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RESUMO

CRIOPRESERVAC;AO DE APICES CAULINARES DE Pfaffia glomerata
(SPRENG.) PEDERSEN.

Autor: Daniela Vasconcelos de Oliveira

Orientador: lldeu Soares Martins

Co-orientadora: Izulmé Rita Imaculada Santos

Programa de Pds-graduacdo em Engenharia Florestal

Brasilia, Fevereiro de 2017.

O objetivo geral desse trabalho foi desenvolver um protocolo de criopreservagéo para
apices caulinares de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, ginseng brasileiro, visando
assegurar a conservacdo em longo prazo do seu germoplasma. Inicialmente foram
estabelecidas as condi¢bes para a introducdo e multiplicacdo clonal in vitro de Pfaffia
glomerata, a partir de gemas laterais de segmentos nodais de plantas em crescimento em
campo, para obter o lote de plantas doadoras de apices caulinares para 0s experimentos de
criopreservacdo. Apos 30 dias de cultivo in vitro 91% das gemas laterais retomaram o
crescimento dando origem a plantulas inteiras, com sistema radicular e parte aérea bem
desenvolvidos. Para a definicdo do protocolo de criopreservacdo foram testadas duas
técnicas, a vitrificacdo e a gota-vitrificacdo. A técnica de vitrificacdo consistiu dos
seguintes procedimentos: isolamento dos &pices caulinares (2,0 mm) de plantulas em
crescimento in vitro, pré-cultivo em meio de cultura MS basico, solidificado com agar e
suplementado com 0,3M de sacarose por aproximadamente 18 hrs, tratamento com meio
de saturacdo (MS basico liquido suplementado com 2,0M de glicerol e 0,4M de sacarose,
vitrificacdo com trés solucdes crioprotetoras (PVS,, PVS; e PVS,), trés tempos de
exposicao (20 min, 40 min e 60 min), e duas temperaturas para cada solucéo (25°C e 0°C),
congelamento em nitrogénio liquido (-196°C), descongelamento, diluicdo (MS
suplementado com 1,2 M de sacarose) e cultivo in vitro. Para a metodologia de vitrificacdo
o melhor percentual de regeneragdo foi 64%, obtido para apices caulinares tratados com a
solucdo PVS,, por 60 minutos, a 25°C. Para o método de gota-vitrificacdo, as etapas
utilizadas foram semelhantes, consistindo de isolamento dos explantes, pré-cultivo (MS
solido suplementado com 0,3M de sacarose), saturacdo (MS liquido suplementado com 2,0
M de glicerol e 0,4M de sacarose), vitrificacdo com trés solucdes (PVS,, PVS; e PVS,),
trés tempos de exposicdo (20 min, 40 min e 60 min), e duas temperaturas (25°C e 0°C),
congelamento dos é&pices caulinares dispostos em tiras de aluminio e submersos
diretamente em nitrogénio liquido, descongelamento, diluicdo (MS suplementado com
1,2M de sacarose) e cultivo in vitro. As melhores condigdes para o congelamento pelo
método de gota-vitrificagdo foi o tratamento com a solucdo PVSs, por 40 minutos, a 0°C, o
que resultou em 82% de regeneracdo. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a
criopreservacao em nitrogénio liquido pode ser usada para a conservacao do germoplasma
de ginseng brasileiro. O método mais eficiente, com maior percentual de regeneragdo dos
apices caulinares (82%) foi o método de gota-vitrificacdo, adotando-se o tempo de 40
minutos de exposicdo dos explantes a solucdo crioprotetora PVSs, na temperatura de 0°C.

Palavras - chave: Ginseng-brasileiro; gota-vitrificacdo, vitrificacdo; cultura de tecidos in
vitro; Pfaffia glomerata.
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ABSTRACT

CRYOPRESERVATION OF Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN SOOT
TIPS.

Author: Daniela VVasconcelos de Oliveira

Advisor: lldeu Soares Martins

Co-leader: 1zulmé Rita Imaculada Santos

Postgraduate Program in Forestry Engineering

Brasilia, February 2017.

The main objective of this work was to develop a cryopreservation protocol for Pfaffia
glomerata (Spreng.) Pedersen shoot tips, in order to ensure the long-term conservation of
its germplasm. The conditions for introduction in vitro and clonal multiplication of Pfaffia
glomerata from lateral buds of nodal segments of plants growing in the field were
established to obtain the batch of stock donor plants for the cryopreservation experiments.
After 30 days of culture in vitro 92% of the lateral buds resumed growth giving rise to
whole plantlets, with well developed root system and shoots. For the definition of the
cryopreservation protocol, two techniques were tested, vitrification and drop-vitrification,.
The vitrification technique consisted of the following procedures: isolation of shoot apices
(= 2.0 mm) from in vitro growing plantlets, pre-culture ( MS culture medium, solidified
with agar and supplemented with 0.3M sucrose), loading with MS medium supplemented
with 2.0M glycerol and 0.4M sucrose), vitrification with three cryoprotectant solutions
(PVS,, PVS; and PVS,), three exposure times (20 min, 40 min and 60 min), two
temperatures for each solution (25°C and 0°C), freezing in liquid nitrogen (-196°C),
thawing, dilution (MS medium supplemented with 1.2 M sucrose) and culture in vitro. For
the drop-vitrification method, the steps used were similar, consisting of excision of the
shoot tips, pre-culture of explants (solid MS supplemented with 0.3M sucrose), loading
(liquid MS supplemented with 2.0M glycerol and 0.4M sucrose), vitrification (PVS,, PVS;
and PVS,), three exposure times (20 min, 40 min and 60 min), and two temperatures (25°C
and 0°C), freezing of the shoot apices arranged in aluminum strips and submerged directly
into liquid nitrogen, thawing, dilution (MS supplemented with 1.2M sucrose) and in vitro
culture. The best conditions for cryopreservation using the droplet-vitrification method
were treatment with PVS;z solution for 40 minutes at 0°C, which resulted in 82%
regeneration. The results obtained with this work indicate that cryopreservation in liquid
nitrogen can be used for conservation of germplasm of brazilian ginseng. The most
efficient method, with the highest percentage of shoot tip regeneration (82%), was the
droplet-vitrification method, with 40 minutes of exposure of the explants to the
cryoprotectant solution PVS; at 0°C.

Key words: Ginseng - Brazilian; vitrification; fabric culture.
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INTRODUCAO GERAL

O uso indiscriminado dos recursos naturais, as queimadas, o crescimento dos
centros urbanos, a expansdo das fronteiras agricolas e outras alteracdes causadas pelo
homem ao meio ambiente tém ocasionado a perda, muitas vezes irrecuperavel, da flora
brasileira. A conservagdo ex situ, atraves do armazenamento de germoplasma de interesse
em condicGes controladas, com a maxima integridade genética e biologica possivel, € uma
importante estratégia para preservar o material genético disponivel na natureza (BAJAJ,
1995).

Os programas de conservacdo ex situ de recursos genéticos tém priorizado o
estabelecimento de bancos de germoplasma, como estratégia para conservar espécies
cultivadas e nativas. Desde o estabelecimento dos primeiros bancos de germoplasma a
énfase foi para a coleta e conservacdo de espécies utilizadas tradicionalmente na
agricultura. Com a crescente perda de recursos genéticos e a degradacdo dos ecossistemas
naturais em todo o mundo, ampliou-se a atuacdo das coletas de germoplasma passando a
incluir recursos genéticos de espécies silvestres, de importancia potencial, particularmente
das plantas medicinais (WALTER et al., 2005).  Para o armazenamento em longo prazo,
0s bancos convencionais de germoplasma tém utilizado a conservagdo de sementes secas
(5% de teor de agua) em camaras frias nas temperaturas de -18 a -20°C. Contudo, este
procedimento ndo é adequado para a conservacdo de inUmeras espécies de plantas de
interesse porque elas ndo produzem sementes ou porque suas sementes ndo toleram
desidratacdo para niveis tdo reduzidos ou o armazenamento em camaras frias em
temperaturas tdo baixas. Além disso, existem evidéncias de que mesmo nessas
temperaturas ndo ha garantia de preservacdo da estabilidade genética e da integridade
bioldgica das amostras, uma vez que o metabolismo das sementes ndo € interrompido
completamente e sua deterioracdo pode ser detectada no decorrer do tempo. Portanto, foi
necessario buscar outras técnicas para viabilizar a conservacao de germoplasma de plantas
de interesse. Dentre as técnicas desenvolvidas encontra-se a criopreservacao, que consiste
no armazenamento de material bioldgico em nitrogénio liquido, a -196°C.

Pesquisas vém mostrando que a criopreservacdo oferece potencial para a
conservacdo mais segura de sementes e outras estruturas vegetais por muitas décadas,

mantendo sua estabilidade genética e suas caracteristicas fenotipicas, usando pouco espaco,
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a um custo competitivo e requerendo muito pouca atencdo (ENGELMANN, 1997;
STANWOOD & BASS, 1981). Ultimamente, houve um grande avango das pesquisas em
criopreservacdo de recursos genéticos vegetais, resultando no desenvolvimento de
protocolos para numerosas espécies. Entretanto, essas pesquisas tém sido desenvolvidas
principalmente para espécies de clima temperado e pouco tem sido realizado com as
espécies de clima subtropical e tropical (WETZEL et al., 2003).

A demanda crescente mundial por medicamentos fitoterapicos tem despertado a
atencdo de muitos pesquisadores para plantas que possuam este potencial (MATTOS &
SALIS, 2005). Em 2000, na Europa e nos Estados Unidos, o mercado de medicamentos
fitoterapicos alcancou valores de 8,5 e 6,6 bilhdes de dolares por ano, respectivamente,
com um crescimento de 12% ao ano. No mercado brasileiro, este seguimento responde por
5% do mercado farmacéutico, movimentando cerca de US$ 400 milhGes por ano
(HOSTETTMAN et al., 2003). Estima-se que cerca de 25% dos farmacos produzidos
atualmente nos paises industrializados foram desenvolvidos, direta ou indiretamente, a
partir de produtos naturais, especialmente de plantas (YUNES & CALISTO 2011). No
Brasil, apesar das crescentes pesquisas em fitoterapicos, a exploracdo predatoria das
plantas medicinais, principalmente pela indUstria farmacéutica, e a falta de conhecimento
de cultivo das espécies de plantas medicinais de interesse e de programas de conservacdo
de germoplasma dessas espécies tem ocasionado a perda da biodiversidade.

Dentre as plantas medicinais nativas do Brasil com potencial de uso industrial
encontra-se a fafia, Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen (Amaranthaceae). O género
Pfaffia possui distribuicdo cosmopolita, inclui cerca de 170 géneros e cerca de 2000
espécies. No Brasil ocorrem 20 géneros nativos e aproximadamente 100 espécies (SOUZA
& LOURENZI, 2005). Conhecida também como “ginseng-brasileiro”, a espécie vem
sendo submetida a extrativismo intenso devido ao uso medicinal de suas raizes. A
exploracdo predatoria pode contribuir para a erosdo genética da espécie, comprometendo
estudos basicos ainda ndo realizados, tais como biologia floral, sistema reprodutivo e
dindmica de populacdes (ALVES, 2008).

Segundo Correa Janior (2003), aproximadamente 720 toneladas de raizes de fafia
foram destinadas aos mercados interno e externo, ressaltando que a maior parte do
extrativismo ocorreu na Bacia do Rio Parana. A espécie € exportada principalmente, para o
Japéo, pelas firmas Sanrisil/SP, Quimer/SP e Casa da Pfaffia/SP; para os Estados Unidos
pela Sanrisil/SP e Casa da Pfaffia/SP e para Alemanha pela Casa da Pfaffia/SP. O mercado
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absorve tudo o que se produz e s6 ndo se comercializa mais por falta da matéria-prima
(FERREIRA et al., 1998; MONTANARI JUNIOR, 2002).

Em 2004 surgi um Projeto de Conservacéo e Utilizacdo Sustentavel da Diversidade
Biologica Brasileira (Probio) que financiou um levantamento realizado por equipes de
pesquisadores nas cinco regides do Pais. Foram selecionadas 775 espécies nativas
denominadas de “Plantas do Futuro”, 99 possuem potencial medicinal, dentre elas
encontra-se a Pfaffia glomerata. Devido a esta exploracédo predatdria da Pfaffia glomerata,
é essencial desenvolver metodologias eficazes para a conservacdo em longo prazo do
germoplasma dessa espécie.

Acredita-se que a continuidade de estudos podera revelar novas fungdes para a
espécie, criar oportunidades para os agricultores, gerar beneficios e desenvolvimento as
regibes produtoras, desde que, a sua exploracdo seja norteada por técnicas de cultivo
ambientalmente correto e manejo sustentavel (ALVES, 2008).

A tese ora apresentada encontra-se estruturada em trés capitulos:

CAPITULO 1: “ Desenvolvimento de um procedimento simplificado para introducéo e

multiplicacdo in vitro de pfaffia glomerata (spreng.) Pedersen.”.

CAPITULO 2: “Criopreservacdo de épices caulinares de Pfaffia glomerata (Spreng.)

pedersen pelo método de vitrificacdo”.

CAPITULO 3: “Criopreservagio de apices caulinares de Pfaffia glomerata (Spreng.)

Pedersen pelo método de gota vitrificagao”.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Desenvolver um protocolo de criopreservacdo para a espécie Pfaffia glomerata (Spreng.)

Pedersen, visando assegurar a conservagdo em longo prazo do seu germoplasma.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito do método de vitrificacdo para a criopreservacdo de &pices caulinares de
Pfaffia glomerata;

- Avaliar o efeito do metodo da gota-vitrificacdo para a criopreservacdo de apices
caulinares de Pfaffia glomerata

- Desenvolver o método de introducdo e multiplicacdo in vitro de Pfaffia glomerata;

HIPOTESE

A espécie Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen pode ser conservada a longo prazo pelo

método da criopreservacao de seu material bioldgico.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

CONSERVACAO DE RECURSOS GENETICOS VEGETAIS

Em geral, qualquer tecnologia destinada a conservacao de germoplasma tem como
principio basico preservar o maximo possivel da diversidade genética tanto de espécies,
quanto de variedades ou de individuos de uma dada espécie, visando a seu uso atual e
futuro como fonte de variabilidade genética para programas de melhoramento e também
para trabalhos de pesquisa em outras areas (RAZDAN, 2003).

Existem, basicamente, trés estratégias de conservacdo de germoplasma: in situ, ex
situ e on farm. Na conservacdo in situ, as plantas e animais sdo conservados em suas
comunidades naturais. Para realizar esse tipo de conservacdo existem as chamadas
unidades operacionais, destacando-se parques nacionais, reservas bioldgicas, reservas
geneéticas, estacdes ecologicas, santuarios de vida silvestre entre outros (FALEIRO et al.,
2011).

Na conservacgdo ex situ, a variagcdo genética das espécies é conservada fora de suas
comunidades naturais. Desdobra-se em varias modalidades entre as quais conservacgao in
vitro, em colec¢des de campo, em camaras frias, em nitrogénio liquido. Ja a conservacao on
farm € uma estratégia complementar a conservacao in situ, sendo uma das formas para a
conservacdo da agrobiodiversidade. Apresenta como particularidade o fato de envolver
recursos genéticos cultivados pelas comunidades locais e populag¢fes indigenas, detentoras
de grande diversidade de recursos genéticos e de um amplo conhecimento sobre eles
(FALEIRO et al., 2011).
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A conservacgdo on farm envolve, portanto, recursos nativos e exoticos adaptados as
condicBes locais, que estdo em continuo processo de selecdo e de melhoramento pelas
comunidades locais e populacGes indigenas (FALEIRO et al., 2011).

A conservacdo ex situ compreende a manutencdo de colecdes de germoplasma em
plantagdes em campo ou casas de vegetagdo, de sementes em camaras frias, de plantulas
em crescimento lento utilizando a cultura de tecidos in vitro e em nitrogénio liquido
utilizando técnicas de criopreservacdo. A conservacao ex situ possui algumas vantagens
como: manutencdo do material em espaco reduzido facilitando o cuidado; otimizando a
caracterizacdo e avaliacdo (cole¢cBes em campo ou casa de vegetacdo), e mantém o material
livre de patégenos (colecGes in vitro). No entanto, dependendo da forma de conservacao,
existem algumas desvantagens como a interrup¢do da evolucao quando séo usadas técnicas
que reduzem as atividades vitais do germoplasma por longos periodos; o risco de
instabilidade genética nas colec¢des in vitro; a deriva genética (perda aleatéria de genes
devido a amostragem ou a multiplicacdo de amostras muito pequenas) e a pressdo de
selecdo, geralmente, quando o material € multiplicado em é&reas com condicGes
edafoclimaticas distintas de seu local de coleta (VALOIS et al., 2001).

Os recursos genéticos sdo conservados nos chamados bancos de germoplasma,
onde sdo conservadas as colecfes de germoplasma utilizando-se metodologias diversas. O
principal objetivo de um banco genético é a conservacdo em longo prazo das colecGes
representativas da diversidade genética das espécies selecionadas, as quais devem conter
amostras representativas dos estoques domesticados da cultura e suas formas parentais
silvestres. As colecOes de base sdo compostas de sementes ortodoxas, ou seja, sementes
gue nédo perdem sua viabilidade quando conservadas em baixa umidade (4% a 6%) e baixas
temperaturas (-18°C a -20°C) por muitas décadas. As cole¢des ativas sdo aquelas
conservadas por curto a médio prazos (12-24 meses), e podem ser usadas para propositos
de pesquisa, caracterizacdo, avaliacdo e utilizacdo dos acessos conservados . A colegédo
ativa pode ser dividida em dois ciclos: plantas vivas crescendo no campo e sementes
armazenadas para regeneracdo ou multiplicacdo de materiais. A colecéo ativa normalmente
corresponde a um subconjunto da colecdo base localizada proximo ao pesquisador
(FALEIRO et al., 2011).

