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PRE-CULTIVO,~PRE-TRATAME1~\ITO E CONGELAMENTO LENTO NA
CRIOPRESERVACAO DE SUSPENSOES CELULARES DE Byrsonima intermedia
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DAIANE PEIXOTO VARGAS*, BRENO REGIS SANTOS’, BART PANIS®

RESUMO

A espécie Byrsonima intermedia, conhecida popularmente como murici-pequeno, é amplamente
utilizada como alimento e devido as suas propriedades medicinais. Objetivou-se com o presente estudo
observar o efeito do crioprotetor DMSO (7,5%) como pré-tratamento, sacarose (0,4M) como pré-
cultivo e a técnica de congelamento lento na criopreservacao de suspensdes celulares de B. intermedia.
Suspensdes celulares de coloragdo amarela foram submetidas a pré-cultivo em sacarose (0,4M) por
trés dias. Pré-tratamento com DMSO a 7,5% (v/v) e 0,5M de sacarose foi adicionado. Para o
congelamento lento, quando a temperatura atingiu -40°C, os criotubos foram imersos em nitrogénio
liquido (-196°C) para armazenamento. Apds trés a quatro semanas, o crescimento celular foi avaliado.
A maioria das células tornou-se completamente branca apds a criopreservacdo. Todas as células
estavam aparentemente sem algum sinal de vida. Suspensdes celulares de B. intermedia apresentaram
coloragdo branca e ndo sobreviveram a criopreservagao.

Palavras-chaves: Temperatura ultra-baixa, DMSO, Sacarose, Cultura de tecidos
INTRODUCAO

A medicina popular relacionada a Byrsonima intermedia relata que esta planta € conhecida
por apresentar atividade antiulcera e de cicatrizacdo. Uma por¢do aquosa obtida a partir de folhas desta
espécie foi eficaz na redugcdo de uma lesdao ulcerativa e também apresentou acdo eficaz na cura da
doenga géstrica cronica (SANTOS et al., 2009).

A criopreservagdo é uma ferramenta fundamental ndo sé para a conservagdo dos recursos
genéticos, mas também para armazenamento de tecidos vegetais especificos que apresentam
propriedades medicinais, exigindo um minimo de espaco e de manutencdo (JOSHI & TENG, 2000;
URBANOVA et al., 2006; XUE et al., 2008, LAMBERT et al., 2009; LU et al., 2009; POPOVA et al.,
2009).

Para que as células e tecidos vegetais sejam criopreservados com sucesso ¢ fundamental
otimizar cada etapa do procedimento experimental (URBANOVA et al., 2006) e compreender os
principios bdasicos da criobiologia (DAY et al., 2008). Esse sucesso pode ser caracterizado pela alta
taxa de sobrevivéncia, manutencdo das competéncias fisioldgicas, capacidade de biossintese e
estabilidade genética (URBANOVA et al., 2006).

Para evitar a formacgdo de gelo intracelular, o qual causa danos irreversiveis as membranas
celulares destruindo sua semi-permeabilidade, muitos procedimentos estdo disponiveis. Um deles é o
resfriamento a uma taxa controlada que requer o controle da formacao de gelo extracelular quando os
cristais de gelo sdo iniciados (HELLIOT et al., 2003; PANIS & LAMBARDI, 2005; DAY et al., 2008;
GONZALEZ-ARNAO et al., 2008). Outro procedimento usado para aumentar a tolerncia de
explantes a desidratacdo e posterior congelamento em nitrogénio liquido € a fase de pré-cultivo. A
sacarose € freqlientemente adicionada ao meio de cultura para esta finalidade (DANSO & FORD-
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LLOYD, 2004; WANG et al., 2004; WINKELMANN et al., 2004; VERLEYSEN et al., 2005a, b;
WANG et al., 2005) devido aos seus efeitos sobre o teor de 4gua das células e seus possiveis efeitos na
protecdo de proteinas e membranas (PANIS et al., 2006). O crioprotetor penetrante DMSO é um dos
mais utilizados no pré-tratamento, por causa de sua penetracio celular extremamente rdpida (PANIS &
LAMBARDI, 2005).

Objetivou-se com o presente trabalho verificar o efeito do crioprotetor DMSO (7,5%) como
pré-tratamento, sacarose (0,4M) como pré-cultivo e a técnica de congelamento lento na
criopreservagdo de suspensdes celulares de Byrsonima intermedia.

MATERIAL E METODOS

Criopreservacdo foi realizada de acordo com as técnicas desenvolvidas e usadas como rotina
na criopreservacdo de bananeira no Laboratory of Tropical Crop Improvement da Katholieke
Universiteit Leuven (KULeuven), Bélgica (PANIS et al., 2009).

O material vegetal utilizado foram suspensdes celulares de coloracdo amarela, oriundas de
folhas de Byrsonima intermedia, com 7-10 dias apds o ultimo subcultivo e mantidas no escuro a
25+2°C. O meio de manutengdo (meio M) das suspensOes celulares foi o meio de cultura MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado com 0,09M de sacarose e 2,26uM de 2,4-D x
4,65uM de cinetina.

Para aumentar a tolerancia das suspensdes celulares ao congelamento, a fase de pré-cultivo
foi incluida utilizando-se sacarose (0,4M) por trés dias.

