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Estudos biotecnoldgicos para a
produgdo e conservagdo in vitro de
Guiné (Petiveria alliacea L.) vém
sendo realizados no Nucleo de
Biotecnologia Vegetal da UERJ
(IBRAG). Esta planta vem sendo
obtida por extrativismo  para
utilizagdo na medicina popular.
Origindria da Floresta Amazénica,
distribui-se em regibes tropicais das
Américas e Africa. Técnicas de cultura
de tecidos sdo indicadas para a
produgdo e conservag¢do de plantas
medicinais ndo  cultivadas  por
métodos convencionais. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a
sobrevivéncia e a recupera¢do de
embribes somdticos criopreservados
em NL, apds o tratamento com
sacarose (0,3-0,5-0,7M), seguido por
crioprotecdo com solugéo de PVS2 (0,
15, 30, 45 ou 60 min). Apds o
descongelamento rapido, a
sobrevivéncia  foi determinada
através do teste colorimétrico de TTC
e a recupera¢go dos embrides
somdticos foi determinada pela
multiplicagcdo, apds 90 dias de cultivo
em condicbes padrdo de cultura. O
pré-tratamento com sacarose causou
uma desidratagdo proporcional as
concentracgdes testadas, e ndo afetou
a sobrevivéncia. O tratamento com
PVS2, por 15 minutos, propiciou uma
taxa de 100% de sobrevivéncia.

medicinal,
embrioes
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1. Introducgido

Este trabalho representa uma etapa do projeto “Cultura
de tecidos, criopreservacdo e avaliacdo de efeitos
bioldgicos de extratos de plantas in vitro e ex vitro de
Petiveria alliacea L.”, apoiado pelo CETREINA com uma
bolsa de Estdgio Interno Complementar, e desenvolvido,
desde 2007, no Nucleo de Biotecnologia Vegetal da UERJ
(Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes). O projeto
visa ao estabelecimento de estratégias biotecnoldgicas de
producdo, conservacdao e monitoramento da qualidade de
materiais vegetais de interesse medicinal para fins de
conservacdao de germoplasma e estudos fitoquimicos e
toxicoldgicos. Seu desenvolvimento ja possibilitou o
treinamento e capacita¢do de varios alunos graduandos de
Ciéncias Bioldgicas, para o trabalho em laboratérios de
cultura de tecidos vegetais e para o uso da biotecnologia
na producdo e conservacao de germoplasma. O projeto
também vém sendo utilizado, desde 2012, como base para
a introducdo de conceitos e aplicacdes da Biotecnologia
Vegetal no ensino médio de escolas publicas do Rio de
Janeiro, através de projeto de extensdo “Producdo e
conservacao in vitro de plantas medicinais” cadastrado na
UERJ. Além disso, este trabalho estd incluido em um
projeto de cooperacdo internacional do Programa de Pds-
Graduagdo em Biologia Vegetal (UERJ), com o “Institut de
Recherche pour le Developpement” (Franga), iniciado em
2013, visando o intercdmbio de alunos e pesquisadores
para treinamento em protocolos de criopreservacdo a
serem aplicados em espécies nativas.

A espécie vegetal estudada (Petiveria alliacea L.)
pertence a familia Phytolaccacea, sendo conhecida no Rio
de Janeiro, como Guiné, e seus efeitos bioldgicos
terapéuticos justificam a utilizacdo popular, como
analgésico e anti-inflamatério. Entretanto, a planta possui
também efeitos citotoxicos demonstrados por importante
atividade antineopldsica (RUFFA et al., 2002), além de
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efeitos neurotdxicos, como convulsdes graduais, seguidas por apatia e paralisia que podem levar a
morte (CAMARGO, 2007). Os efeitos neuroldgicos sdo conhecidos desde o periodo colonial, quando
0s escravos misturavam as raizes pulverizadas ao alimento dos senhores em retaliacdo aos castigos
recebidos (LORENZI e MATOS, 2002). Portanto, a erva é usada até hoje, em rituais afro-brasileiros
com objetivo de “acalmar as bruxas” (CAMARGO, 2007). O projeto vem sendo desenvolvido através
de diferentes etapas metodoldgicas, com o estabelecimento da cultura de tecidos (CASTELLAR et al
2011; CANTELMO et al., 2013), além da caracterizacdo taxonOmica (SOARES et al. 2013), da
avaliacdo fitoquimica (CASTELLAR et al., 2013) e genotodxica (SOARES et al., 2014) de plantas de
campo e plantas produzidas in vitro. A criopreservacdo vem sendo estudada na etapa
correspondente a este trabalho, visando a conserva¢do em longo prazo do material obtido
biotecnologicamente.