As vantagens potenciais dos métodos de conservacgdo in vitro séo varias e incluem:
necessidade de espaco fisico relativamente pequeno; manutencdo do material vegetal em
condicBes livres de estresses bidticos (pragas e patdgenos) e abioticos (condigdes
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ambientais adversas); disponibilidade de material vegetal para propagar grande nimero de
plantas de forma rédpida sempre que necessario; potencial para prolongar o tempo
necessario para a realizacdo de subcultivos/repicagens; facilidade para ser aplicada nos
procedimentos de manipulacdo genética em virtude de prover, por exemplo, um modo
simples de armazenamento de material experimental; permite o acesso imediato ao
germoplasma preservado pelos melhoristas; reducéo dos obstaculos inerentes aos sistemas
de quarentena no que diz respeito ao transporte internacional de material vegetal vivo entre
centros de pesquisa e outras instituicdes. Além disso, as técnicas in vitro permitem os
seguintes procedimentos: conservacao de variagdo somaclonal nas culturas e nas linhagens
de células de uso medicinal; armazenamento de poélen com vistas na melhoria de sua
longevidade; conservacdo de germoplasma raro e de espécies ameacadas de extingdo;
retardamento do processo de envelhecimento de materiais vegetais (ISLAM et al., 2003;
RAZDAN, 2003; WITHERS; ENGELMANN, 1998).

CULTURA DE TECIDOS

O termo cultura de tecidos vegetais € utilizado para definir a cultura asséptica in
vitro de células, tecidos, 6rgdos e seus componentes sob condicfes fisicas e quimicas
definidas. A cultura de tecidos constitui uma importante ferramenta para estudos basicos,
como a compreensdo dos fatores responsaveis pelo crescimento, metabolismo,
diferenciacdo e morfogénese das células vegetais, bem como para estudos aplicados, como
micropropagacdo, producdo de compostos secundarios, transformacdo genética,
manutencgéo de germoplasma in vitro e limpeza clonal (SMITH, 2000).

O termo "in vitro™ é um termo latino que significa "dentro do vidro™. Dessa forma,
em condicdes de assepsia, dentro de recipientes de vidro, sob o efeito de fatores quimicos
(meio de cultura) e fisicos (luz e temperatura), um ambiente artificial € criado, visando
proporcionar condi¢Ges adequadas para o desenvolvimento de células, tecidos e 6rgaos de
plantas, previamente extraidos de uma planta {matriz}. O efeito dessas intervencfes pode
induzir a diferenciacdo e a multiplicacdo de o6rgdos a partir de meristemas ou a
diferenciacdo de tecidos determinados e a inducdo de formacdo de pré-meristemas
(GAHAN; GEORGE, 2008).

O cultivo in vitro baseia-se nos principios da totipoténcia e competéncia celular. A

totipoténcia se refere ao potencial das células vegetais de reproduzirem um organismo
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inteiro uma vez submetidas a estimulo apropriado (HARBERLANDT, 1902). No entanto,
para as células vegetais reagirem a esse estimulo, precisam apresentar competéncia celular,
que se refere a capacidade das células em reagir a sinais especificos de desenvolvimento,
ou seja, expressar o potencial inerente a sua constituicdo genética (FALEIRO, et al., 2011).

Em plantas medicinais, a cultura de tecidos tem auxiliado na propagacédo clonal de
diversos genotipos, na conservagdo do germoplasma; na obtencdo de novas fontes de
variabilidade através do cultivo de calos e células; na engenharia genética e na otimizacéo
da producdo de metabdlitos (PLETSCH, 1998; BOTTA et al., 2001; RAO &
RAVISHANKAR, 2002; ARIKAT et al., 2004). Segundo George et al. (2008) a cultura
de tecidos é separada em duas categorias, de acordo com a organizacdo do crescimento in

vitro: cultivos com crescimento organizado e cultivos com crescimento ndo organizado.

Cultivos com crescimento organizado:

- Cultura de meristemas: cultura de apices caulinares muito pequenos, consistindo do
domo meristematico apical com ou sem primdrdios foliares, com tamanho entre 0,1 mm e
0,3 mm, dependendo da espécie. Originam eixos caulinares unipolares.

- Cultura de apices caulinares ou gemas: inicia-se a partir de gemas ou brotos de tamanho
maior que os meristemas, contendo varios primdrdios foliares, que sdo conduzidos de
forma a produzir maltiplas brotagdes ou multigemas.

- Cultura de segmentos nodais: inicia-se a partir de gemas laterais existentes nos nos da
planta, cada um tendo anexo um pequeno pedaco de tecido do ramo. Entrends contendo
uma ou varias gemas podem ser cultivados.

- Cultura de raizes isoladas: cultura de raizes desconectadas da parte aérea, resultando na
producdo de um sistema raizes ramificadas.

- Cultura de embrides (resgate): embrides zigoticos sdo excisados e cultivados para dar

origem a plantulas.
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Cultivos com crescimento néo organizado:

- Cultura de calos: inducdo do crescimento e manutencdo de uma massa de células
desorganizada, a partir do crescimento desordenado de pequenos 6rgdos, pedacos de
tecidos ou de células previamente cultivadas.

- Culturas de células em suspensdo: cultura de populacdes de células individuais e
pequenos grupos de células, dispersas em meio liquido sob agitacdo e aeragéo.

- Cultura de protoplastos: cultura de células vegetais, sem parede celular.

- Cultura de anteras e pélen: cultura de anteras completas contendo micrésporos imaturos,
com o objetivo de formar embriGes somaticos diretamente sobre o pdlen, ou algumas vezes
por organogénese passando pela fase de calo.

- Cultura de pdlen: culturas iniciadas de grdos de polen que foram removidos das anteras.

CRIOPRESERVACAO DE RECURSOS GENETICOS VEGETAIS

A criopreservacdo € a conservacdo do material biolégico em temperaturas
ultrabaixas, geralmente em nitrogénio liquido (NL), a -196°C, por periodos de tempo
longos, potencialmente indefinidos (Touchell et al. 2002). A criopreservacdo tem se
mostrado uma metodologia eficiente para 0 armazenamento de varias estruturas das plantas
como: sementes, pélen, embrides somaticos e zigoticos, partes vegetativas como raizes,
bulbos, tubérculos, gemas laterais, apices caulinares, meristemas, dentre outras. Esse
método pode assegurar a conservacdo do material por longos periodos de tempo, pois, a
temperatura do nitrogénio liquido o metabolismo celular fica paralisado e a deterioracéo
biologica é praticamente inesistente (BAJAJ, 1995). O armazenamento em um banco
criogénico custa relativamente mais barato que outros sistemas disponiveis, o que se deve
ao fato de necessitar de espaco reduzido, requerer um minimo de manutengdo
(ENGELMANN, 2004).

Além de sua capacidade de permitir o0 armazenamento de tecidos com baixos riscos
ao material conservado (RAZDAN, 2003), outra vantagem da criopreservacdo € a
preservacdo, por prolongado periodo, de tecidos com caracteristicas especificas, como
linhagens de células medicinais e produtoras de alcaloides, cultura de pelos radiculares,
tecidos geneticamente transformados e linhagens competentes a transformacdo (PANIS;

LAMBARD, 2006). Pode ser também utilizada para os seguintes procedimentos:
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erradicacdo de virus, bactérias e outros microorganismos fitopatogéncios, fato
demonstrado para as culturas de ameixeira, de bananeiras e de videira (BRISON et al.,
1997; HELLIOT et al., 2002; PANIS; LAMBARDI, 2006); criosselecdo (selecdo de
amostras com propriedades especiais na populacdo congelada); propagacéo de espécies em
larga escala, baseada no processo de embriogénese somatica, como no caso de coniferas,
além da manutencdo da juvenilidade de tecidos vegetais (ENGELMANN, 2004).

De modo geral, materiais como sementes ortodoxas ou brotos dormentes podem ser
criopreservados sem qualquer pré-tratamento, devido a ocorréncia natural de desidratacédo
desses materiais. Porém, a maior parte dos explantes criopreservados (suspensdo de
células, de calos, de apices caulinares e de embriBes) € constituida de altas quantidades de
agua celular livre, 0 que os torna sensiveis a danos durante o congelamento ocasionados
pela cristalizacdo da agua intracelular em gelo. Por essa razdo, as células hidratadas
necessitam sofrer desidratacéo artificial para evitar danos por congelamento, o que pode
ser conseguido pelo uso de protocolos de criopreservacdo classicos e por aqueles baseados
na vitrificacdo, este Gltimo muitas vezes mais eficiente (MIAJA et al., 2000). Segundo
Santos e Stushnoff (2003), o contetdo de agua das células antes do congelamento é um
fator critico na criopreservacdo, uma vez que o congelamento € letal quando os niveis de
umidade sdo elevados, como resultado de ruptura da membrana devido ao rapido
crescimento de cristais de gelo no protoplasto.

Koster (1991) afirma que a capacidade para sobreviver no estado desidratado é o
resultado de adaptacdes que impecam a destruicdo celular, durante a retirada da agua;
como a agua sai de uma célula que ndo tolera a dessecacdo, muitos eventos ocorrem:
solutos tornam-se mais concentrados, possivelmente aumentando a velocidade das reagoes
quimicas destrutivas; alguns solutos podem cristalizar, alterando a forga i6nica e o pH da
solugéo intracelular.

Quanto aos fatores que determinam o sucesso da criopreservacao, cita-se a protecao
dos explantes contra injdrias durante o congelamento, as quais podem ocorrer em virtude
da formac&o de cristais de gelo dentro das células que causam o rompimento das organelas
e da propria célula (lise celular). Nesse sentido, o estado da dgua e o equilibrio osmoético
relacionado aos movimentos da dgua dentro e fora das células sdo parametros de particular
importancia para a criopreservacdo, uma vez que a agua removida possui papel vital na
prevencdo da injaria pelo congelamento, essencial para o restabelecimento e para o
crescimento do material criopreservado. Outra fonte potencial de dano as células estd
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relacionada ao incremento na concentracdo de solutos intracelulares em niveis toxicos, ou
a perdas de solutos vitais durante o congelamento (GONZALEZ-ARNAO et al., 2008;
RAZDAN, 2003).

Atualmente existem dois tipos de metodologias para criopreservacao: o0 méetodo

cléassico e as metodologias contemporaneas.

Metodologia Classica

Nos protocolos classicos a fase de congelamento é realizada na presenca de gelo, e
os protocolos envolvem, de maneira geral, as seguintes fases: a) pré-tratamento dos
explantes com solugdes crioprotetoras compostas de uma simples substancia, ou de uma
mistura de substancias quimicas, como o dimetil sulféxido (DMSO); b) congelamento
lento a uma determinada temperatura de pré-congelamento; c) rapida imersdao em
nitrogénio liquido; d) armazenamento; e) descongelamento rapido; f) restabelecimento
(ENGELMANN, 2004). Por sua vez, as substancias crioprotetoras sdo usualmente
adicionadas progressivamente até uma concentracdo final, que € inferior aquela das
solucdes crioprotetoras usadas nos protocolos de vitrificacdo. Contudo, embora esse pré-
tratamento remova alguma agua das células, a maior parte é retirada durante a primeira
etapa do procedimento de esfriamento (esfriamento lento/pré-congelamento). Assim, na
segunda fase do congelamento (imersdo rapida em nitrogénio liquido), ocorre a
cristalizacdo da agua remanescente ou a Vvitrificacdo dos solutos intracelulares
(GONZALEZ-ARNAO et al., 2008).

Metodologia Contemporanea

As técnicas de criopreservacado desenvolvidas mais recentemente sdo mais simples
e estdo baseadas na vitrificacdo. Vitrificacdo, ou formagéo do estado vitreo, € o
processo atraves do qual a agua sofre uma transi¢do da fase liquida para um estado sélido
amorfo e meta-estavel (FAHY et al., 1984; FRANKS, 1982). O so6lido assim formado é, na
verdade, uma solucdo super-saturada e de alta viscosidade, o que lhe confere as

propriedades mecénicas de um solido embora ndo haja formacdo de uma estrutura
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cristalina. A transicdo para o estado vitreo ndo envolve mudancgas quimicas, mas apenas
mudancas fisicas na viscosidade do liquido (SANTQOS, 2001).

A principal caracteristica dos protocolos é o drastico processo de desidratacdo ao
qual as amostras (material vegetal/explantes) sdo submetidas. Esse grau de desidratacao
celular e de dessecacdo antes do congelamento é obtido pela exposicdo a solucdes
crioprotetoras altamente concentradas (solucgdes de vitrificacdo) e/ou a condicdes fisicas de
secagem (ar estéril da cabine de fluxo laminar, silica gel, solugdes salinas concentradas).
Consequentemente, maior eficiéncia na remocdo da agua intracelular é alcancada, ja que a
maior parte, ou toda a agua congelavel, é retirada durante a fase de desidratacdo. Decorrida
essa fase, as amostras sdo submetidas ao esfriamento, geralmente realizado de forma rapida
pela imersdo direta em nitrogénio liquido, o que induz a vitrificacdo do meio intracelular.
Assim, as células , os tecidos e 0s 6rgaos sao capazes de resistir a exposicdo a temperatura
do NL, pois todos os fatores que influenciam a formacéo de gelo intracelular sdo evitados
(GONZALEZ-ARNAO et al., 2008; WITHERS; ENGELMANN, 1998).

O método de gota vitrificacdo, primeiramente foi desenvolvido para a cultura da
mandioca, na década de 1980, tem possibilitado bons resultados, com altas taxas de
sobrevivéncia (KARTHA et al., 1980; ENGELMANN, 2004; SANT et al., 2008). Consiste
basicamente no tratamento dos explantes com solucdo que contém substancias
crioprotetoras, desidratacdo com uma solucdo de vitrificacdo. Em seguida, os explantes sdo
dispostos sobre tiras de papel aluminio juntamente com mindsculas goticulas da solucdo de
vitrificacdo, e as tiras de aluminio sdo posteriormente imersas em NL para o congelamento
e em seguida transferidas para criotubos contendo NL e armazenadas para conservacao em
longo prazo ou submetidas ao descongelamento para avaliagcdo de sua viabilidade (SANT
et al., 2008).

O uso de tiras de papel aluminio, de baseia no principio de que o aluminio por ser
um bom condutor do calor propicia uma maior velocidadeo congelamento e
descongelamento, 0 que em muitos casos € requerido para a sobrevivéncia ao
congelamento (LEUNUFNA; KELLER, 2003). Altas velocidades de congelamento, cerca
de 130°C min® (TOWILL; BONNART, 2003), facilitam a vitrificacdo intracelular
enquanto o reaquecimento rapido reduz a possibilidade de recristalizacdo do gelo
intracelular, conduzindo assim a maior recuperacdo e sobrevivéncia (KIM et al., 2006;
PANIS; PIETTE; SWENNEN, 2005).
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Como outras técnicas baseadas na vitrificacdo, a gota-vitrificagdo requer o uso de
uma solucdo de vitrificagdo para a desidratagdo dos explantes. Os crioprotetores
penetrantes e ndo penetrantes contidos na solucdo de vitrificagdo reduzem o teor de 4gua
congelavel na célula, permitindo a vitrificacdo das células durante o resfriamento, por meio
da protecéo de estruturas celulares durante a criopreservacao. As solugdes de vitrificacao,
apesar de sua agdo Util durante a criopreservacdo, sdo altamente toxicas. Dessa forma, a
composicao da solucdo e a duracdo do tratamento devem ser cuidadosamente selecionadas
dependendo do material vegetal (KIM et al., 2009).

AGENTES CRIOPROTETORES

Os crioprotetores podem ser definidos como substancias quimicas que reduzem a
injaria sofrida pela célula, durante seu congelamento e descongelamento (EFENDI, 2003).

Agentes crioprotetores reduzem o estresse fisico e quimico derivado do
congelamento e do degelo das células. As caracteristicas fisico-quimicas ideais para um
crioprotetor devem abranger baixo peso molecular, alta solubilidade em agua e baixa
toxicidade celular (LIMA, 2011).

As diferencas de permeabilidade dos crioprotetores afetam os mecanismos pelos
quais ocorre a protecdo ao material biologico. Os crioprotetores que apresentam
permeabilidade efetiva sdo altamente hidrofilicos devido a presenca de grupos quimicos
que formam pontes de hidrogénio com a agua, como hidroxilas, amidas, sulféxidos,
carboxilas e aminas (NASH, 1966). Os crioprotetores podem ser classificados em dois
tipos: penetrantes e ndo penetrantes, de acordo com a sua habilidade em atravessar as
membranas celulares (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. J& 0s ndo penetrantes induzem
a desidratacé@o devido ao aumento da osmolaridade extracelular (MULDREW; MCGANN,
1999; BENSON, 2008). Como exemplo de crioprotetores nao-penetrantes pode-se citar: a
sacarose, a polivinilpirrolidona (PVP), o Oxido de polietileno e o hidroxietilamido. O
glicerol apresenta um comportamento peculiar, j& que a temperatura ambiente, consegue
penetrar as membranas, o que ndo ocorre quando usado a 0°C (MULDREW; MCGANN,
1999).
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Os crioprotetores ndo penetrantes ou extracelulares sdo capazes de induzir o
aumento da osmolaridade do meio externo, gerando a passagem da agua do interior da
célula para o meio extracelular, prevenindo a formacdo de cristais de gelo durante o
congelamento. S&o particularmente apropriados a preservacao de micro-organismos por se
fixarem & superficie microbiana formando uma camada viscosa capaz de proteger mais
efetivamente suas paredes celulares e membranas (MERYMAN, 1974; HUBALEK, 2003).
Entre os crioprotetores penetrantes ou intracelulares destaca-se a propriedade de realizar
ligacbes com as moléculas de agua, minimizando a formacdo e o tamanho dos cristais de
gelo, bem como, reduzindo as concentra¢des de soluto tanto no meio extracelular quanto
no intracelular. Também se caracterizam por apresentarem baixo peso molecular, alta
solubilidade em meio aquoso e baixa toxicidade celular (NASH, 1966; HUBALEK, 2003).