Sedimentagdo das células foi realizada em tubos de centrifugagcdo graduados e o meio antigo
removido. Novo meio de cultura M liquido com 0,5 M de sacarose foi adicionado até o volume final
de células sedimentadas (SCV) de 30% (v/v) ser atingido. O mesmo volume de meio M + 0,5M de
sacarose esterelizado contendo 15% (v/v) de dimetilsulféxido (DMSO) foi gradualmente transferido
para a suspensdo celular concentrada por um periodo de uma hora a temperatura ambiente. Desta
forma, a solugdo crioprotetora final continha 7,5% (v/v) de DMSO e 0,5M de sacarose. A toxicidade
do crioprotetor DMSO (7,5% v/v) foi também observada no tratamento ndao submetido a
criopreservagao.

Para o congelamento lento, criotubos contendo 2 mL de suspensdes celulares crioprotegidas
foram transferidos para um container de congelamento (Nalgene™ cryo 1°C - “Mr Frosty”). O
container foi entdo transferido para o ultra-freezer (-80°C) que permitiu um congelamento a uma taxa
de aproximadamente 1°C min"'. Quando a temperatura atingiu -40°C, os criotubos foram imersos em
nitrogénio liquido (-196°C) para armazenamento.

Apds pelo menos 30 minutos de armazenamento, os criotubos foram rapidamente
descongelados em um béquer completo com dgua destilada autoclavada a 40°C por aproximadamente
1,5 a 2 minutos, até que quase todo gelo estivesse derretido. Células descongeladas foram plaqueadas
em meio de cultura semi-s6lido (M ou MS com 3% de sacarose e livre de regulador de crescimento)
em placas de Petri de 90 mm. Apds a criopreservagdo, durante a primeira semana de cultivo, placas de
Petri com papel filtro foram mantidas no escuro. Posteriormente, o material foi transferido para luz
onde permaneceram por trés a quatro semanas. Re-crescimento foi avaliado de acordo com sua
capacidade de formacdo de calos (0, 25, 50, 75 e 100%).

O experimento foi conduzido com 5 repeti¢cOes por tratamento e os valores avaliados pelos
valores médios do erro padrdo da média (S.E.M.). Os dados foram analisados usando o software
Sisvar® (FERREIRA, 2000) e a significincia estatistica realizada pela ANOVA. Valores P menores
que 0,01 foram considerados significantes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito do pré-tratamento em DMSO (7,5%) por um periodo de uma hora em suspensdes
celulares de B. intermedia pode ser obervado na Figura 1 (b,c). Células ndo submetidas a
criopreservagdo, mas tratadas com DMSO praticamente ndo sobreviveram a esse tratamento (Figura
1b).
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Figura 1 — Tratamento controle utilizando-se a técnica de congelamento lento em suspensdes celulares
de Byrsonima intermedia ap6s 3-4 semanas de cultivo. (a) sem DMSO antes da criopreservacio; (b)
com DMSO antes da criopreservacio; (c) com DMSO ap6s criopreservacio. Barras = Smm.

O efeito do pré-cultivo com sacarose (0,4 M) por 3 dias em suspensdes celulares de B
intermedia é mostrado na Figura 2. O pré-cultivo com sacarose provou ser toxico mesmo antes do
tratamento com DMSO e subsequente criopreservagdo (Figura 2). Todas as células se tornaram
completamente brancas, sem algum sinal aparente de vida.

Figura 2 - Suspensdes celulares de Byrsonima intermedia submetidas ao congelamento lento com pré-
cultivo com sacarose (0,4M) por 3 dias e apds 3-4 semanas de tratamento. (a) sem DMSO antes da
criopreservacdo; (b) com DMSO antes da criopreservacdo; (c) com DMSO apds criopreservacao.
Barras = Smm.

Mathur et al. (2003) relatam que culturas embriogénicas de Pinus roxburghii submetidas ao
congelamento lento e/ou criopreservagdo sem qualquer pré-tratamento com crioprotetores ndo
apresentaram qualquer re-crescimento. Isto enfatiza a necessidade de proteger os tecidos com
crioprotetores antes destes serem expostos a criopreservacdo. Esses autores também mostraram que a
etapa de congelamento lento antes de imergir a cultura em nitrogénio liquido foi essencial para estas
células.

Crioprote¢do de calos embriogénicos de laranjeira Salustiana sweet com 10% (v/v) de
DMSO, resfriamento por congelamento lento (0,1 a 0,5°C min") e descongelamento rapido foi
adequado para recuperar o crescimento das culturas (PEREZ et al., 1997).

Winkelmann et al. (2004) relataram que suspensdes celulares de Cyclamen persicum
cultivadas continuamente em meio padrdo contendo 0,09 M de sacarose, ndo recuperaram seu
crescimento apds a criopreservacdo, mesmo apds pré-tratamento com DMSO por uma hora. A
combinacdo de pré-cultivo com agtcar (0,6 M) por 2 a 4 dias, seguido por pré-tratamento com DMSO
(10%) por uma hora foi essencial para a sobrevivéncia das suspensdes celulares desta espécie quando
submetidas a criopreservagao.

CONCLUSAO

Suspensoes celulares de Byrsonima intermedia ndo sobrevivem a criopreservagdo apos pré-
tratamento com DMSO (7,5%), pré-cultivo com sacarose (0,4M) e utilizando-se a técnica de
congelamento lento.
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