tendo em vista esses
resultados, optou-se por reduzir o tempo de manutencédo do material na condicéo de
auséncia de luz para 24 horas, seguido da transferéncia para luz difusa por uma
semana e, por ultimo, para a mesma intensidade luminosa utilizada na manutencéo
das culturas in vitro da espécie.

A manutencdo do material vegetal sob luz intensa apos a criopreservacao
pode causar danos devido ao estresse oxidativo, exercendo assim um efeito
negativo sobre a sobrevivéncia e recuperacdo do material (BENSON, 1990). A
influéncia da luz na etapa de recuperacdo de 4pices caulinares criopreservados de
Alnus glutinosa foi avaliada por San José e colaboradores (2014) aplicando um
protocolo semelhante ao utilizado para C. spinosa. A manutencdo do material no
escuro seguido da transferéncia para luz difusa por uma semana aumentou
significativamente as taxas de sobrevivéncia e recuperacao. Diversos trabalhos
indicam que melhores taxas de sobrevivéncia e recuperagcdo sao obtidas quando o
material criopreservado € mantido no escuro ou sob baixa intensidade luminosa
(GONZALEZ-ARNAO et al., 2009; GONZALEZ-ARNAO; ENGELMANN, 2006; SEN-
RONG; MING-HUA, 2009; TOUCHELL et al., 2002). A manutencdo do material na
auséncia de luz no inicio da etapa recuperacdo pode prevenir ou reduzir danos foto-
oxidativos (ENGELMANN et al., 2008)

A composicao salinica, assim como a natureza e concentracdo dos
reguladores de crescimento presentes no meio de recuperagdo também
desempenham um importante papel na resposta das culturas apés a
criopreservacao. Experimentos prévios com apices de C. spinosa demonstraram que
0 uso de MSO para a recuperacao nado foi adequado para apices imersos em NL. A

inoculagdo dos é&pices criopreservados diretamente em meio MSO resultou na
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oxidacdo e necrose dos tecidos (dados nao mostrados). Por outro lado, a
suplementacdo do meio MS com BAP promoveu um aumento nas taxas de
sobrevivéncia, assim como permitiu a recuperacdo dos apices e a ocorréncia de
multibrotacdes, mesmo apés a criopreservacdo. A concentracdo de 0,5 mg.L? de
BAP foi selecionada em funcdo de estudos prévios com a espécie, quando
protocolos de micropropagacdo foram estabelecidos e a suplementacdo com esta
citocinina resultou nas maiores taxas de proliferacdo de brotos (ALBARELLO et al.,
2006).

A atuacdo das citocininas, principalmente do BAP, na proliferacdo de brotos in
vitro & amplamente conhecida. Diversos estudos em criopreservacdo Vvém
demonstrando efeito positivo da adicdo ao meio de recuperacdo de citocininas
isoladas ou em combinacdo com outros reguladores de crescimento (CANO-
CASTILLO; CASAS, 2012; MARKOVIC et al., 2014; RAFIQUE et al., 2015; TURNER
et al, 2001). Tal fato parece estar ligado a necessidade de um estimulo requerido
pelo material vegetal para dar inicio a divisdo celular apds a criopreservacao ja que,
frequentemente, podem ocorrer alteracfes nos niveis hormonais endoégenos devido
aos danos ou estresse produzidos durante o processo (WANG et al., 2003). O efeito
do BAP na recuperacdo de 4pices criopreservados de cultivares de uva e citrus foi
avaliado por Wang e colaboradores (2003). Nesses estudos, da mesma forma como
observado em C. spinosa, a suplementacdo com BAP resultou na no aumento das
taxas de recuperacao.

Entretanto, a suplementagdo com citocininas vem sendo associada com a
ocorréncia de calogénese e a inducdo da hiperidricidade, uma desordem fisiolégica,
bioquimica e morfologica que ocorre devido ao acumulo anormal de agua no interior
das células e tecidos, podendo resultar no estresse oxidativo das culturas (HELOIR
et al, 1997; PICOLI et al., 2001; VASCONCELOS et al., 2012).