Grandes avangos no campo da criopreservacdao foram permitidos a partir da
descoberta das propriedades crioprotetoras do glicerol por Polge em 1949 (WOODS et al.,
2004). Gradativamente, vérias substancias foram adicionadas a lista de crioprotetores
efetivos, como o dimetilsulfoxido (DMSO), etilenoglicol, metanol dentre outros (DAY &
MCLELLAN, 1995).

Apesar dos crioprotetores serem essenciais para o congelamento seguro da maioria
dos sistemas bioldgicos, essas substancias ndo permitem a sobrevivéncia de todas as
células, o que pode ser explicado por apresentarem efeitos tdxicos que dependem
principalmente da concentracdo do crioprotetor utilizado bem como do tempo de exposicao
da célula ao mesmo (OLIVEIRA, 2003).

Essas substancias crioprotetoras podem ser utilizadas isoladamente ou em
combinacdo, compondo as chamadas solugfes de vitrificacdo. Diversas solucGes
crioprotetoras ja foram estabelecidas, dentre estas, destacam-se as Plant Vitrification
Solutions (PVS) que contém tanto substancias penetrantes quanto ndo-penetrantes e
diferem entre si de acordo com o tipo e a concentragdo de cada componente (BENSON,
2008) (Tabela 1).
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Tabela 1 Composicao de diferentes solucGes de vitrificagéo.

Solucdo Glicerol Etilenoglicol DMSO Sacarose Referéncia
PVS, 30% 15% 15% 5% URAGAMI et al., 1989
PVS, 30% 15% 15% 0,4M SA%’?\I(; KI\(/)IEA:LEQOS HE;
PVS; 50% - - 50% NISHIZAWA et al., 1993
PVS, 35% 20% - 0,6M SAKALI, 2000
VSL 10% 10% 10% 45% LIU; WANG,; LIU, 2004

Alcoois e Derivados

Na criomicrobiologia, o principal alcool utilizado com sucesso na preservacao dos
mais diversos micro-organismos € o glicerol. No entanto, os alcoois de agucares, como 0
etilenoglicol e o polietilenoglicol, também podem ser utilizados (HUBALEK, 2003).

O glicerol é um alcool polihidrico altamente permeavel com peso molecular 92,10
g mol-1 (SILVA et al., 2003). Sua atividade de crioprotecdo foi inicialmente aplicada em
1913, quando Keith observou que a sua adi¢cdo em variadas concentragdes (5-42%) em
suspensdo de Escherichia coli permitiu manté-la viavel por seis meses a tempetarura de -
20 °C. O glicerol penetra a membrana celular através da difusdo passiva, permanecendo
tanto na membrana quanto no citoplasma (PARKS & GRAHAM, 1992). Sua difusdo é de
30 a 60 vezes mais lenta que a da 4gua (GRAHAM, 1996). Os efeitos protetores do
glicerol sdo representados por propriedades coligativas, diminuicdo do ponto de
congelamento com consequente redugdo das concentragBes de eletrdlitos na fragdo ndo-
congelada da amostra (LOVELOCK & POLGE, 1954).

O glicerol é o crioprotetor mais utilizado na preservagdo por congelamento. Antes
dos anos 50 ja se utilizava glicerol n&o-diluido ou na concentragdo de 50% para a
preservacdo de bactérias e virus em temperaturas entre -4 e -20 °C (KEITH, 1913,
HUBALEK, 2003).

Por outro lado, alguns autores relataram que o glicerol pode exercer efeitos toxicos
sobre as células, como alteracdes fisico-quimicas que podem levar a ruptura da membrana
plasmética, & remocdo de importantes proteinas membranarias, bem como, induzir
modificag¢Oes na estabilidade da estrutura lipidica (WATSON, 1995; CURRY, 2000).
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O etilenoglicol é um crioprotetor de baixo peso molecular (62,07 g/mol), que
poderia apresentar uma baixa toxicidade e uma maior capacidade de penetracdo as celulas
(SILVA, 2007). E utilizado como crioprotetor na concentra¢do média de 10%, podendo

variar de 2 a 40%.

Sacarose

Alguns acucares mostraram ser capazes de evitar os danos causados pela
desidratacdo celular, devido ao processo de congelamento, através da estabilizacdo da
bicamada lipidica, promovendo alteracbes na permeabilidade e na separacdo lateral dos
componentes da membrana plasmatica. Acredita-se que alguns agucares como a sacarose €
a trealose estabilizem a bicamada de fosfolipidios, mantendo sua capacidade de transporte
de célcio, inibicdo da fusdo de membranas e a manutencéo dos lipidios numa fase fluida na
auséncia de agua (CROWE et al., 1987; WOELDERS et al.,1997).

O modo de acdo dos acucares na aquisicdo da tolerdncia a desidratacdo e ao
congelamento ainda ndo é totalmente conhecido e uma correlagdo direta ndo foi
demonstrada, mas ele possivelmente envolve maltiplos componentes (SANTQOS, 2001).

A sacarose tem sido frequentemente utilizada para a criopreservacdo de
microorganismos em concentracdes de 1-68% (média 10%). O efeito crioprotetor desse
dissacarideo foi descrito por Keith (1973), quando utilizou uma solucao de cana de agucar

para a preservacao de bactérias a -10 °C e as manteve por oito meses.

Sulféxidos

Os sulfoxidos sdo tioéteres oxidados contendo um atomo de oxigénio por molécula
e, ao contrario dos outros tioéteres, sdo soliveis em agua. A oxidacdo dos sulfoxidos
resultam em sulfonas com dois atomos de oxigénio por molécula: a dimetilsulfona, que
apresenta grande habilidade crioprotetora (MCGANN & WALTERSON, 1987).

O dimetilsulféxido (DMSQO) é um composto polar e que apresenta peso molecular
78.13 g/mol. Foi introduzido na criobiologia de forma muito eficaz e rapidamente foi
utilizado como agente crioprotetor universal. O DMSO também apresenta propriedades
radioprotetoras aos organismos. Classificado como sulféxido, o grupamento S-O presente
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em sua molécula é quimicamente inerte, e é caracterizado por sua elevada eficiéncia e
rpida penetragdo celular. Os primeiros estudos mostrando a atividade crioprotetora do
DMSO foram desenvolvidos com eritrocitos e espermatozoéides e, gradualmente, essa
substancia foi utilizada na criopreservacdo dos mais diversos micro-organismos, tanto
eucariotos como procariotos (MASSUMOTO, 1997; HUBALEK, 2003).

A literatura relata amplo uso do DMSO como crioprotetor em concentragdes que
variam de 1 a 32%. No entanto, devido a sua alta solubilidade em agua, 0 DMSO apresenta
como inconveniente a capacidade de causar alteracbes a membrana celular, as quais
danificam e inviabilizam as células. E, assim, mesmo em concentra¢cbes muitos baixas,
pode ser toxico a alguns sistemas bioldgicos, principalmente quando mantidos por longo
periodo em temperaturas acima de 5 °C (HUBALEK, 2003).

Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN

A familia Amaranthaceae é formada atualmente por 170 géneros com cerca de 2000
espécies, ocorrendo nos tropicos, subtropicos e regides temperadas da América e
da Africa. No Brasil ocorrem vinte e sete géneros e aproximadamente 158 espécies da
familia (MARCHIORETTO et al., 2015). Alguns membros da familia destacam-se pelo
uso medicinal, como os géneros Pfaffia (MONTANARI, et al., 1999), Gomphrena
(MERCIER et al., 1992) e Hebanthe (VIGO et al., 2004a). O género Amaranthus destaca-
se pelas sementes, as quais possuem alto valor nutritivo (BENNICI et al., 1997) e pelo uso
como ornamental (CRONQUIST, 1981; MERCIER et al., 1992).

Espécies do género Pfaffia sdo utilizadas na medicina popular, devido a suas
propriedades quimicas (MARTINS & NICOLOSO, 2004). Algumas como P. iresinoides,
P. glomerata, P. jubata, P. tuberosa e Hebanthe erianthos ja tém suas propriedades
medicinais confirmadas com o isolamento de compostos bioativos de suas raizes (NAKAI
etal., 1984; NISHIMOTO et al., 1984, 1986, 1987, 1988; SHIOBARA et al., 1992,1993).

Vaérias espécies como P. glomerata (Figura 1), P. iresinoides e Hebanthe erianthos
sdo conhecidas como “ginseng-brasileiro” e tém sido utilizada como tdnico e afrodisiaco,
para o tratamento do diabetes, reumatismo (MAGALHAES, 2000), esgotamento fisico e
mental, falta de memoria e estresse (CORREA, 2014).
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Figura 1 - Pfaffia glomerata em condi¢des naturais de campo. Fonte: Daniela Oliveira. 2015.

P. glomerata é a espécie de maior importancia medicinal e comercial (VIGO et al.,
2004; FIGUEIREDO et al., 2004; ZIMMER et al., 2006). Caracteriza-se por ser uma erva
perene a subarbustiva relativamente alta (atingindo até dois metros de altura), apresenta
caules retos, delgados e ocos quando adulto na parte superior (VASCONCELOQOS, 1986),
raiz fusiforme e inflorescéncia (Figura 2) muito ramificada composta por flores
hermafroditas (SMITH E DOWNS, 1972). Caracteriza-se pela grande adaptabilidade, alta
variabilidade genética e pelo rapido crescimento (MAGALHAES 2000; VIGO at al.,
2004). P. glomerata apresenta melhor desenvolvimento em regides com temperaturas mais
elevadas, mostrando-se sensivel as geadas (MAGALHAES, 2000). Suas raizes (Figura 3)
sdo utilizadas com fins medicinais ha séculos pelos nativos da Regido Amazonica e regides
vizinhas (VIGO et al., 2004).
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Figura 2 - Inflorescéncias de Pfaffia glomerata. Fonte: Costa PPPR.

Figura 3 — Raiz de Pfaffia glomerata. Fonte: Revista Globo Rural.

P. glomerata possui caules eretos, roligcos, estriados, muitas vezes ocos na parte
superior, medindo de 0,5 até 2,5 m de altura, com nds engrossados e entrends com até 0,23
m de comprimento; ramificagdes predominantemente dicotémicas, glabras ou pubescentes,
principalmente nos ramos jovens e nds (VASCONCELOS, 1986). Possui crescimento
andmalo tanto no caule como na raiz, 0 que resulta em crescimento em espessura notavel
na parte subterranea; quando adultos, os caules geralmente s&o ocos na parte superior; as
folhas sdo simples, inteiras, opostas; as laminas tém forma e tamanhos variaveis, de linear

oblonga até largo-ovaladas, de 1,0 a 14,0 cm de comprimento e 0,3 a 4,5 cm de largura;
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quando novas, sdo largas e aquelas proximas das inflorescéncias sdo estreitas
(LAWRENCE, 1985; POTT e POTT, 1994).

As inflorescéncias sdo capitulares, paleaceas, branco-amareladas. As flores séo
hermafroditas ou poligamo, em espigas subglobosas, com 4 a 8 mm de diametro (SMITH e
DOWNS, 1972). Em reviséo recente do género Pfaffia (MARCHIORETTO et al., 2010) as
flores sdo consideradas hermafroditas. A planta floresce e frutifica de setembro a maio e,
as vezes, nos outros meses (POTT e POTT, 1994). Segundo Teske e Trentini (1995)
Pfaffia glomerata possui em sua composicao vitaminas A, B, C, D, E e K, sais minerais
como fosforo, célcio e potassio, aminoacidos e mucilagens. Os principais compostos
isolados de Pfaffia glomerata os fafiosideos (saponinas nortriterpénicas derivadas do acido
fatico) e os ecdisteroides, em especial a ecdisterona, rubrosterona, acido oleandlico e B-
glicopiranosil (SHIOBARA et al., 1993; DE-PARIS et al., 2000; VIGO et al., 2003).

P. glomerata tem como propriedade terapéutica efeitos antitumorais, afrodisiacos,
antidiabéticos e ténicos em geral (MONTANARI JUNIOR et al., 1997), atuando ainda
como antiinflamatoria, imunoestimulante, leucocitogénica, cicatrizante interna e externa,
febrifuga (CHISAKI et al., 1998), energizante e reconstituinte da atividade sexual
(TEIXEIRA et al., 2001). Taylor (1978) cita que foi também chamada de "segredo russo"
em funcdo do uso, pelos atletas olimpicos russos, no aumento da massa muscular e da
resisténcia fisica, as quais eram promovidas pela B-ecdisona, substancia de propriedade

anabdlica sem os efeitos colaterais dos esterdides sintéticos.
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CAPITULO | - DESENVOLVIMENTO DE UM PROCEDIMENTO
SIMPLIFICADO PARA INTRODUCAO E MULTIPLICACAO IN
VITRO DE Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN.

RESUMO

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen é uma espécie nativa com propriedades medicinais,
conhecida popularmente como ginseng brasileiro, altamente explorada de forma
predatéria. O objetivo desse trabalho foi estabelecer uma técnica simplificada para a
introducdo e multiplicacdo clonal in vitro de P. glomerata. Segmentos nodais (SN) foram
coletados de plantas do gendtipo (2209-09/CCQ 58) em crescimento na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), Brasilia-DF e submetidos a dois tratamentos de
descontaminacdo e cultivados in vitro em meio de cultura MS basico, sem adicdo de
reguladores de crescimento, solidificado com &gar (0,7%). A descontaminacdo foi feita
utilizando uma solucdo contendo hipoclorito de sodio, “Tween 80” e estreptomicina
(tratamento 1), ou apenas a estreptomicina (tratamento 2). Apo6s cada tratamento os SN
foram inoculados in vitro e as culturas foram mantidas em sala de crescimento a 25+2°C,
com fotoperiodo de 12 horas de luz, e intensidade luminosa de 40 pm.m™.s™ fornecida por
lampadas fluorescentes brancas. Plantulas normais com parte aérea e sistema radicular bem
desenvolvidos foram produzidas apos trinta dias de cultivo in vitro. Os percentuais de
regeneracdo foram de 92% para os SN submetidos ao tratamento 1 e de 80% para aqueles
submetidos ao tratamento 2. A multiplicacéo in vitro foi realizada por subcultivo de apices
caulinares e SN coletados das plantulas obtidas in vitro em meio de cultura MS basico. O
procedimento descrito é bastante simples e permite a introducao e multiplicacéo in vitro de
P. glomerata para sua propagacéo clonal, conservagéo ex situ do seu germoplasma ou para

a producdo de estoques de plantulas para estudos diversos.

Palavras-chave: Conservacdo; ginseng-brasileiro; germoplasma; plantas medicinais;
Pfaffia.
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1.1. INTRODUCAO

Pffafia glomerata (Spreng) Pedersen, (Amaranthaceae), € uma espécie nativa de
amplo uso popular, submetida a uma alta pressdo antropica devido ao extrativismo (Vieira
et al., 2002). Conhecida como fafia ou ginseng-brasileiro suas substancias medicinais
foram identificadas como caracteristicas de efeito adaptégeno (NISHIMOTO et al., 1987 e
SHIOBARA et al., 1992). Existe uma grande demanda mundial pelas raizes desta planta,
principalmente pelo Japdo, onde a espécie foi bastante estudada sob o ponto de vista
fitoquimico e farmacolégico (NISHIMOTO et al., 1987; NISHIMOTO, 1990;
NISHIMOTO, 1992 e SHIOBARA et al., 1992). Segundo Alcantara (1994), o
procedimento extrativista intensificado a partir da validacédo cientifica de suas propriedades
terapéuticas, tem reduzido a variabilidade das populacGes e consequentemente o
fornecimento de matéria prima, além de causar prejuizos ao meio ambiente.

A cultura de tecidos vegetais abrange diversas técnicas que se baseiam no cultivo in
vitro em meio de cultura apropriado e sob condi¢cfes assépticas de pequenos propagulos
vegetais isolados da planta matriz, denominados explantes (GEORGE; HALL; KLERK,
2008b). Esta técnica fundamenta-se na totipoténcia da célula vegetal, principio pelo qual
ela pode ser induzida a voltar ao estado meristematico, redefinir seu padrdo de
diferenciacéo celular e, dessa forma, dar origem a novos 6rgaos, embrifes ou a uma planta
completa (TERMIGNONI, 2005).

Dentre as vantagens da introducdo e multiplicagdo in vitro, destacam-se a
manutencdo dos genotipos em condigdes assépticas, a reducdo nos custos e mado-de-obra, a
otimizagdo do espaco fisico, alem da facilidade de intercAmbio do material vegetal
(ENGELMANN, 2011). Devido a técnica da micropropagacao proporcionar um ambiente
favoravel ao crescimento de microrganismos como bactérias, leveduras e fungos
filamentosos, o principio basico para o sucesso da cultura de tecidos €, em parte, medidas
de prevencéo e controle da contaminagdo microbiana (PEREIRA et al., 2011). Na fase de
estabelecimento in vitro, dependendo da origem do material a contaminacdo pode
comprometer o trabalho de micropropagacdo (PEREIRA et al., 2015).

O objetivo desse estudo foi estabelecer uma técnica simplificada para a introducéo
e multiplicacdo in vitro de Pfaffia glomerata, para a producgéo de estoques plantulas para

usos diversos.
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1.2 METODOLOGIA

1.2.1 Material vegetal

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Criobiologia Vegetal (LCV)
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Embrapa Cenargen), localizada em
Brasilia — DF. O material vegetal utilizado neste estudo foram segmentos nodais (SN) de
Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen (acesso 2209-09/CCQ58) coletados de mudas
plantadas em sacos de polietileno contendo substrato esterilizado em autoclave, composto
de terra vermelha (Latossolo Vermelho-Amarelo), areia, esterco, calcario e adubo (Super

Simples) e cultivadas por 30 dias em condi¢des de temperatura e iluminacdo naturais.