A obtencdo de material botanico por extrativismo, para utilizacdo medicinal, € uma das causas de
erosdo genética, justificando a produgdo e a conservagdo in vitro de espécies medicinais, como P.
alliacea, estudada neste trabalho. Nas etapas anteriores, a cultura de tecidos foi estabelecida,
através de multiplicacdo de meristemas pré-existentes (CASTELLAR et al., 2011) e embriogénese
somatica (CANTELMO et al., 2013), que possibilitaram a micropropagacdo, com a producdo de
clones in vitro. Entretanto, em funcdo da possibilidade de ocorrerem alteracdes nas plantas
mantidas em condi¢Bes de cultura de tecidos (SCOWCROFT, 1984), este método ndo é indicado para
a conservacao por longos periodos de tempo. Por outro lado, a literatura mostra que plantas
medicinais conservadas em nitrogénio liquido retém o potencial regenerativo e biossintético por
tempo indeterminado (AHUJA et al., 2002; TRIPATHI e TRIPHATI, 2003; DIXTI-SHARMA et al., 2005).

Durante o desenvolvimento do projeto, os resultados preliminares demonstraram a viabilidade
de um protocolo de criopreservacgdo através da vitrificacdo protetora dos embrides somaticos, apds
a desidratagdo com sacarose e tratamento com solugdo PVS2 (PETTINELLI et al., 2012). A alta
viscosidade dos componentes desta solugdo promove a formacdo de um sélido amorfo (vitreo) nas
células dos tecidos vegetais usados como explantes, impedindo a formacdo de cristais de gelo
(SAKAI et al., 1990). O objetivo desta etapa foi avaliar a sobrevivéncia e a recuperacdo de embriGes
somaticos pré-tratados com sacarose e PVS2, apds a criopreservacao em nitrogénio liquido.

2. Metodologia

EmbriGes somaticos oriundos de explantes foliares cultivados em meio MS (MURASHIGE E
SKOOG, 1962) suplementado com Picloram (5mg/l) (CANTELMO et al., 2013), foram isolados e
tratados com diferentes concentragbes de sacarose (0,3-0,5-0,7M). Em seguida, esse material foi
imerso em solugdo crioprotetora PVS2 (sacarose 0,4M, glicerol 30%, etileno glicol 15% e DMSO 15%)
(SAKAI et al., 1990), assim permanecendo por diferentes periodos de tempo (0, 15, 30, 45 ou 60
minutos) e, a seguir imerso em nitrogénio liquido por 24h. A avaliacdo do teor hidrico foi feita
através da relacdo entre peso fresco e seco, apds cada pré-tratamento. A sobrevivéncia foi avaliada
pelo teste colorimétrico do TTC (MIKULA et al., 2006) e a recuperacao foi determinada pela
capacidade de multiplicagdo embriogénica, apds 90 dias de cultura em camara de crescimento
(30°C£2°C, sob intensidade luminosa de 46 uM m~?s™ e fotoperiodo de 16h).

3. Resultados

O pré-tratamento com sacarose causou uma desidratacdo proporcional as concentrac¢des
testadas, e, com base no teste do TTC, ndo afetou a sobrevivéncia logo apds o descongelamento,
gue se manteve em 100% independentemente do teor hidrico obtido (Tabela 1). Na avaliagdo da
influéncia do tempo de exposi¢ao ao PVS2, a exposi¢ao por 15 minutos, propiciou uma taxa de 100%
de recuperacdo, dos embriGes somaticos tratados (Grafico 1). Embrides expostos por tempos
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maiores ndo sobreviveram aos tratamentos, provavelmente devido a toxidez do DMSO, presente na
composicao do PVS2.

Tabela 1. Efeito da pré-cultura com diferentes concentracGes de sacarose no teor hidrico de
embrides somaticos de Petiveria alliacea

Concentragdo de Teor hidrico Sobrevivéncia pelo
Sacarose (M) (%) TTC (%)
0 98,7+3,4 100
0,3 82,6+6,9 100
0,5 76,075 100
0,7 71,6+9,8 100

Grafico 1. Recuperacdo de embriGes somaticos de Petiveria alliacea tratados com sacarose e
PVS2, aos 90 dias de cultivo apds a criopreservacao
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Figura 1. Embrides somaticos (ES) de Petiveria alliacea. A - ES oriundos de folhas mantidas em PIC
(5mg/ml), apds 60 dias. B - ES desidratados por 24 h em sacarose 0,5M e tratados com PVS2 por
15 min. C - ES desidratados como em (B) e imersos em nitrogénio liquido por 24 h. Barra = 1cm.

4. Conclusoes

Na técnica de vitrificacdo, a combinacdo de 0,5M de sacarose com o tempo de exposicdao de 15
minutos ao PVS2 forneceu a maior taxa de recuperacdo (100%) de embrides somaticos, apds a
retirada do NL. Assim, o protocolo desenvolvido pode ser indicado para a conservacao em longo
prazo dos recursos genéticos de Petiveria alliacea L.
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