O desenvolvimento de brotos hiperidricos foi observado a partir de apices
criopreservados de C. spinosa, quando submetidos a técnica de vitrificagdo e
recultivados em meio suplementado com BAP. A formacédo de brotos com aspecto
hiperidrico também foi observada em cultivares de uva e citrus com a
suplementacdo de BAP ao meio de recuperacéo em valores superiores a 4,4 mg.L™
(WANG et al., 2003). J& em segmentos nodais criopreservados da espécie Crateva

nurvala, a suplementacdo com a mesma concentracdo de BAP utilizada para pices
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de C. spinosa (0,5 mg.L™) induziu a formagé&o de brotos com a presenca de calos
(SANAYAIMA et al., 2006).

Os efeitos indesejaveis de uma condicéo hiperidrica podem ser minimizados
mediante a reducdo da concentracdo ou tempo de exposi¢cdo aos reguladores de
crescimento (VASCONCELOS et al., 2012). No caso de C. spinosa, brotos
hiperidricos desenvolvidos a partir de apices criopreservados pela técnica de
vitrificacdo em PVS2 a 25°C deram origem a plantas com aspecto fenotipico normal
apos a transferéncia para meio MSO.

Em contraste ao observado com a aplicacdo da técnica de vitrificacdo, apices
criopreservados por v-crioplacas desenvolveram brotos e posteriormente plantas
com aspecto fenotipico normal. Tal resposta pode estar relacionada com o grau de
estresse e danos gerados aos tecidos pelos diferentes procedimentos de
criopreservacdo. Em um estudo realizado por Matsumoto (2002) com Wasabi
japonica, no qual diferentes técnicas de criopreservacdo foram comparadas
(vitrificacdo, encapsulamento-vitrificacdo e encapsulamento-desidratacdo), foi
constatado por analises histoldégicas que as técnicas baseadas em vitrificacdo
resultaram em menores danos aos materiais resfriados em NL quando comparadas
ao uso do encapsulamento-desidratagéo.

Os resultados alcancados nos estudos de criopreservacdo com C. spinosa
demonstram a viabilidade das técnicas empregadas para a conservacdo em longo
prazo de materiais biotecnolégicos produzidos com a espécie. A eficiéncia na
criopreservacao, principalmente alcancada com a técnica de v-crioplaca, pode servir
de base para novos estudos com outros materiais ja estabelecidos pelas técnicas de

cultura de tecidos de C. spinosa, como raizes in vitro e culturas de calos.
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CONCLUSOES

v

Apices caulinares foram selecionados para os estudos de criopreservacéo
por apresentarem a melhor capacidade de regeneracéo;

As diferentes condigBes de pré-cultivo testadas so influenciaram as taxas de
recuperacdo quando associadas ao uso de PVS2 a 0°C, ndo havendo
resultados diferenciados no uso de PVS2 e PVS3 a 25°C;

A solucéo de vitrificagcdo PVS2 foi mais eficaz para a recuperacdo dos apices
caulinares criopreservados, quando comparada a PVS3;

A temperatura de tratamento com PVS2 influenciou a criopreservacédo de
forma diferenciada para as duas técnicas empregadas;

Pela técnica de vitrificacdo, o protocolo mais eficaz utilizou apices caulinares
pré-cultivados em 0,3 M de sacarose e expostos a PVS2 (25°C) por 30
minutos;

Pela técnica de v-crioplacas, o protocolo mais eficaz utilizou &pices
caulinares pré-cultivados em concentracdes crescentes de sacarose e
expostos a PVS2 (0°C) por 90 minutos;

A técnica de v-crioplacas resultou nas maiores taxas de sobrevivéncia e
recuperacao apos a criopreservacao;

Os métodos propostos viabilizaram a recuperacao de plantas fenotipicamente
normais, com capacidade de regeneracao ao longo do cultivo.
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Perspectivas

Com base nos resultados alcancados, novos experimentos serao conduzidos
para avaliar o efeito de solu¢des de vitrificacao alternativas (KIM et al., 2009) e o uso
de substancias antioxidantes no processo de criopreservacao (UCHENDU et al.,
2010), além do estabelecimento de protocolos pela técnica de D-Crioplacas.

Estudos histolégicos serdo aplicados no acompanhamento das etapas do
processo de criopreservacao a partir do melhor protocolo selecionado e as plantas
regeneradas serdo avaliadas quanto a sua estabilidade genética, por meio de

técnicas com marcadores moleculares (RAPD, AFLP).
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