1.2.2 Descontaminacao

Ramos foram coletados das plantas a cerca de 20 cm do solo, colocados em frasco
contendo agua destilada e levados ao LCV para descontaminacdo e introdu¢éo in vitro. SN
com 1,0 cm de comprimento foram isolados desses ramos, lavados em agua corrente e
submetidos a dois tratamentos de descontaminacdo. Os tratamentos de descontaminacgéo
foram realizados em cabine de fluxo laminar, em condicdo asséptica. No tratamento 1
os SN foram transferidos para frasco contendo solu¢do comercial de hipoclorito de sédio
(2,0-2,5% de cloro ativo) contendo 5-8 gotas de Tween 20 (Sigma-Aldrich) por 5 minutos.
Esta solucdo foi drenada do frasco e em seguida 30 ml de uma solugdo do antibiotico
estreptomicina a concentracdo de 0,45g/50ml foi adicionada ao frasco e mantida por 5
minutos. No tratamento 2 os SN foram lavados em &gua corrente e transferidos para frasco
contendo 30 ml de solugdo 0,459/50ml do antibidtico estreptomicina, por 5 minutos. Apos
os tratamentos de descontaminacdo os SN foram enxaguados trés vézes com agua destilada
esterilizada e em seguida foram colocados em placa de Petri contendo papel filtro
esterilizado umedecido com 3,0 ml de &4gua destilada e autoclavada. Cada um dos testes de
descontaminacdo foram conduzidos com seis repeti¢coes de 10 SN, totalizando 60 SN por

tratamento.
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1.2.3 Introducéo e multiplicacgéo in vitro

ApoGs os tratamentos de descontaminacéo, 0s segmentos nodais foram inoculados
individualmente em tubos de ensaio (25 mm de largura, 150 mm de altura, 147,26 cm® de
volume interno) contendo 10 ml de meio MS basico (MURASHIGUE E SKOOG, 1962),
com pH ajustado para 5,8 antes da adicdo de 7,0 g/L de agar e da esterilizagdo em
autoclave (1,5 atm, 120°C, 15 min.). O cultivo dos SN foi feito em sala de crescimento
com temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de 40 pm.m’
25 fornecida por lampadas fluorescentes brancas. Apés 60 dias de cultivo in vitro as
plantulas obtidas foram utilizadas como doadoras de SN para o teste de multiplicacéo
clonal. Para tanto, SN foram isolados das plantulas e transferidos para tubos de ensaio
contendo o0 meio de cultura MS na composi¢do descrita acima e as culturas foram mantidas

em sala de crescimento nas condi¢6es de cultivo também descritas acima.

1.2.4 Anaélise estatistica

A andlise estatistica dos percentuais de regeneracdo obtidos em resposta aos
tratamentos de descontaminacao e a introducdo e multiplicacdo in vitro foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), seguida de comparacdo entre as médias pelo Teste de
Tukey, a 1% de significancia. Todos os dados estatisticos foram analisados usando o
Programa Estatistico GENES (CRUZ 2013).

1.3.RESULTADOS E DISCUSSAOQO

A Figura 1.1 mostra o aspecto das plantas de P. glomerata usadas como doadoras
de explantes. Estas plantas foram cultivadas em sacos contendo substrato composto de
terra, areia, esterco, calcério e adubo, em condigdes de temperatura e iluminagdo naturais,
por 30 dias. Essas plantas apresentaram-se vigorosas, saudaveis e sem anomalias. Ap6s 30

dias, segmentos caulinares contendo os nés s foram coletados para a introducgéo in vitro. A
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Figura 1.2 mostra os segmentos caulinares de plantas adultas de fafia, dos quais foram
obtidos os segmentos nodais.

Figura 1.1 - Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen: mudas estabelecidas em terra. Foto: Daniela Oliveira.
2014.

Figura 1.2 Parte de ramos (A) e segmentos nodais (B) obtidos de plantas adultas de Pfaffia glomerata.

(Spreng) Pedersen. (Foto: Daniela Oliveira, 2014).

A figura 1.3 mostra o aspecto das plantulas obtidas a partir de segmentos nodais,
ap6s o cultivo in vitro. As culturas foram observadas diariamente para detectar
contaminacgéo e a resposta de regeneracdo dos explantes. A regeneracdo dos explantes foi
acompanhada até 30 dias apds a introdugdo in vitro. Depois de 30 dias de cultivo, as
plantulas obtidas foram multiplicadas por subcultivo de seus segmentos nodais, e as

plantulas regeneradas desses explantes pode ser vista na figura 3B.
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Figura 1. 3 - Aspecto de plantulas obtidas a partir de segmentos nodais de P. glomerata apés cultivo in vitro
em meio de cultura MS basico, suplementado com 30,0 g/l de sacarose e solidificado com 7,0 g/l de &gar, por

30 dias. (Foto: Daniela Oliveira, 2014). (A) Plantulas com 15 dias in vitro (B) Plantulas com 30 dias in vitro.

Com relacdo aos tratamentos de descontaminacdo dos segmentos nodais
introduzidos in vitro, observou-se que o tratamento 1, em que a descontaminacéo foi feita
com hipoclorito e antibiético, Tween 20 e estreptomicina, houve uma sobrevivéncia de
92% dos explantes. Os explantes que ndo sobreviveram apresentaram contaminacdo por
bactérias e fungos. No tratamento 2, que corresponde a descontamina¢do somente com
antibidtico estreptomicina, 80% dos explantes sobreviveram, enquanto que 20%
apresentaram-se mortos e, igualmente contaminados por bactéria, ao fim do experimento
(Tabela 1). Ndo houve diferenca significativa entre as médias de sobrevivéncia ap6s 0s
dois tratamentos. Entretanto, o percentual médio de sobrevivéncia foi superior ao se
utilizar hipoclorito de sodio (Tabela 1.1). Estudos realizados para a espécie P. glomerata
por Nicoloso et al. (2001) mostraram resultados semelhantes, em que apds a etapa de
descontaminacdo, a presenca de bactérias como contaminantes dos explantes, nado
ultrapassou 5% dos casos; sendo o melhor tratamento de desinfestacdo obtido para
segmentos nodais e de entreno foi imersdao em HgCl,, de no méximo 20% até 4 min.

A importancia do tratamento de descontaminacdo e dos componentes utilizados foi
enfatizada em estudos realizados com outras espécies de plantas. Souza et al. (2006)
verificaram que explantes caulinares de goiabeira serrana (Acca sellowiana) e de
pitangueira (Eugenia uniflora L.) podem ser descontaminados usando a concentracdo de
hipoclorito de sddio entre 1,5% a 2,5%, por 10 minutos de exposicdo nesse agente
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descontaminante. Lima & Moraes (2006) constataram que a imersdo de explantes de
bananeira apenas em solucdo de hipoclorito de sdédio ndo mostrou diferencas significativas
sobre a contaminacdo bacteriana. Justificaram a baixa eficiéncia do agente
descontaminante por sua acdo superficial no tecido vegetal. Pereira et al. (2015) obtiveram
resultados semelhantes aos desse trabalho, no enraizamento in vitro do abacaxizeiro. Ao
descontaminar os explantes com hipoclorito de sédio na concentragdo de 2,0% de cloro
ativo verificou-se uma taxa de 8% de contaminacdo por bactérias. Em contraste, 0
tratamento sem hipoclorito de sédio a contaminacdo foi de 90,6%. Chaves et al. (2004)
observaram que o hipoclorito de sédio nas concentracdes de 0,5%; 1,0%; 1,5% e 2,0% foi
eficiente na descontaminacdo de explantes de Prunus. Explantes tratados com hipoclorito
de sodio atingiram maiores porcentagens de sobrevivéncia (96,25%). Entretanto, somente
67,25% dos explantes se estabeleceram no meio de cultura. Oliveira & Nino (2009)
utilizaram o hipoclorito de sédio a 1% por 10 minutos na desinfestacdo in vitro de quatro
cultivares de framboeseira (Rubus ideaus L.), e observaram que na fase de estabelecimento
in vitro, as cultivares Autumn Bliss e Heritage apresentaram as maiores porcentagens de
explantes vivos, respectivamente de 97% e 84%.

Portanto, para P. glomerata, o melhor resultado de regeneracdo de plantulas
saudaveis in vitro é a combinacdo de hipoclorito de sédio e o detergente Tween

potencializando o antibidtico estreptomicina.

Tabela 1.1. Percentuais de regeneracao de segmentos nodais de P. glomerata (acesso 2209-
09/CCQ58) submetidos a dois tratamentos de descontaminacao antes de sua introducéo e
cultivo in vitro em meio de cultura MS baésico, suplementado com 30,0 g/l de sacarose e

solidificado com 7,0 g/l de agar, por 30 dias.

Tratamentos Regeneracgéo por repeticéo (%) Reg?rr:;?nc;:rign (E/S)I? por
I Il Il \% V \
1° 100 100 90 80 90 90 92°
2° 90 80 80 70 80 80 80°

*Meédias de regeneracdo seguidas de letras mindsculas iguais nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, ao nivel de 1% de probabilidade de erro. *Solugdo 2,0-2,5% de hipoclorito de sédio, 5-8 gotas de
Tween 20 e 9,0mg/ml de estreptomicina. "Solugdo 9,0mg/ml de estreptomicina.

No presente trabalho, segmentos nodais cultivados in vitro em meio de cultura MS
sem adicéo e reguladores de crescimento, contendo 30 g/l de sacarose, apresentaram altas
taxas de regeneracdo (Tabela 1) e deram origem a plantulas vigorosas, com morfologia
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normal (Figura 3). O procedimento testado neste estudo é muito simples e de facil
reproducdo. Procedimentos simplificados sdo ideais para a introducdo e multiplicagéo in
vitro de germoplasma de interesse para uso em programas de conservagdo de recursos
genéticos vegetais.

O meio de cultura utilizado no presente trabalho, 0 MS bésico (MURASHIGUE E
SKOOG, 1962), com 30 g/l de sacarose, pH ajustado para 5,8 antes da adi¢do de 7,0 g/L de
agar e da esterilizacdo em autoclave (1,5 atm, 120°C, 15 min.) foi suficiente para induzir
altas taxas de regeneracdo de plantulas de P. glomerata.

Vérios trabalhos de pesquisa conduzidas com P. glomerata relatam viabilidade de
produzir plantas homogéneas e de qualidade através da micropropagacdo de segmentos
nodais em meio MS (FLORES et al., 2009; MALDANER et al., 2006; NICOLOSO et al.,
2001; NICOLOSO et al., 2003). Nicoloso et al. (2001 e 2003) realizaram estudos sobre as
condigdes ideias para a micropropagacdo de P. glomerata, incluindo tratamentos para
descontaminacdo e o efeito da concentragdo de macronutrientes, de carvao ativado e de
carboidrato no meio de cultura MS, sobre o crescimento de segmentos nodais cultivadas in
vitro, concluindo que os melhores resultados foram obtidos com o cultivo em meio de
cultura MS com a concentracdo normal de macronutrientes e que a melhor fonte de
carbono é a sacarose. Em 2006, Maldaner et al. confirmou que para a espécie P. glomerata
a reducdo da concentracdo de N para 50% daquela padrdo do meio MS, associada a um
incremento na dose de sacarose para 45g L™, favorece o crescimento em altura, nimero de
segmentos nodais e brotagdes, bem como a producdo de biomassa de P.glomerata
cultivada in vitro. Flores et al. (2009) estudaram o efeito da BAP (6-benzilaminopurina) e
do TDZ (thidiazuron) na propagacéo in vitro de segmentos caulinares de dois acessos de P.
glomerata. O TDZ (1 puM) apresentou efeito positivo sobre a taxa de multiplicacdo e o
desenvolvimento das plantulas para apenas um dos acessos (acesso JB-UFSM). Mas, no
geral, o cultivo de segmentos nodais em meio de cultura sem adi¢cdo de citocininas mostrou
ser o método mais eficiente para a multiplicagdo in vitro de segmentos nodais dessa
espécie e a producdo de um grande nimero de plantas com alta qualidade.

Esses estudos realizados previamente, relatam procedimentos mais complexos em
que a regeneracao de novos brotos depende da suplementacdo do meio de cultura com de
reguladores de crescimento ou outras substancias indutoras. Do ponto de vista pratico, este
tipo de procedimento apresenta alguns inconvenientes, podendo-se citar como mais
relevantes o aumento do custo de producdo de mudas e o risco de indugdo de variacdo
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somaclonal. Variagdo somaclonal € um dos maiores problemas encontrados na propagagdo
clonal por meio do cultivo in vitro, e uma das recomendacdes para evita-la é a utilizacéo de
técnicas de micropropagacdo simplificadas, priorizando a regeneracdo direta em meios de
cultura sem adicdo de reguladores de crescimento, ou se a adicdo dos mesmos for
indispensavel que as concentragdes utilizadas sejam muito baixas (BAIRU et al. 2011;
KONAN et al. 2010).

A proposta do presente trabalho foi desenvolver um procedimento simplificado
para facilitar a producdo de grandes quantidades de plantulas de P. glomerata in vitro para
a propagacao clonal via produgdo de mudas in vitro ou para uso em atividades de pesquisa

diversas.

1.4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam que o estabelecimento e
multiplicacdo clonal in vitro de P. glomerata podem ser realizados pelo cultivo de
segmentos nodais em meio MS bésico, sem adi¢cdo de reguladores de crescimento,
resultando em altos percentuais de regeneracgdo de plantulas. As plantulas obtidas por meio
deste procedimento sdo vigorosas, apresentando parte aérea e sistema radicular bem
desenvolvidos, de aspecto normal. Estas plantulas podem ser multiplicadas para a
producdo de grandes nimeros de individuos por meio do subcultivo de segmentos nodais.

O tratamento dos segmentos nodais com uma solucdo de hipoclorito de sédio (2,0-
2,5% de cloro ativo), Tween 20 (5-8 gotas) e estreptomicina (0,459/50ml) é essencial para

a descontaminacéo dos explantes antes da introducdo in vitro.
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CAPITULO Il - CRIOPRESERVACAO DE APICES CAULINARES
DE Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN PELO METODO DE
VITRIFICACAO

RESUMO

A espécie Pffafia glomerata (Amaranthaceae), conhecida popularmente como ginseng-
brasileiro, € muito procurada por suas propriedades medicinais, obtidas principalmente de
suas raizes. Dentre os compostos extraidos dessa espécie destacam-se os &cidos oleandlico
e famérico, ecdisterona e rubrosterona. Dessa forma, torna-se de grande importancia a
conservacao de seu germoplasma. A criopreservacdo surge como a técnica mais eficiente
de conservacao de recursos geneticos, pois reduz muito e até mesmo paralisa a atividade
celular da planta, contribuindo para o armazenamento em longo prazo da espécie. O
objetivo desse trabalho foi definir um protocolo de criopreservacdo pelo método de
vitrificacdo para apices caulinares de Pfaffia glomerata. Inicialmente foi realizado o
isolamento dos AC da espécie em estudo. Para o teste de vitrificacdo, os apices isolados
foram acomodados em meio de pré-cultivo por 18h. Apds esse periodo, realizou-se as
etapas de saturacdo, exposicdo a PVS, congelamento, descongelamento, diluicdo e
inoculacdo do material in vitro. Foram adotados trés solugdes (PVS,, PVS; e PVS,), trés
tempos de exposicdo a solucdo de vitrificagdo (20 min, 40 min e 60 min), e duas
temperaturas para cada solucdo de vitrificagcdo (25°C e 0°C). Observou-se que na solugéo
de PVS, a maior sobrevivéncia das plantulas ap6s o congelamento em nitrogénio liquido, é
de 63%, na temperatura de 25°C, no tempo de 60 minutos. Na solu¢do de PVS3; o melhor
resultado de regeneragdo foi 42%, na temperatura de 25°C no tempo de 60 minutos. Na
solugdo de PVS,; o melhor resultado foi de 65% de regeneracdo das plantulas, na
temperatura de 25°C, no tempo de 60 minutos. Concluiu-se que a melhor metodologia de
vitrificacdo para conservar o germoplasma de ginseg-brasileiro, através de apices

caulinares, é na solucdo de PVS, no tempo de 60 minutos, na temperatura de 25°C.

Palavras-chave: Ginseng-brasileiro; nitrogénio liquido; conservacgéo de recursos genéticos.
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2.1.INTRODUCAO

A criopreservacdo é definida como a conservacdo de material bioldgico em
nitrogénio liquido a -196°C, ou em sua fase de vapor, a -150°C (SANTOS, 2001). E
considerada 0 método ideal para a conservacdo em longo prazo de germoplasma vegetal,
por permitir o armazenamento de amostras por tempo indefinido, mantendo sua
estabilidade genética e suas caracteristicas fenotipicas, usando pouco espaco e requerendo
pouca manutencdo (ENGELMANN, 1997; CARVALHO & VIDAL, 2003).

A criopreservagdo pode ser aplicada para a conservacdo de uma variedade de
materiais vegetativos como, por exemplo, gemas apicais, gemas axilares, embribes
zigoticos, embriGes somaticos, calos e suspensdes celulares (NOGUEIRA, 2013). O maior
desafio durante o desenvolvimento de protocolos de criopreservacdo € realizar o
congelamento sem que ocorra a formacdo de cristais de gelo no interior das células
(NOGUEIRA, 2013). Esses cristais causam ruptura das membranas celulares resultando
em perda da semi-permeabilidade e da compartimentacdo celular (CARVALHO, 2007,
SANTOS, 2001).

A formacdo de cristais de gelo pode ser prevenida com a reducdo do contetdo da
agua celular, e uma das técnicas disponiveis para desidratacdo € a vitrificacdo, que
possibilita a passagem da agua diretamente da fase liquida para uma fase sélida amorfa (ou
de vidro), evitando assim a formacdo de gelo cristalino no interior da célula (PANIS;
LAMBARDI, 2005).

Protocolos de criopreservacdo utilizando a vitrificacdo tém sido desenvolvidos para
suspensdes de ceélulas, calos, apices caulinares, embriGes somaticos e zigdticos de
diferentes espécies de plantas (SHARMA, 2005). Esta técnica de conservacao dos recursos
genéticos vegetais tem apresentado bons resultados em virtude de reduzir muito ou
praticamente paralisar qualquer atividade em nivel celular minimizando a deterioracéo
biolégica durante o armazenamento (MARTINKOVA & HONEK, 2007; TRESENA et al.,
2009).

Espécies do género Pfaffia, o ginseng-brasileiro, sdo utilizadas na medicina
popular, devido a suas propriedades medicinais (MARTINS & NICOLOSO, 2004). A
espécie de ginseng-brasileiro de maior importancia é a Pfaffia glomerata (ZIMMER et al.,
2006), cujo habitat principal sdo as matas ciliares da regido Centro-Oeste do Brasil e bacia

do rio Parand. As raizes de P. glomerata sdo ricas em saponinas triterpénicas e
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ecdisteroides (SHIOBARA et al., 1993), cujo teor varia de acordo com a amostra
(FIGUEIREDO et al., 2004). O efeito adaptdégeno desta espécie é atribuido ao fito
ecdisterdide B-ecdisona, que inclusive é o composto utilizado como marcador quimico da
qualidade das raizes (ZIMMER et al., 2006). Varios compostos foram isolados e
identificados em P. glomerata, como o &cido oleandlico, acido famérico, além de
ecdisterona e rubrosterona (SHIOBARA et al., 1993).

Considerando a importancia de conservacao do germoplasma da espécie Pfaffia
glomerata, (Spreng.) Pedersen, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um protocolo de

criopreservacao pelo método de vitrificacdo para apices caulinares de Pfaffia glomerata.

2.2.METODOLOGIA

2.2.1 Introducdo e multiplicacéo in vitro de P. glomerata

Para a realizacdo dos experimentos de criopreservacdo, gemas laterais foram
coletadas de plantas da espécie P. glomerata em crescimento no campo experimental da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e introduzidos in vitro em meio de cultura
MS bésico solidificado com &gar (0,7%) e cultivadas em sala de crescimento com
temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de 40 pm.m?2.s™,
fornecida por lampadas fluorescentes brancas. Apds 30 dias de cultivo AC e gemas laterais
das plantulas obtidas foram repicadas para 0 mesmo meio para a producdo do lote de
plantulas utilizadas como doadoras de explante para os experimentos de criopreservacao.
Todos esses procedimentos foram realizados em cabine de fluxo laminar, em condicdes

assépticas.

2.2.2 Cultivo de seguimentos nodais

Segmentos nodais foram isolados de plantulas em crescimento in vitro com cerca
de 5 cm de comprimento e transferidos para caixa magenta, contendo 50 ml de meio de
multiplicagdo MS suplementado com BAP (0,02 mg/L), ANA (0,01 mg/L), GAs (0,1
mg/L) e solidificado com agar (0,7%) (Figura 2.1-A). As culturas foram mantidas em sala
de crescimento com temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 12 horas e intensidade

luminosa de 40 pm.m™.s, fornecida por 1ampadas fluorescentes brancas. Apés 15 dias de
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cultivo AC com aproximadamente 1,0 mm de tamanho foram isolados para uso nos testes
de criopreservacédo pela técnica de vitrificac&o.

2.2.3 Pré-cultivo e vitrificacdo dos apices caulinares

Os AC isolados foram transferidos para placas de Petri contendo papel filtro
esterilizado e umedecido com 3,0 ml de agua destilada esterilizadas. Apds o isolamento
dos AC os explantes foram transferidos para uma outra placa de Petri contendo 20 ml de
meio MS sélido contendo 0,3 M de sacarose, por um periodo de 18 horas (pré-cultivo),
Figura 2.1-B. O material foi mantido em sala de crescimento com temperatura de 25+2°C,
fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de 40 pm.m™.s™, fornecida por lampadas

fluorescentes brancas.

Figura 2.1. Plantulas de Pfaffia glomerata (A) e explantes em meio de pré-cultivo (B). Foto: Daniela
Oliveira. 2015.

Foram realizados testes de vitrificacdo utilizando trés solugdes crioprotetoras: PVS,
(MS-62 suplementado com 30% glicerol, 15% etilenoglicol, 15% DMSO, 0,4M sacarose),
PVS; (MS-62 suplementado com 50% sacarose e 50% glicerol) e PVS; (MS-62
suplementado com 35% glicerol, 20% etilenoglicol e 0,6M sacarose) e duas temperaturas
(25°C e 0°C) para cada solucéo de vitrificagdo, Foram testados trés tempos distintos de
exposicao as solucdes de vitrificacdo, 20, 40 e 60 minutos. O teste de vitrificacdo consiste
das seguintes etapas: saturacdo (SST), exposi¢do a PVS, congelamento, descongelamento,
diluicdo e inoculagéo, Figura 2.2. Os detalhes destas diferentes etapas estdo descritos a

sequir.
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Figura 2.2. Método de vitrificacdo. Esquema: Daniela Oliveira. 2016.

a) Saturacao

Apo6s o periodo de pré-cultivo os AC foram transferidos para criotubos aos quais
foram adicionados 2,0 ml de solucgéo de saturacdo (MS + 2,0 M glicerol + 0,4 M sacarose)
e deixando agir por 60 minutos a 25+2°C (temperatura ambiente). Apds 30 minutos a
solucdo foi removida com o auxilio de uma pipeta Pasteur graduada e foi adicionado mais
2,0 ml de solugdo fresca aos tubos, sendo mantido a 25+2°C (temperatura ambiente) por

mais 30 minutos.

b) Exposi¢do a PVS

A solucéo de saturagéo foi removida com pipeta Pasteur e foi adicionada 2,0 ml de
solugdo de vitrificagdo PVS, (25°C ou 0°C) deixando agir por 20 minutos. Apds 10
minutos foi removida a solugdo PVS, usando uma pipeta e adicionados mais 2,0 ml de
solugéo PVS; fresca (25°C ou 0°C) aos tubos, mantidos a 25+2°C (temperatura ambiente)

por mais 10 minutos. Nessa etapa foi utilizado o fator temperatura, 25°C ou 0°C. A
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temperatura de 0°C é obtida através de frascos contendo a PVS imersos em isopor

contendo gelo triturado e monitorado com o auxilio de termdmetro.

c¢) Congelamento
A solucdo de PVS; foi retirada dos criotubos usando uma pipeta e adicionado 2,0
ml de solucdo PVS; fresca. Os frascos foram fechados e mergulhados no nitrogénio liquido

(velocidade de congelamento: + 300°C/min) por 60 minutos, Figura 2.3.

Figura 2.3. Método de vitrificacdo (A) e congelamento em NL (B). Foto: Daniela Oliveira. 2016.

d) Descongelamento

O método de descongelamento foi rapido, e consistiu em remover os criotubos do
No.L e submergi-los em banho-maria a 40+2°C (velocidade de descongelamento:
+250°C/min.). Os tubos foram agitados constantemente por aproximadamente 1,5 min.
Imediatamente ap6s o descongelamento a solucdo PVS; foi removida com auxilio de uma
pipeta.
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e) Diluicéo da PVS

Foi adicionado 2,0 ml de solucéo de diluicdo (SD) (MS liquido + 1,2 M sacarose)
deixando agir por 60 min, ap6s 30 min a solugédo foi removida usando uma pipeta e foram
adicionados mais 2,0 ml de solucdo fresca aos tubos, mantidos a 25+2°C (temperatura

ambiente) por mais 30 minutos.

) Inoculacgéo e cultivo in vitro

Os AC foram transferidos para tubos de ensaio contendo meio de regeneracdo MS
basico, cultivados no escuro por 48 horas e em luz difusa por 3 dias, em sala de
crescimento a 25+2°C. Ap0s esse periodo o material foi cultivado nas condic¢des padrdo de
luz normal da sala de crescimento, fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de 40
um.m?.s™, fornecida por lampadas fluorescentes brancas. Esse procedimento foi realizado
para PVS,, também nos tempos 40 e 60 minutos. E para PVS; e PVS,, nos tempos
adotados (20, 40 e 60 minutos). Em cada experimento foi alterado apenas o tipo de solugéo
de vitrificacdo testada e o tempo de exposicao a solucdo de vitrificacdo e a temperatura da
solucdo de vitrificacdo. Todo esse procedimento foi realizado em condi¢cdes assépticas em

cabine de fluxo laminar.

g) Andlise estatistica dos dados

O delineamento estatistico utilizado foi o fatorial, com quatro fatores, tipo de
solucdo de vitrificacdo, tempo de exposicdo a solucdo de vitrificacdo, temperatura de
tratamento e congelamento em nitrogénio liquido, sendo trés solugbes de vitrificacdo
(PVS,, PVS;3 e PVS,), trés tempos de exposicdo a solucdo de vitrificagdo (20 min, 40 min e
60 min), duas temperaturas referente a solucdo de vitrificacdo (25°C e 0°C) e nitrogénio (-
N.L e +N,L). Estes 36 tratamentos (combinacgdes entre os fatores) foram replicados seis
vezes e as 216 unidades experimentais foram dispostas no delineamento inteiramente ao
acaso. Para a andlise estatistica, os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 1% de
probabilidade (p<0,01). As andlises foram realizadas utilizando o programa GraphPad
Prism 5.00 e GENES, Cruz, 2013. Apos cada etapa do método de vitrificacao foi retirado
um controle no total de sessenta explantes para cada controle, ao se isolar os explantes para
experimento (Controle de Explante - CE), ap6s a etapa de pré cultivo (Controle de pré
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cultivo - CPC), ap6s a etapa de saturacdo (Controle de saturacdo - CS), ap6s a PVS
(Controle de vitrificagdo, -N,L). Cada experimento foi realizado durante 5 dias e

monitorado por 30 dias os controles e por 60 dias 0 material congelado em N,L.

2.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse estudo estdo apresentados abaixo. A anélise de
variancia referente a regeneracdo dos explantes de P. glomerata apds o teste de
vitrificacdo, considerando todos os fatores, congelamento em nitrogénio liquido (-NaL,
+N,L), temperatura da PVS (25°C, 0°C), tempo de exposicdo a solucdo de vitrificacdo
(20min, 40min, 60min) e suas interagdes. Conforme observado na Tabela 2.1, as interagoes
triplas foram n&o significativas. Quanto as interacbes de segunda ordem, apenas aquelas
envolvendo o fator nitrogénio foram significativas (p<0,01). Em decorréncia disso foi
necessario isolar o fator nitrogénio e analisar os demais fatores. Cada um deles péde ser
estudado isoladamente nos niveis de nitrogénio. Com coeficiente de variacdo de 4,50,

sendo considerado um bom controle experimental.

Tabela 2.1. Andlise de Variancia da regeneracdo de Pfaffia glomerata considerando os

fatores nitrogénio, temperatura, tempo e solugdo, bem como suas interacées.

Fontes de variacdoo Gl F Significancia
Nitrogénio 1 5073,36

Temperatura 1 34,22

Tempo 2 63,21

Solucéo 2 52,99

Nitrogénio*temperatura 1 35,57

Nitrogénio*tempo 2 64,72

Nitrogénio*solucdo 2 38,57

Temperatura*tempo 2 13,15

Temperatura*solugéo 2 1,08

Tempo*solugédo 4 2,76
Nitrogénio*temperatura*tempo 2 6,36 0,0573 ™
Nitrogénio*Temperatura*solucdo 2 0,14 ns
Nitrogénio*Tempo*Solugio 4 3,62 0,1202 ™
Residuo 4

Média geral = 64,55

Coeficiente de variacdo = 4,50

Significativo ao nivel de 1%.
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A andlise de variancia para o fator solugdo no nitrogénio 1 ndo é significativa, com

coeficiente de variagdo de 2,225 (Tabela 2.2); As médias dos tratamentos sdo apresentados
na Tabela 2.3.

Tabela 2.2. Andlise de Variancia considerando o fator solugdo no Nitrogénio 1 (-NL).

Fontes de variacdo G.l. F Significancia
Solugdo 2 1,04 0,37™
Residuo 15

Coeficiente de variacao =2,22

Tabela 2.3. Médias para o estudo do efeito de solucéo no nitrogénio 1 (-N,L).

Solucao Dados Medias
PVS, 6 100,00
PVS, 6 99,00
PVS; 6 98,16

Conforme analises de variancia considerando o fator solucéo dentro de nitrogénio 2
(+N2L) ndo hé diferenca significativa entre as solu¢des (Tabela 2.4). Apresenta coeficiente

de variagcdo 50,06. Com médias 40,16 para PVS,, 32,16 para PVS, e 17,83 para a PVS;
(Tabela 2.5).

Tabela 2.4. Andlise de Variancia considerando o fator solugdo no Nitrogénio 2 (+N,L).

Fontes de variacdo G.l. F Significancia
Solugéo 2 3,39 0,06 ™
Residuo 15

Coeficiente de variagao = 50,06

Tabela 2.5. Médias para o estudo do efeito de solu¢do no nitrogénio 2 (+N,L).

Solugéo Dados Médias
PVS, 6 40,16
PVS, 6 32,16
PVS; 6 17,83

A andlise de variancia, com decomposicdo em polindmios ortogonais, realizada
para regeneracdo em funcdo do tempo é apresentada na Tabela 2.6. O coeficiente de

variagcdo de 2,34 confirmando um alto controle experimental. Nenhum componente de
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regressdo linear ou quadratica apresentou significancia, assim sugere-se que o efeito de

tempo € aproximadamente constante.

Tabela 2.6. Analise de Variancia da regeneracao de Pfaffia glomerata em funcéo do

tempo.
Fontes de variacédo G.l. F Significancia
Tempo 2 0,19 ns
Linear r°=0,36 1 0,13 ns
Quadratica r’=1,00 1 0,25 ns
Residuo 15
Coeficiente de variacao =2,34

Tabela 2.7. Andlise de Variancia da regeneracdo de Pfaffia glomerata em funcéo do tempo,

decomposta em polindmios ortogonais, no nitrogénio 2 (N,L+).

Fontes de variacdo G.l. F Significancia
Tempo 2 5,83 0,01

Linear r’= .81 1 9,47 0,007*
Quadratica r’=1.00 1 2,19 0,15

Residuo 15

Coeficiente de variacdo = 45,24

* Significativo ao nivel de 1%.

Dessa forma o modelo encontrado de regressao linear encontra-se abaixo:

Reg = 5,8888 + 12,0833 x Tempo , r’= 0,81

Assim, quanto maior o tempo de exposicdo a PVS maior a regeneragdo dos

explantes de P. glomerata.

A andlise de variancia da regeneracdo em funcdo do fator temperatura no

nitrogénio 1 (-N,L) é ndo significativa (Tabela 2.8). Com médias de 99,11 e 99,00 nas

temperaturas 0°C e 25°C, respectivamente (Tabela 2.9).

Tabela 2.8. Andlise de Variancia da regeneragdo em funcdo da temperatura no Nitrogénio

1 (-NaL).
Fontes de variagédo G.l. F
Temperatura 1 ns
Residuo 16
Coeficiente de variacdo = 2,29
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Tabela 2.9. Médias para o estudo do efeito de temperatura no nitrogénio 1 (-NL).

Temperatura Dados Medias
0°C 9 99,11
25°C 9 99,00

A analise de variancia da regeneracdo em funcdo da temperatura no nitrogénio 2
(+N2L) é ndo significativa (Tabela 2.10). Com médias 35,78 e 24,33 nas temperaturas
25°C e 0°C respectivamente (Tabela 2.11).

Tabela 2.10. Anélise de Variancia da regeneracdo em funcéo da temperatura no Nitrogénio

2 (+NaL).
Fontes de variacdo G.l. F Significancia
Temperatura 1 2,171 ns
Residuo 16
Coeficiente de variacdo = 54,82

Tabela 2.11. Médias para o estudo do efeito de temperatura no nitrogénio 2 (+N,L).

Temperatura Dados Medias
25°C 9 35,77
0°C 9 24,33

Observou-se nas analises das interacfes entre os fatores solucdo, temperatura e
tempo em relagédo ao nitrogénio apesar de serem significativas essas significancias ndo séo
importantes, pois em todos os niveis de nitrogénio sempre os niveis dos fatores maiores
sdo 0s mesmos. Assim, estudou-se 0 nitrogénio separadamente, valendo para os demais
fatores.

Segundo andlise de variéncia da regeneracdo em funcdo de nitrogénio, ha efeito
significativo (Tabela 2.12). Com medias 99,05 e 30,05 para nitrogénio 1 (-N,L) e 2 (+N,L)
respectivamente (Tabela 2.13).

Tabela 2.12. Andlise de Variancia da regeneracdo em funcdo do Nitrogénio.

Fontes de variagéo G.l. F Significancia
Nitrogénio 1 290,45 0,00

Residuo 34

Coeficiente de variacao = 18.81
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Tabela 2.13. Médias para o estudo do efeito de regeneracdo em funcéo do nitrogénio.

Nit Dados Médias
1 18 99,05
2 18 30,05

As porcentagens de regeneracdo de AC de P. glomerata submetidas ao teste de
vitrificacdo com a solucdo PVS, a 25°C e 0°C, por 20, 40 e 60 minutos encontram-se na
Tabela 2.14. Quando os é&pices caulinares foram tratados com a solugdo PVS; a
temperatura de 25°C, observou-se regeneracdo de 99-100% para explantes que ndo foram
congelados (-N2L) e de 32%, 19% e 63% para apices caulinares submetidos a vitrificacdo
por 20, 40 e 60 minutos, respectivamente, e em seguida congelados em nitrogénio liquido
(+NzL) (Figura2.4 A, C, E).

A regeneracdo dos explantes de ginseng brasileiro submetidos ao teste de
vitrificacdo com a solucdo de PVS; a 0°C por 20, 40 e 60 minutos constam na Figura 2.4
B, D e F, com 100, 100 e 95%, respectivamente, de regeneracdo para os explantes nao
congelados (-N2L) e 24, 20 e 34%, respectivamente, para apices caulinares congelados em
nitrogénio liquido (+NaL).

O aspecto das plantulas obtidas de apices caulinares tratados com a solucdo de
vitrificacdo PVS, em duas temperaturas diferentes (25°C e 0°C) por trés periodos de tempo
distintos (20, 40 e 60 minutos), mas que ndo foram expostos ao nitrogénio liquido pode ser
visto na figura 2.5. As figuras 2.6 e 2.7 mostram o aspecto das plantulas obtidas de apices
caulinares de P. glomerata submetidos a vitrificagdo com PVS; e a criopreservacdo em
nitrogénio liquido. Na figura 2.6 encontram-se as plantulas originadas de apices caulinares
tratados com PVS, a 25°C por 20 (A), 40 (B) e 60 (C) e na figura 2.7 as plantulas
regeneradas a partir dos &pices caulinares tratados com PVS,, a 0°C por 20 (A), 40 (B) e 60
(C) minutos.

Tabela 2.14. Resultado do Teste de vitrificacdo da espécie Pfaffia glomerata, na solugédo

PVS,, nas temperaturas de 25°C e 0°C, e tempo de exposicéo de 20 e 40 minutos.

Tempo de 25°C 0°C
exposi¢do (min.) -N,L (%) +N,L (%) -N,L (%) +N,L (%)
20 100 32 100 24
40 100 19 100 20
60 99 63 95 34

-N,L Controle, sem congelamento; +N,L congelado em nitrogénio liquido.
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Figura 2.4. Porcentagem de regeneracao de apices caulinares de P. glomerata ap0s a vitrificagdo com PVS,,
em duas temperaturas distintas (0°C e 25°C), por 20, 40 e 60 minutos. As barras de cor preta, numeradas de
1-4, representam os controles (N,L-), em que 1- CE; 2- CPC; 3- CS; 4- CV (N,L-). A barra de cor azul,

representa os apices caulinares criopreservados (N,L+).
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Figura 2.5. Aspecto das pléantulas obtidas a partir de AC de P. glomerata que foram submetidos ao tratamento
de vitrificagdo com a solucdo PVS, em duas temperaturas distintas (0°C e 25°C), por 20, 40 e 60 minutos, e
seus respectivos controles. A-PVS,, 25°C, 20 min.; B-PVS,, 0°C, 20 min; C-PVS,, 25°C, 40 min; D-PVS,,

0°C, 40 min.; E-PVS,, 25°C, 60 min.; F-PVS,, 0°C, 60 min. Em todas as imagens: a-CE, b-CPC, c-CS, d-CV

(N,L-). Fotos: Daniela Oliveira. 2016.
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Figura 2.6. Aspecto das plantulas obtidas de AC de P. glomerata submetidos a vitrificagdo com PVS,, a 25°C

por 20 (A), 40 (B) e 60 (C) minutos criopreservados em nitrogénio liquido. Fotos: Daniela Oliveira. 2016.

Figura 2.7. Aspecto das plantulas obtidas de AC de P. glomerata submetidos & vitrificagdo com PVS,, a 0°C
por 20 (A), 40 (B) e 60 (C) minutos criopreservados em nitrogénio liquido. Fotos: Daniela Oliveira. 2016.

Os percentuais de regeneracdo dos explantes de P. glomerata submetidas ao teste
de vitrificacdo na solucdo de PVS3; em duas temperaturas distintas (0°C e 25°C), por 20, 40
e 60 minutos constam na Tabela 2.15 e Figura 2.8. Para os explantes ndo congelados (-
N.L, barras de cor preta), observou-se 100, 92 e 100% de regeneracdo para AC tratados
com PVS; a 25°C por 20, 40, e 60 minutos, respectivamente. Para 0s AC submetidos a

estes mesmos tratamentos e em seguida congelados em nitrogénio liquido (+N,L, barras de
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cor azul), observou-se 15, 10 e 42% de regeneracdo, respectivamente (Figura 2.8 A, C e
E). A regeneracdo dos explantes submetidas a solucdo de PVS;3 a 0°C por 20, 40 e 60
minutos constam na Figura 2.8 B, D e F. Foram observados 97, 100 e 100% de
regeneracdo para os explantes ndo congelados (-N,L, barras de cor preta) e 0, 15 e 25%
para os congelados (+N,L, barras de cor azul).

O aspecto das plantulas obtidas a partir de AC de P. glomerata que foram
submetidos ao tratamento de vitrificacdo com a solucdo PVS3; em duas temperaturas
distintas (0°C e 25°C), por 20, 40 e 60 minutos, mas ndo a criopreservacdo em nitrogénio
liquido (controles) pode ser visto na figura 2.9. Plantulas obtidas de AC tratados com PVS;
a 25°C estdo na figura 2.9 A, C e E, e as imagens na figura 2.9 B, D e F mostram as
plantulas obtidas de AC tratados com a solucéo de vitrificacdo PVS; a temperatura de 0°C.

A figura 2.10 mostra as plantulas obtidas de AC de P. glomerata submetidos a
vitrificacdo com PVS; a 25°C por 20 (A), 40 (B) e 60 (C) minutos e a criopreservacdo em
nitrogénio liquido. Na figura 2.11 observa-se o aspecto das plantulas obtidas de AC
submetidos a vitrificacdo com PVSz a 0°C por 40 (A) e 60 (B) minutos e a criopreservacao
em nitrogénio liquido.

Nos experimentos realizados para apices de P. glomerata, na solucdo de PVS3, a
maior taxa de regeneracdo aconteceu no tempo de 60 minutos na temperatura de 25°C,
com 42% de regeneracdo. A imersdo dos AC nos demais tempos (20 e 40 minutos) em
solucdo de vitrificacdo provavelmente ndo foi suficiente para promover a desidratacdo
ideal e dessa forma, células com alto contetdo de agua livre, quando expostas ao NL,
podem sofrer danos irreversiveis nas membranas devido aos efeitos da cristalizacéo
(MAZUR, 1984; SURANTHRAN et al., 2012).

Tabela 2.15. Resultado do Teste de vitrificagdo da espécie P. glomerata, na solugdo PVSs,

25°Ce0°C.
Tempo de 25°C 0°C
exposi¢do (min.) -N,L (%) +N,L(%) -N,L (%) +N,L (%)
20 100 15 97 0
40 92 10 100 15
60 100 42 100 25
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Figura 2.8. Percentuais de regeneracdo de AC de P. glomerata apo6s a vitrificagdo com PVSs;, em duas
temperaturas distintas (0°C e 25°C), por 20, 40 e 60 minutos. As barras de cor preta, numeradas de 1-4,
representam os controles (sem congelamento, N,L-), em que 1- CE; 2- CPC; 3- CS; 4- CV (N,L-). A barra de

cor azul, representa as porcentagens de regeneracdo de AC ap06s a criopreservagao em nitrogénio (N,L+).
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Figura 2.9. Aspecto das plantulas obtidas a partir de AC de P. glomerata que foram submetidos ao tratamento
de vitrificagdo com a solucdo PVS; em duas temperaturas distintas (0°C e 25°C), por 20, 40 e 60 minutos, e
seus respectivos controles. A-PVSs, 25°C, 20 min.; B-PVS;, 0°C, 20 min; C-PVS;, 25°C, 40 min; D-PVS;,

0°C, 40 min.; E-PVSs;, 25°C, 60 min.; F-PVS;, 0°C, 60 min. Em todas as imagens: a-CE, b-CPC, c-CS, d-CV

(N,L-). Fotos: Daniela Vasconcelos. 2016.
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Figura 2.10. Aspecto das plantulas obtidas de AC de P. glomerata submetidos a vitrificagdo com PVS;, a
25°C por 20 (A), 40 (B) e 60 (C) minutos criopreservados em nitrogénio liquido. Fotos: D.V.O. 2016.

Figura 2.11. Aspecto das plantulas obtidas de AC de P. glomerata submetidos a vitrificacdo com PVS;, a 0°C

por 40 (A) e 60 (B) minutos criopreservados em nitrogénio liquido. Fotos: Daniela Vasconcelos. 2016.

Os percentuais de regeneracdo de AC de P. glomerata apds a vitrificacdo com
PVS,, em duas temperaturas distintas (0°C e 25°C), por 20, 40 e 60 minutos encontram-se
na Tabela 2.16. Na Figura 2.12 as barras de cor preta, numeradas de 1-4, representam o0s
controles (sem congelamento, N,L-) e as barras de cor azul, representam as porcentagens
de regeneracdo de AC ap0s a criopreservacdo em nitrogénio (N,L+). Os explantes ndo
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congelados (-N,L, barras de cor preta), tiveram regeneracdo de 100% apds o tratamento
com PVS, a 25°C por 20, 40, e 60 minutos (Figura 2.12 A, C e E). Para os AC submetidos
a estes mesmos tratamentos e em seguida congelados em nitrogénio liquido (+NyL, barras
de cor azul), observou-se 53, 44 e 65% de regeneracdo, respectivamente (Figura 2.12 A, C
e E). A regeneracdo dos explantes submetidas a solucdo de PVS, a 0°C por 20, 40 e 60
minutos constam na Figura 2.12 B, D e F. Observou-se 100% de regeneracdo para 0S
explantes ndo congelados (-N,L, barras de cor preta) e 25, 32 e 44% para os congelados
(+N.L, barras de cor azul).

O aspecto das plantulas obtidas a partir de AC de P. glomerata que foram
submetidos ao tratamento de vitrificagdo com a solugcdo PVS, em duas temperaturas
distintas (0°C e 25°C), por 20, 40 e 60 minutos, mas ndo a criopreservacdo em nitrogénio
liquido (controles) pode ser visto na figura 2.13. Plantulas obtidas de AC tratados com
PVS, a 25°C estdo na figura 2.13 A, C e E, e as imagens na figura 2.13 B, D e F mostram
as plantulas obtidas de apices caulinares tratados com a solucdo de vitrificacdo PVS, a
temperatura de 0°C.

A figura 2.14 mostra as plantulas obtidas de AC de P. glomerata submetidos a
vitrificacdo com PVS, a 25°C por 20 (A), 40 (B) e 60 (C) minutos e a criopreservacdo em
nitrogénio liquido. Na figura 2.15 observa-se o aspecto das plantulas obtidas de AC
submetidos a vitrificacdo com PVS, a 0°C por 40 (A) e 60 (B) minutos e a criopreservacao

em nitrogénio liquido.

Tabela 2.16. Resultado do Teste de vitrificagdo da espécie P. glomerata, na solugdo PVS,,

25°C e 0°C, nos tempos de exposicao de 20, 40 e 60 minutos.

Tempo de 25°C 0°C
exposi¢do (min.) -N,L (%) +N,L(%) -N,L (%) +N,L (%)
20 100 53 100 25
40 100 44 100 32
60 100 65 100 44
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Figura 2.12. - Percentuais de regeneragdo de AC de P. glomerata apds a vitrificagdo com PVS,, em duas
temperaturas distintas (0°C e 25°C), por 20, 40 e 60 minutos. As barras de cor preta, numeradas de 1-4,
representam os controles (sem congelamento, N,L-), em que 1- CE; 2- CPC; 3- CS; 4- CV (N,L-). A barra de

cor azul, representa as porcentagens de regeneragdo de AC ap06s a criopreservagao em nitrogénio (N,L+).
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Figura 2.13 - Aspecto das plantulas obtidas a partir de AC de P. glomerata que foram submetidos ao
tratamento de vitrificacdo com a solugdo PVS, em duas temperaturas distintas (0°C e 25°C), por 20, 40 e 60
minutos, e seus respectivos controles. A-PVS,, 25°C, 20 min.; B-PVS,, 0°C, 20 min; C-PVS,, 25°C, 40 min;
D-PVS,, 0°C, 40 min.; E-PVS,, 25°C, 60 min.; F-PVS4, 0°C, 60 min. Em todas as imagens: a-CE, b-CPC, c-

CS, d-CV (N,L-). Fotos: Daniela Oliveira. 2016.
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Figura 2.14. Plantulas de P. glomerata em PVS4, 25°C, NL+, A- 20 min.; B- 40 min.; C- 60 min. Fotos:
Daniela Oliveira. 2016.

Figura 2.15 - Plantulas de P. glomerata em PVS4, NL+, 0°C, A- 20 min.; B- 40 min e C- 60 min. Fotos:

Daniela Oliveira. 2016.

Os resultados de regeneracdo dos AC de P. glomerata sdao confirmados pela analise
estatistica realizada, em que quanto maior o tempo de exposi¢do a solucdo de vitrificagdo
maior serd a regeneracdo dos AC. O uso da solucdo de vitrificacdo tem como objetivo
impedir a formacao de cristais de gelo no interior das células impedindo assim rupturas das
membrana celulares. Embora os crioprotetores sejam necessarios aos protocolos de
criopreservacado, pois diminuem as injdrias sofridas pelas células eles apresentam efeitos
toxicos. Dessa forma o nivel de toxicidade das solugdes crioprotetoras depende
principalmente da concentracdo do crioprotetor utilizado bem como o tempo de exposicao
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das células a essas solugdes. Nesse trabalho utilizou-se trés solugdes crioprotetoras
distintas. Em todas as solugdes (PVS,, PVS; e PVS,) a maior porcentagem de regeneracao
aconteceu no maior tempo de exposicdo a solucdo crioprotetora, confirmado tanto nos
controles (-N,L) quanto nos explantes congelados em NL. N&o houve diferenca
significativa entre as solucdes , mas podemos afirmar que a maior porcentagem de
regeneragdo dos AC de P. glomerata, na temperatura de 25°C e na temperatura de 0°C foi
na solucdo de PVS, seguida da solucdo de PVS, e por ultimo solucdo de PVSs. Entre as
temperaturas adotadas a maior porcentagem de regeneracdo ocorreu nas solucdes de
vitrificacdo na temperatura de 25°C. Entre as solu¢des adotadas a solucdo de PVS; foi a
com menor taxa de regeneracdo dos AC de P. glomerata, essa solucdo é composta apenas
de sacarose e glicerol, diferente da solucdo de PVS, que contem além desses dois
componentes contem o etilenoglicol e 0 DMSO e a solugdo de PVS, que contem além de
sacarose e glicerol, contem o etilenoglicol. A auséncia do DMSO na solucdo de PVS, pode
ser considerado um dos fatores para uma maior porcentagem de regeneracdo dos AC de P.
glomerata ap6s o congelamento em NL, esse componente apresenta alta solubilidade em
agua com capacidade de causar alteracbes a membrana celular aos quais danificam e
inviabilizam as células. Outro fator relevante é o uso da temperatura na solucdo de
vitrificacdo que contem o glicerol. Estudos apontam que esse crioprotetor, na temperatura
de 25°C, consegue ultrapassar as membranas celulares realizando assim seu papel
vitrificante, impedindo a formacdo de cristais de gelo no interior das células. E ao
contrario, na temperatura de 0°C, o glicerol ndo consegue ultrapassar a membrana

plasmatica, ndo sendo téo eficiente na vitrificacao.

2.4.CONCLUSOES

Apices caulinares de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen podem ser
criopreservados com altas taxas de regeneracdo utilizando a técnica de vitrificacao;

Os melhores percentuais de regeneragdo para &pices caulinares de P. glomerata
apos a criopreservacdo foram obtidos ap6s o tratamento com a solucdo de vitrificagdo

PVS,, na temperatura de 25°C, por 60 minutos.
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CAPITULO Il - CRIOPRESERVACAO DE APICES CAULINARES
DE Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN PELO METODO DE
GOTA VITRIFICACAO

A espécie Pffafia glomerata pertence a familia Amaranthaceae. Conhecida por suas
propriedades medicinais, € utilizada como tranquilizante, anti-reumatica, antidiarreica,
anti-inflamatoria, antidiabética, nos disturbios gastricos , de anemia dentre muitos outros.
A criopreservacao é considerada o método ideal para conservacdo de germoplasma, pois
permite o0 armazenamento de material biolégico por longo periodo de tempo. Dessa forma
0 objetivo desse trabalho consistiu em definir um protocolo de criopreservacdo de apices
caulinares de Pffafia glomerata pelo método de gota-vitrificacdo. Inicialmente foi
realizado o isolamento dos explantes e colocados em meio de pré-cultivo por 18h. Apos
esse periodo foi realizado o teste de gota-vitrificacdo com as seguintes etapas: de
saturacdo, exposicdo a PVS, congelamento em nitrogénio liquido (goticulas de PVS
contendo explante sobre laminas de aluminio), descongelamento, diluicdo e inoculacdo do
material in vitro. O melhor resultado de sobrevivéncia das plantulas na solucdo de PVS; foi
de 22%, na temperatura de 0°C no tempo de 60 minutos. Na solucdo de PVS3; o melhor
resultado foi 82% de regeneragéo, na temperatura de 0°C, no tempo de 60 minutos. Na
solucdo de PVS, o melhor resultado de sobrevivéncia foi 32% tanto na temperatura de
25°C, 60 minutos, como na temperatura de 0°C no tempo de 40 minutos. Concluiu-se que
a melhor metodologia de gota-vitrificacdo para conservar o germoplasma de Pfaffia
glomerata, através de &pices caulinares foi com o uso de solucao de PVS3 no tempo de 60

minutos, na temperatura de 0°C.

Palavras - chave: Conservacao de germoplasma; ginseng-brasileiro; nitrogénio liquido.
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3.1.INTRODUCAO

A familia Amaranthaceae possui 170 géneros e cerca de 2.000 espécies, ocorrendo
nos tropicos, subtropicos e regides temperadas da América e da Africa. No Brasil, ocorrem
27 géneros e 158 espécies dessa familia (MARCHIORETTO et al., 2015). Algumas
espéecies de Amaranthaceae destacam-se pelo uso medicinal, como as dos géneros Pfaffia
(MONTANARI, et al., 1999), Gomphrena (MERCIER et al., 1992) e Hebanthe (VIGO et
al., 2004).

As raizes de espécies do género Pfaffia sdo usadas na medicina popular brasileira,
especialmente como ténico, afrodisiaco e no controle do diabete. Ainda, com base em
dados etnobotanicos, as raizes e folhas da planta tém sido utilizadas ancestralmente como
estimulantes gerais, tranquilizante, antirreumatica, antidiarréica, anti-inflamatoria,
antidiabética, febrifuga, cicatrizante interna e externa, anti-hemorrdica, melhoria da visdo e
da memoria e para o tratamento de disturbios gastricos, artrite, artrose, anemia, astenia e
dores (SILVA JUNIOR e OSAIDA, 2005). Entre as espécies do género, Pfaffia glomerata
é a de maior importancia medicinal e comercial (VIGO et al., 2004a; FIGUEIREDO et al.,
2004; ZIMMER et al., 2006).

A criopreservacdo € considerada o método ideal para a conservacdo de
germoplasma, por permitir o armazenamento de materiais bioldgicos por tempo indefinido,
mantendo sua estabilidade genética e suas caracteristicas fenotipicas, usando pouco espaco
e requerendo pouca manutencdo (ENGELMANN, 1997; CARVALHO e VIDAL, 2003).

Técnicas de criopreservacdo sdo aplicaveis a diferentes tipos de tecido com
potencial de regeneracdo, sendo que para a formacdo de criobancos sdo mais utilizados
apices caulinares (REED, 2008; PANIS, 2009).

Dentre as tecnicas de criopreservacdo tem-se a "droplet-vitrification” ou gota
vitrificacdo, inicialmente desenvolvida para apices caulinares de banana (PANIS; PIETTE;
SWENNEN, 2005). Essa técnica consiste em gotejar solucdo de vitrificacdo sobre os
explantes acomodados em tiras de papel aluminio, que sdo imersas rapidamente em
nitrogénio liquido. O uso de tiras de papel aluminio, um bom condutor de calor, e o contato
direto das goticulas contendo os explantes com o nitrogénio liquido, durante o resfriamento
ou com a solucdo de descarregamento e durante o reaquecimento, permitem altas taxas de
troca de temperatura (LEUNUFNA; KELLER, 2003). Altas taxas de resfriamento, cerca de

130 °C/min™ (TOWILL; BONNART, 2003), facilitam a vitrificacdo intracelular, enquanto
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0 reaquecimento rapido reduz a possibilidade de recristalizacdo do gelo intracelular,
conduzindo assim, a maior recuperacdo e sobrevivéncia do material congelado em
nitrogénio liquido (KIM et al., 2006; PANIS; PIETTE; SWENNEN, 2005).

A técnica de gota vitrificacdo tem sido utilizada para a criopreservacao de apices
caulinares de distintas espécies de plantas herbaceas e lenhosas, como cultivares de Rosa X
hibrida L. (HALMAGYI; PINKER, 2006), Colocasia esculenta var. esculenta (L.) Schott
(SANT et al., 2008), Malus domestica Borkh (HALMAGY1 et al., 2010), cultivares de
lirio Lilium x lancifolium, Lilium x longiflorum, Lilium x siberia (CHEN et al, 2011) e
Hancornia speciosa Gomes (SANTOS et al., 2015).

Devido a importancia medicinal de Pfaffia glomerata, propfe-se nesse trabalho
definir um protocolo de criopreservacdo pelo método de gota vitrificacdo de apices

caulinares da espécie.

3.2.METODOLOGIA

3.2.1 Explantes

Apices caulinares com cerca de 2 mm de comprimento de P. glomerata foram
isolados de plantulas cultivadas em caixas Magenta, contendo 30ml de meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 0,02 mg/L de BAP (6-
benzilaminopurina), 0,01 mg/L de ANA (acido naftaleno acético) e 0,1 mg/L de GA3
(&cido giberélico) por quinze dias, em sala de crescimento com temperatura de 25+2°C,
fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de 40 pm.m™.s™, fornecida por lampadas

fluorescentes brancas (Figura 3.1).
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Figura 3.1 - Plantulas de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen desenvolvidas em meio de cultura MS ap6s 15

dias de inoculagdo. (A) e explantes em meio de pré-cultivo (B). Foto: Daniela Oliveira. 2015.

3.2.2 Gota vitrificagdo dos explantes

Nos testes de gota vitrificagdo foram utilizadas trés solugdes de vitrificagdo (Plant
Vitrification Solution) esterilizadas por filtragem: PVS, (30% de glicerol; 15% de
etilenoglicol; 15% de dimetilsulféxido e 0,4M de sacarose, diluidos em meio MS), PVS;
(50% de glicerol; 50% de sacarose, diluidos em meio MS) e PVS, (35% de glicerol; 20%
de etilenoglicol e 0,6M de sacarose, diluidos em meio MS) por trés periodos de tempo
distintos 20, 40 e 60 minutos e em duas temperaturas (25°C e 0°C). As etapas do processo
de gota vitrificacdo foram (Figura 3.2):
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Figura 3.2 - Esquema ilustrativo das etapas da técnica de gota vitrificagdo utilizada em apices caulinares de

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen. Esquema: Daniela Oliveira. 2016.
a) Pré-cultivo dos apices caulinares

AC foram acondicionados em placas de Petri contendo papel filtro esterilizado e
umedecido com 3,0 ml de agua destilada esterelizada. Ap6s o isolamento, os explantes
foram transferidos para placas de Petri contendo 20 ml de meio MS solido acrescido de
0,3M de sacarose, por um periodo de 18 h. Apos essa etapa de pré-cultivo foi retirado um
controle no total de 60 explantes (CPC) no qual foi realizado a inoculagéo e colocado em
sala de crescimento com temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 12 horas e intensidade

luminosa de 40 um.m™.s™, fornecida por lampadas fluorescentes brancas.

b) Saturacéo

Os explantes foram transferidos para recipientes contendo a solugédo de saturacao
(SST) composta por 10,0 ml de MS; 2,0 M glicerol e 0,4 M sacarose, deixando-a reagir por
um total de tempo de 60 min. Ap6s 30 min. a solucdo foi removida com o auxilio de uma
pipeta e foram adicionados mais 10,0 ml de solugdo saturagdo. O material permaneceu

imerso nessa solucdo por mais 30 min. Durante todo o processo, 0 material foi mantido a
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temperatura de 25°C. Apoés essa etapa foi retirado um controle no total de 60 explantes
(CS) no qual foi realizado a inoculagdo e colocado em sala de crescimento com
temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de 40 pm.m?2.s™,

fornecida por lampadas fluorescentes brancas.

¢) Vitrificacdo

A solucdo de saturacdo foi drenada e foram adicionadas 10 ml de solucdo de
vitrificacdo (PVS; ou PVS; ou PVS,) deixando-a agir por um total de tempo de 20 min.
Apo6s 10 min., a solucéo foi removida com o auxilio de uma pipeta e foram adicionados
mais 10,0 ml de solucéo de vitrificacdo (PVS, ou PVS; ou PVS,). O material permaneceu
imerso nessa solucdo por mais 10 min. Durante todo o processo, 0 material foi mantido as
temperaturas de 25°C ou 0°C. Apds essa etapa foi retirado um controle no total de 60
explantes (-N;L) no qual foi realizado a inoculagéo e colocado em sala de crescimento com
temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de 40 pm.m?2.s™,

fornecida por lampadas fluorescentes brancas.

d) Congelamento em nitrogénio liquido

A solucdo de vitrificacdo (PVS, ou PVS; ou PVS,) foi retirada dos recipientes com
0 auxilio de uma pipeta e foi gotejada solucdo de vitrificacdo fresca (PVS, ou PVS;3 ou
PVS,) sobre os explantes acondicionados em laminas de aluminio. As laminas foram
mergulhadas em nitrogénio liquido (velocidade de congelamento: £ 300°C/min.) por 60

min (Figura 3.3).
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Figura 3.3 - Cabine de fluxo laminar onde foram conduzidos os testes de gota vitrificacdo com AC de P.
glomerata (Spreng.) Pedersen. (A) e Explantes de P. glomerata (Spreng.) Pedersen dispostos sobre as

laminas de aluminio e envoltos por gotas de solugdes de vitrificagdo. (B). Foto: Daniela Oliveira. 2015.

e) Descongelamento

O descongelamento foi rapido, as laminas foram removidas do nitrogénio liquido e
submergidas em banho-maria a 40°C (velocidade de descongelamento: £250°C/min.) em
10,0 ml de solucéo de diluigdo (MS liquido + 1,2 M sacarose). O recipiente foi agitado
constantemente por aproximadamente 1,5 min. Apds o descongelamento a solucdo foi

removida juntamente com as laminas de aluminio.
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f) Diluicéo

Foram adicionados 10,0 ml de solucdo de diluicdo (MS liquido + 1.2 M sacarose) e
deixando agir por 30 min, apos esse periodo a solugdo foi removida com auxilio de uma

pipeta. O processo foi conduzido a temperatura ambiente de 23+2°C.
g) Inoculacéo

Os AC foram transferidos individualmente para tubos contendo meio MS basico
para a regeneracdo dos explantes. O material permaneceu no escuro por 48 h e em luz
difusa por 72 h em sala de crescimento de 25+2°C, fotoperiodo de 12 horas e intensidade

luminosa de 40 um.m™2.s™, fornecida por lampadas fluorescentes brancas.

3.2.3. Andlise estatistica dos dados

O delineamento estatistico utilizado foi o fatorial, com quatro fatores, solucéo,
tempo de exposicdo, temperatura e nitrogénio, sendo trés solugdes de vitrificagdo (PVS,,
PVS; e PVSy), trés tempos de exposicdo a essa solucdo de vitrificacdo (20 min, 40 min e
60 min), duas temperaturas referente a solucdo de vitrificagdo (25°C e 0°C) e nitrogénio (-
N.L e +N,L). Estes 36 tratamentos (combinacgdes entre os fatores) foram replicados seis
vezes e as 216 unidades experimentais foram dispostas no delineamento inteiramente ao
acaso.

Para a analise estatistica, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 1% de probabilidade
(p<0,01). As analises foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5.00 e
GENES, Cruz 2013. Apés cada etapa do método de gota-vitrificagdo foi retirado um
controle no total de sessenta explantes para cada controle, ao se isolar os explantes para
experimento (Controle de Explante - CE), ap6s a etapa de pré cultivo (Controle de pré
cultivo - CPC), apds a etapa de saturacdo (Controle de saturacdo - CS), apos a PVS

(Controle de vitrificacdo, -N,L).
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3.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi realizada a andlise de variancia referente a regeneracdo dos explantes de P.
glomerata ap0s o teste de gota vitrificacdo, considerando todos os fatores, nitrogénio (-
N.L, +N,L), temperatura (25°C, 0°C), tempo (20 min., 40 min., 60 min.) e suas interaces.
Conforme observado na Tabela 3.1, todas as interacdes triplas foram néo significativas
(p>0,01). Quanto as interacGes de segunda ordem, apenas nitrogénio x solucao apresentou
significancia (p<0,01). Em decorréncia disso foi necessario isolar o fator nitrogénio e
analisar os demais fatores. Cada um deles p6de ser estudado isoladamente nos niveis de

nitrogénio.

Tabela 3.1 - Anélise de Variancia dos resultados de regeneracao de explantes de P.
glomerata (Spreng.) Pedersen, considerando-se os fatores nitrogénio, temperatura da
solucdo de vitrificacdo, tempo de exposicdo a solucdo de vitrificacdo e solucdo de

vitrificagcdo, bem como suas interagdes.

Fontes de variacao Gl F Significancia
Nitrogénio 1 2275,84

Temperatura 1 0,73

Tempo 2 10,60

Solucéo 2 69,44
Nitrogénio*temperatura 1 0,50 ns
Nitrogénio*tempo 2 14,01 0,0156 ™
Nitrogénio*solucéo 2 31,86 0,0035 *
Temperatura*tempo 2 8,79 0.0344 ™
Temperatura*solucéo 2 31,86 0,3074 ™
Tempo*Solugdo 0,0370 ™
Nitrogénio*temperatura*tempo 2 3,43 0,1357 "™
Nitrogénio*temperatura*solucdo 2 0,59 ns
Nitrogénio*tempo*solucdo 4 7,63 0,0371 "™
Residuo 4

Media geral = 61,08

Coeficiente de variacao = 7,32

A analise de variancia para o fator solugdo no nitrogénio 1 apresentou diferenca
significativa, com coeficiente de variagcdo de 3.923 (Tabela 3.2). Pelo teste de Tukey as
solucBes PVS, e PVS; sdo superiores a PVS, (Tabela 3.3).
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Tabela 3.2 - Andlise de Variancia considerando o fator solucéo de vitrificacéo no

nitrogénio 1 (-N,L).

Fontes de variagao G.l F Significancia
Solucéo 2 9,61 0,002
Residuo 15

Coeficiente de variacdo = 3,92

Tabela 3.3 - Médias para o estudo do efeito de solugdo de vitrificacdo no nitrogénio 1 (-

N,L).

Solugéo Dados Medias Comparacoes
PVS, 6 100,00 A
PVS; 6 98,83 A
PVS, 6 91,16 B

Letras mailsculas iguais nas linhas ndo diferem entre si P>1%, pelo Teste de Tukey.

Pela analise de variancia considerando o fator solucdo de vitrificacdo na presenca
de nitrogénio 2 (+N,L) apresentou diferenca significativa entre as solu¢des de vitrificacdo
(Tabela 3.4). Pelo teste de Tukey com médias 44.16 para solucdo PVSs, 23.50 para solucéao
PVS, e 8.83 na solucdo PVS, (Tabela 3.5).

Tabela 3.4 - Analise de Variancia considerando o fator solucdo de vitrificacdo no
Nitrogénio 2 (+NaL).

Fontes de variacdo G.l. F Significancia
Solucéo 2 9,13 0,002
Residuo 15

Coeficiente de variacdo = 56,40

Tabela 3.5 - Médias para o estudo do efeito de de vitrificagdo no Nitrogénio 2 (+N,L).

Solugéo Dados Medias Comparagoes
PVS3 6 44,16 A
PVS, 6 23,50 AB
PVS; 6 8,83 B

Letras mailsculas iguais nas linhas néo diferem entre si P>1%, pelo Teste de Tukey.

Pela andlise de variancia considerando a regeneragdo em fungdo de nitrogénio ha
diferenga significativa (Tabela 3.6). Pelo teste de tukey com médias 91,17 para nitrogénio
1(-N,L), 8,83 para nitrogénio 2 (+N,L) (Tabela 3.7).
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Tabela 3.6 - Andlise de Variancia considerando a regeneragdo em funcéo de nitrogénio
liquido na solucdo de vitrificagdol (PVS,).

Fontes de variagéo G.l. F
Nitrogénio 1 318,91*
Residuo 10

Coeficiente de variacao = 15,97

* Significativo ao nivel de 1%.

Tabela 3.7 - Médias para o estudo do efeito de nitrogénio liquido sobre a solucéo de
vitrificagdo 1 (PVS,).

Nitrogénio Dados Medias
1 6 91,16
2 6 8,83

De acordo com a andlise de variancia considerando a regeneracdo em funcdo de
nitrogénio liquido na solucdo de vitrificacdo PVS3 houve diferenca significativa (Tabela
3.8). Segundo teste de Tukey, nitrogénio liquidol (-N,L) apresenta média de 98.83 e
nitrogénio liquido 2 (+N,L) 44.16 (Tabela 3.9).

Tabela 3.8 - Analise de Variancia considerando a regeneracdo em funcao de nitrogénio

liquido na solucdo de vitrificacdo PVSs.

Fontes de variacdo G.l. F Significancia
Nitrogénio 1 41,16 0,00008*
Residuo 10

Coeficiente de variacdo = 20,63

* Significativo ao nivel de 1%.

Tabela 3.9 - Médias para o estudo do efeito de nitrogénio liquido na solucdo de vitrificacdo

PVS;.
Nitrogénio Dados Medias
1 6 98,83
2 6 44,16

Conforme anélise de variancia considerando a regeneragdo em funcéo de nitrogénio
liquido na solucdo de vitrificagdo PVS, houve diferenca significativa (Tabela 3.10).
Segundo teste de tukey nitrogénio liquido 1 (-N,L) apresenta média de 100,00 e nitrogénio
liquido 2 (+N,L) 23,50 (Tabela 3.11).
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Tabela 3.10 - Analise de Variancia considerando a regeneracao em fungdo de nitrogénio
liquido na solucdo de vitrificagdo PVS,.

Fontes de variagao G.l F Significancia
Nitrogénio 1 348,69 0.00000~*
Residuo 10

Coeficiente de variacao = 11,49

* Significativo ao nivel de 1%.

Tabela 3.11 - Médias para o estudo do efeito de nitrogénio liquido na solucéo de
vitrificacdo PVS,.

Nitrogénio Dados Medias
1 6 100,00
2 6 23,50

A regeneracdo dos AC de P. glomerata tratados com solucéo de vitrificacdo PVS; a
25°C por 20 min. foram de 97% para os explantes ndo congelados (-N,L) e 19% para 0s
congelados (+N,L). Para PVS; a 25°C por 40 min., 90% de regeneracao para os explantes
ndo congelados (-N,L) e 0% para os congelados (+N,L). Para PVS, a 25°C por 60 min.,
89% de regeneracdo para os explantes ndo congelados (-N,L) e 5% para os congelados
(+N,L) (Tabela 3.12, Figura 3.4). Por outro lado, a regeneracdo dos explantes tratados com
PVS, a 0°C por 20 min. foram de 84% de regeneracao para os explantes ndo congelados (-
N.L) e 0% para os congelados (+N,L). Para PVS, a 0°C por 40 min, 87% de regeneracéo
para 0s explantes ndo congelados (-N,L) e 7% para os congelados (+N,L). Para PVS; a
0°C por 60 min., 100% de regeneracgdo para os explantes ndo congelados (-N,L) e 22%

para os congelados (+N,L) (Tabela 3.12, Figura 3.5).

Tabela 3.12 - Percentuais de regeneracgdo de apices caulinares de P. glomerata (Spreng.)

Pedersen tratados com solucéo de vitrificagdo PVS; a 25°C e 0°C.

Tempo de 25°C 0°C
exposic¢ao (min.) -N,L (%) +N,L (%) -N,L (%) +N,L (%)
20 97 19 84 0
40 90 0 87 7
60 89 5 100 22

-N,L Controle, sem congelamento; +N,L congelado em nitrogénio liquido.
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Resultados semelhantes foram observados ao se adotar a técnica de gota
vitrificacdo com &pices caulinares de videira. A intera¢do entre tempo de desidratacdo em
PVS, e exposicdo ao nitrogénio liquido interferiu negativamente sobre ao poder de
regeneracdo dos explantes. Maior o tempo de desidratacdo em PVS, menor a capacidade
de regeneracio dos explantes de videira (MARKOVIC et al., 2013)

Entretanto, para Galanthus elwsii (planta ornamental fura neve gigante) o tempo de
desidratacdo em PVS; (20 e 30 min) ndo comprometeu a sobrevivéncia dos explantes apos
congelamento em nitrogénio liquido (MASLANKA; PANIS; BACH, 2013).

Segundo Panis et al. (2011), o tratamento com PVS; varia consideravelmente entre
as espécies e quanto mas prolongado o tempo de exposicdo mais letal as células. Assim
sendo, os melhores tempos de exposicao as solucdes de vitrificacdo foram de 40 min. para
Musa spp. (PANIS et al., 2005), 20 min. para Rosa hybrida L. (HALMAGY1 e PINKER,
2006), 60 min para Malus domestica Borkh. (CONDELLO et al., 2011), 30 min para
Byrsonima intermedia A. Juss (SILVA et al., 2013), 20 min. para Rosa agrestis, R. canina
e R. dumalis e de 30 min. para Rosa rubiginosa (PAWLOWSKA e SZEWCZYK-
TARANEK, 2015).

Em AC de P. glomerata a combinacdo dos fatores tempo de exposicdo a PVS,,
temperatura de exposic¢do e congelamento em nitrogénio, interferiram na sobrevivéncia do
material. A solucdo de vitrificacdo PVS, contem sacarose, glicerol, etilenoglicol e DMSO,
esses compontentes causaram danos celulares aos explantes, resultando em uma baixa
regeneracdo dos AC de P. glomerata. A maior porcentagem de regeneracdo com 0 USO
dessa solucdo de vitrificacdo ocorreu na temperatura de 0°C, fato esse que esta relacionado
ao resfriamento da PVS facilitando assim a vitrificagdo. O desenvolvimento do material
apos desidratacdo em PVS, em duas temperaturas e exposi¢cdo ou ndo em nitrogénio

liquido encontra-se nas Figuras 7 e 8.
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Figura 3.4 - Percentuais de regeneracdo de AC de P. glomerata (Spreng.) Pedersen tratados com solucao de
vitrificacdo PVS, em diferentes condicBes. A - 25°C, 20 min.; B - 0°C, 20 min.; C - 25°C, 40 min.; D - 0°C,
40 min.; E - 25°C, 60 min.; F - 0°C, 60 min. Controle 1- controle de explante; 2 - controle de pré cultivo; 3 -

controle de saturacdo; 4 - sem congelar (N,L-) e 5 - congelado (N,L+).

Plantulas de P. glomerata apés o teste de gota vitrificacdo na solucdo de PVS;
seguem na Figura 3.5. Plantulas apos criopreservacdo em nitrogénio liquido na solucéo de
PVS,, a 25°C por 20 e 60 minutos e plantulas apds criopreservacdo em nitrogénio liquido

na solucdo de PVS,, a 0°C por 40 e 60 minutos encontram-se na Figura 3.6.
98



Figura 3.5 - Plantulas de P. glomerata (Spreng.) Pedersen desenvolvidas ap6s tratamento com solucéo de
vitrificagcdo PVS,. A - 25°C por 20 min.; B - 0°C por 20 min.; C - 25°C por 40 min.; D - 0°C por 40 min.; E -

25°C por 60 min.; F - 0°C por 60 min. Controles: a - controle de explante, b - controle de pré cultivo, ¢ -

controle de saturacdo, d - controle de vitrificacdo (N2L-). Foto: Daniela Oliveira. 2016.
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Figura 3.6 - Regeneragdo de explantes de P. glomerata (Spreng.) Pedersen apés tratamento em solucédo de
vitrificagdo PVS,, 25°C por 20 minutos (A), 0°C por 40 minutos (B) 25°C e por 60 minutos (C) e 0°C 60
minutos (D) seguido de congelamento em nitrogénio liquido. Foto: Daniela Oliveira. 2016.

A regeneracdo dos explantes de P. glomerata tratados com a solucao de vitrificacéo
PVS; a 25°C por 20 min. correspondem a 100% (-N,L) e 32% (+N,L). Para os explantes
submetidos a desidratacdo em PVS; a temperatura de 25°C por 40 min., 0s percentuais de
regeneracdo foram de 94% (-N,L) e 50% (+N,L). Para PVS3 a 25°C por 60 min., 99% (-
N.L) e 39% (+N,L). O processo de desidratagdo dos explantes conduzido em solucéo de
vitrificagdo PVS3 a 0°C por 20 min., 100% de regeneracdo para 0s explantes nédo
congelados (-N,L) e 22% para os congelados (+N,L). Para PVVS3 a 0°C por 40 min., 100%

de regeneracéo para os explantes ndo congelados (-N,L) e 82% para os congelados (+N,L).
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Para PVS3; a 0°C por 60 min., 100% de regeneracdo para os explantes ndo congelados (-
N.L) e 40% para os congelados (+N,L) (Tabela 3.13 e Figura 3.7).

Tabela 3.13 - Resultado Percentuais de regeneracdo de apices caulinares de P. glomerata

(Spreng.) Pedersen tratados com solugéo de vitrificacdo PVSs, 25°C e 0°C.

Tempo de 25°C 0°C
exposicao (min.) -N,L(%) +N,L (%) -N,L (%) +N,L(%)
20 100 32 100 22
40 94 50 100 82
60 99 39 100 40

-N,L Controle, sem congelamento; +N,L congelado em nitrogénio liquido.

Comparando-se o efeito do tratamento com PVS; e PVS; sobre a regeneragdo dos
explantes de P. glomerata tem-se que a solugdo de vitrificacdo PVS; foi mais favoravel aos
explantes congelados e ndo congelados. Para o material submetido ao congelamento em
nitrogénio liquido, o melhor tratamento foi obtido ao se desidratar os explantes a
temperatura de 0°C por 40min., que resultou em um percentual de regeneragdo de 82%.
Esse tratamento mostrou-se bastante promissor para futuras acGes de conservagdo em
longo prazo de germoplasma de P. glomerata. Nota-se que na solu¢éo de vitrificacdo PVS3
as maiores taxas de regeneracdo dos AC ocorreu no tempo de 40 min., apos esse tempo a
taxa de regeneracdo foi inferior, pode-se inferir que a solucdo crioprotetora tenha sido
toxica a nivel celular no tempo maior de exposicao a essa solucéo.

Resultados positivos foram obtidos com explantes de porta enxerto de cereja
(Prunus cerasus X Prunus canescens) desidratados em PVS3por 60 min. A sobrevivéncia
dos explantes foi de 95% e a regeneragdo apds congelamento foi de 40% (RUZIC;
VUJOVIC; CEROVIC, 2013).

Com explantes de P. glomerata ndo se considerou apenas a sobrevivéncia, mas sim
o desenvolvimento de plantulas normais apds desidratacdo em PVS3; em duas temperaturas

e exposicdo ou ndo em nitrogénio liquido, conforme demonstrado nas Figuras 3.8 e 3.9.
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Figura 3.7 - Porcentagem de regeneracdo de apices P. glomerata no experimento de gota vitrificacdo. A -
PVS3, 25°C, 20 min.; B - PVS;, 0°C, 20 min.; C - PVS;, 25°C, 40 min.; D - PVSs;, 0°C, 40 min.; E - PVS;,

25°C, 60 min.; F - PVSs;, 0°C, 60 min. Controle 1- controle de explante; 2 - controle de pré cultivo; 3 -

controle de saturacdo; 4 - sem congelar (N,L-) e 5 - congelado (N,L+).
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Figura 3.8 - Plantulas de P. glomerata ap6s 0 experimentos de gota vitrificagdo. A - PVS;, 25°C por 20
minutos; B - PVS3, 0°C por 20 minutos; C - PVSs;, 25°C por 40 minutos; D - PVS;, 0°C por 40 minutos; E -

PVS;, 25°C por 60 minutos; F - PVS3, 0°C por 60 minutos. Com seus respectivos controles: a - controle de

explante, b - controle de pré cultivo, ¢ - controle de saturacéo, d - controle de vitrificagdo (N2L-). Foto:
Daniela Oliveira. 2016.
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Figura 3.9 - Plantulas de P. glomerata ap6s o congelamento. A - PVS;, 25°C por 20 minutos; B - PVS;, 0°C
por 20 minutos; C - PVS;, 25°C por 40 minutos; D - PVSs;, 0°C por 40 minutos; E - PVSs;, 25°C por 60
minutos; F - PVS;, 0°C por 60 minutos. Foto: Daniela Oliveira. 2016.
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A regeneracdo dos explantes de P. glomerata desidratados em solucdo de
vitrificacdo PVS,; a 25°C por 20 min. corresponde a 100% (-NoL) e 12% (+N,L).
Mantendo-se a temperatura de 25°C por 40 min., a regeneracao foi de 100% (-N,L) e 30%
(+N2L). Alterando-se o tempo de desidratacdo dos explantes para 60 min. a 25°C, a
regeneracdo foi de 100% (-N,L) e 32% para os congelados (+N,L). Ao se desidratar 0s
explantes com a solu¢do PVS, a temperatura de 0°C por 20 min., 0s percentuais de
regeneracdo foram de 100% (-N,L) e 10% (+N,L). Com o tempo de desidratacdo de 40
min., foram obtidos 100% de regeneracdo de explantes ndo congelados e 32% para 0S
congelados. A desidratacdo por 60 min. resultou em 100% de regeneracéo (-N,L) e 25% de
regeneracdo (+N,L) (Tabela 3.14 e Figura 3.10).

Com explantes de P. glomerata ndo se considerou apenas a sobrevivéncia, mas sim
o0 desenvolvimento de plantulas normais apos desidratacdo em PVS, em duas temperaturas

e exposi¢cdo ou ndo em nitrogénio liquido, conforme demonstrado nas Figuras 3.11 e 3.12.

Tabela 3.14 - Percentuais de regeneracdo de apices caulinares de P. glomerata (Spreng.)

Pedersen tratados com solucdo de vitrificacdo PVS,, 25°C e 0°C.

Tempo de 25°C 0°C
exposic¢ao (min.) -N,L (%) +N,L (%) -N,L (%) +N,L (%)
20 100 12 100 10
40 100 30 100 32
60 100 32 100 25

-N,L Controle, sem congelamento; +N,L congelado em nitrogénio liquido.

A solucdo de vitrificacdo PVS, composta por 35% de glicerol, 20% de etilenoglicol
e 0,6 M de sacarose, possivelmente, ndo eficiente para desidratar os AC de P. glomerata e
consequentemente deter os provaveis danos ou injdrias extra e intracelular durante o
congelamento. O sucesso da criopreservacdo depende de uma combinacdo de fatores, em
que a gua assume papel preponderante. Esses fatores ao interagirem impedem a formagéo
de cristais de gelo no interior dos tecidos, mudancas na estrutura celular, deterioracdo do
plasmalema e alteragdes enziméaticas (ENGELMANN, 2011; NIINO; ARIZAGA, 2015;
RAHMAH et al, 2015). De acordo com observacdes feitas MAZUR (1984) e
SURANTHRAN et al. (2012), quando o tempo de imersdo em solugéo de vitrificagdo ndo
é suficiente para promover a remocdo da agua livre, células podem sofrer danos
irreversiveis nas membranas devido aos efeitos da cristalizacdo quando expostas ao

nitrogénio liquido. Os baixos percentuais de regeneragdo dos explantes de P. glomerata
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tratados com PVS,, seguindo-se com congelamento em nitrogénio liquido, é provavel que
ajustes nas concentracgdes dos crioprotetores devem ser feitos.

Os crioprotetores como DMSO (dimetilsuféxido) e mesmo o etilenoglicol podem
ser toxicos as células, resultado em morte celular, especialmente se a imersao ocorrer em
temperaturas superiores a 0°C ou se o periodo de exposicdo for muito prolongado (NIIO;
ARIZAGA, 2015; PANIS; PIETTE; SWENNEN, 2005; FULLER, 2004). No teste de gota
vitrificacdo utilizando-se a solugdo de vitrificacdo PVS,, que possui em sua formulacéo
15% de DMSO, desidratar AC de P. glomerata, foram obtidos baixos percentuais de
regeneracdo dos explantes. N&o houve regeneracdo para a combinacgdo de tratamentos 20
min. a 0°C e 40 min. a 25°C ap6s exposi¢cdo ao nitrogénio liquido. Em contraste, houve
regeneracdo de 19% e 22%, nos tratamentos de 20 min. a 25°C e 60 min. a 0°C,

respectivamente.
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Figura 3.10 - Percentuais de regeneracdo de AC de P. glomerata (Spreng.) Pedersen tratados com solucdo de
vitrificacdo PVS, em diferentes condicfes: A - 25°C, 20 min.; B - 0°C, 20 min.; C - 25°C, 40 min.; D - 0°C,

40 min.; E - 25°C, 60 min.; F - 0°C, 60 min. Controle 1- controle de explante; 2 - controle de pré cultivo; 3 -

controle de saturacdo; 4 - sem congelar (N,L-) e 5 - congelado (N,L+).
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Figura 3.11 - Plantulas de P. glomerata (Spreng.) Pedersen desenvolvidas apés tratamento com solucédo de
vitrificacdo PVS,. A - 25°C por 20 min.; B - 0°C por 20 min.; C - 25°C por 40 min.; D - 0°C por 40 min.; E -

25°C por 60 min.; F - 0°C por 60 min. Com seus respectivos controles: a - controle de explante, b - controle

de pré cultivo, ¢ - controle de saturacdo, d - controle de vitrificagdo (N,L-). Foto: Daniela Oliveira. 2016.
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Figura 3.12 - Regeneracédo de explantes de P. glomerata (Spreng.) Pedersen apos tratamento em solucédo de
vitrificacdo PVS, e congelamento em nitrogénio liquido. A - PVS,, 25°C por 20 minutos; B - PVS,, 0°C por
20 minutos; C - PVS,, 25°C por 40 minuto; D - PVS,, 0°C por 40 minutos; E - PVS,, 25°C por 60 minuto; F -

PVS,, 0°C por 60 minuto. Foto: Daniela Oliveira. 2016.
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Segundo Panis et al. (2011), o tratamento com PVS; varia consideravelmente entre
as espécies e quanto mas prolongado o tempo de exposicdo mais letal as células. Assim
sendo, os melhores tempos de exposicao as solucdes de vitrificacdo foram de 40 min. para
Musa spp. (PANIS et al., 2005), 20 min. para Rosa hybrida L. (HALMAGY1 e PINKER,
2006), 60 min para Malus domestica Borkh. (CONDELLO et al., 2011), 30 min para
Byrsonima intermedia A. Juss (SILVA et al., 2013), 20 min. para Rosa agrestis, R. canina
e R. dumalis e de 30 min. para Rosa rubiginosa (PAWLOWSKA e SZEWCZYK-
TARANEK, 2015).

Ao se utilizar a solugcdo de vitrificagdo PVS, em AC de P. glomerata pode ter
ocorrido uma desidratagdo excessiva as células, resultando na baixa porcentagem de
retomada de crescimento observada nos explantes imersos em NL.

Barraco et al. (2011) observaram que a brotacdo de duas cultivares de cana de
acucar (H70-144 do Havai, E CP68-1026 dos Estados Unidos) apresentaram valores
relativamente altos de tolerancia as solucgdes de vitrificacdo PVS, e PVS; por periodos de
exposicao de 20 e 40 min., com uma média de 70% de sobrevivéncias. Nos experimentos
realizados com a PVS,, a regeneracdo dos explantes imersos em nitrogénio liquido foi
baixa com o valor minimo de 10% e o maximo de 32%.

Panis et al., (2005) verificaram um aumento de regeneracao de 42% para 0s apices
caulinares de banana de quatro grupos gendmicos criopreservados adotando-se a técnica de
gota vitrificacdo em comparacdo ao método de vitrificacdo tradicional anteriormente

utilizado.

3.4.CONCLUSOES
Os testes de gota vitrificagdo realizados para a espécie Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen permitiram identificar as condigdes mais promissoras para a conservacao de seu
germoplasma: desidratacdo em solucdo de vitrificagdo PVVS3, com tempo e temperatura de

exposicao a solucdo de 40 min e 0°C, respectivamente.
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CONCLUSOES E RECOMENDACOES

CONCLUSOES GERAIS

Dentre os métodos utilizados para a criopreservacdo de apices caulinares de P.
glomerata, vitrificagdo e gota vitrificagdo, o método mais eficiente, com maiores
percentuais de regeneracdo dos AC, é o método de gota vitrificacdo adotando-se o tempo
de 40 minutos de exposic¢do do explante a solucdo crioprotetora PVS3; na temperatura de
0°C.

Os métodos de descontaminacdo e introducdo in vitro de Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen foram eficientes. Para maior porcentagem de regeneracdo de explantes
de P. glomerata o mais indicado é a combinacao de hipoclorito de sodio, detergente Tween

juntamente com o antibidtico estreptomicina.
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os trabalhos realizados nessa tese para a criopreservacdo de Pfaffia glomerata
foram promissores, com altas taxas de sobrevivéncia dos apices caulinares com o0 uso da
técnica de gota vitrificagdo. Para um melhor aprimoramento dessa metodologia para a
conservacdo do germoplasma de P. glomerata sugere-se fazer ajustes na solucdo de
criopreservacao PVS3 bem como no tempo de exposicao dos explantes a essa solucao.

Realizar trabalhos complementares de acompanhamento das plantulas
criopreservadas até o plantio e estabelecimento em campo experimental de plantulas

criopreservadas de Pfaffia glomerata.
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