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PRE-TRATAMENTO PARA ESTABELECIMENTO IN VITRO DE
FRAGMENTOS FOLIARES DE Cissus verticillata (L) Nicolson & C.E.Jarvis
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RESUMO: A espécie Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis, conhecida como insulina
vegetal, € uma trepadeira perene e vigorosa. Nativa da regido Amazdnica é muito cultivada para
fins ornamentais e medicinais. No Norte do pais é empregada para tratamento de algumas
doencgas cardiacas e vem sendo utilizada no tratamento de diabetes mellitus. Este trabalho teve
como objetivo avaliar diferentes tratamentos de desinfestacdo de explantes foliares de C.
verticillata para o seu estabelecimento in vitro. LAminas foliares foram seccionadas em segmentos
com éarea aproximada de 1cm? e imersos em &lcool 70% (v/v) por 1 minuto. Os explantes foram
divididos em oito grupos, os quais foram imersos nas solucdes: hipoclorito de sédio a 0,50; 1,0; 1,5
e 2,0%, durante 30 minutos, e solugdes de hipoclorito de calcio a 1,25; 2,5; 5,0 e 10,0% também
durante 30 minutos. Os explantes foram inoculados em frascos cilindricos com capacidade de 200
mL, contendo 30 mL de meio de cultivo MS sem reguladores de crescimento, acrescido de 3,0%
de sacarose e gelificado com 0,8% de agar. Em termos gerais, 0 hipoclorito de célcio foi mais
eficiente que o hipoclorito de sédio. Os melhores tratamentos desinfestantes foram 5,0 e 10,0% de
hipoclorito de célcio, os quais resultaram em 95 e 100% de desinfesta¢cdo, respectivamente, mas
ndo diferiram significativamente entre si. Porém, observou-se alto nivel de necrose no tratamento
com hipoclorito de célcio a 10,0%. Assim, a solu¢édo desinfestante mais indicada para folhas de C.
verticillata foi o hipoclorito de calcio a 5,0%.

PALAVRAS-CHAVE: Cultura de tecidos vegetais. Desinfestac¢éo. Hipoclorito de célcio. Hipoclorito
de sddio. Cissus verticillata (insulina vegetal).

ABSTRACT: Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis) is an Amazonian bush creeper
perennial and strong, and it is often cultivated as medicinal and ornamental plant. In Northern
Brazil is used in the treatment of some heart diseases and has lately been used in diabetes
mellitus disease. This work had as objective to evaluate different treatments of surface sterilization
of C. veticillata leaf explants aiming at its in vitro stablishment. Leaves were cut into 1 cm?
fragments, which were immersed in alcohol 70% (v/v) for 1 minute. Then, the explants were divided
in eight groups, which were immersed in different solutions: sodium hypochlorite at 0.5, 1.0, 1.5
and 2.0% and calcium hypochlorite at 1.25, 2.5, 5.0 and 10.0% during 30 minutes. These explants
were inoculated in 200 mL cylindrical bottles containing 30 mL of MS medium without growth
regulators, supplemented with 3.0% sucrose and 0.8% agar. In general terms, calcium hypochlorite
was more efficient than sodium hypochlorite. The best disinfectant treatments were 5.0 and 10.0%
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calcium hypochlorite, which resulted in 95 and 100% of disinfestation, respectively, but did not
differ significantly from each other. However, it was observed high level of necrosis in the treatment
with 10.0% calcium hypochlorite. Thus, the indicated disinfectant solution to C. verticillata leaves
was 5.0% calcium hypochlorite.

KEY WORDS: Plant tissue culture. Disinfestation. Calcium hypochlorite. Sodium hypochlorite.

1. INTRODUCAO

A espécie Cissus verticillata (L.) Nicolson&C.E.Jarvis, pertence a familia
Vitaceae, é uma trepadeira, conhecida como insulina vegetal ou cip6-puca. E uma
planta nativa da regido Amazodnica onde € muito cultivada em jardins e hortas
domésticas para fins ornamentais e medicinais (LORENZI & MATOS, 2008) e é
empregada como antiepiléptica e um alcaldide foi identificado como responsavel por
esse efeito. Recentemente foi detectada atividade fungitoxica em extratos de folhas
da planta (SILVA et al., 2007).

De suas folhas é feito o cha usado no tratamento de doencas do coracao,
taquicardia, hidropsia, tremores e para baixar a pressao arterial (OLIVEIRA, 2006).
O ch& das partes aéreas de C. verticillata € utilizado como antiinflamatério,
antitérmico e antirreumatico e vem sendo utilizada no tratamento de diabetes
mellitus. Entretanto, estudos farmacologicos ainda ndo confirmaram o efeito
antidiabético do chad da planta e nenhum principio ativo foi identificado como
responsavel por esse efeito (SILVA et al., 2007). Do extrato etandlico das folhas e do
caule foi determinado atividade antimicrobiana sobre o Bacillus subtilis (DORO et al.,
1997).

Cultura de células e tecidos vegetais vem sendo utilizadas como opcdes ao
uso da planta integra para o estudo e a producdo de diversos metabdlitos
secundarios. Moléculas liberadas de microorganismos ou da prépria planta, ou
ainda, substancias de natureza abiotica, todas conhecidas como eliciadores, séo
utilizadas para induzir rotas de biossintese de metabdlitos secundarios em
suspensdes celulares, visando elucidar sua composicdo, distribuicdo e acumulo
(OLIVEIRA et al., 2009). Atualmente a suspenséao celular €, também, empregada
em trabalhos com biorreatores visando a producdo de metabdlitos secundarios ou
material clonal em escala comercial (CID, 1998).

A maior dificuldade para o estabelecimento in vitro estd em se obter material

descontaminado sem causar prejuizo aos tecidos. E como os explantes geralmente
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sao retirados de plantas mantidas em casa de vegetagdo ou do campo, O
estabelecimento in vitro € muito importante que se encontre um meétodo eficiente de
desinfestacdo tanto da planta matriz quanto do explante. Dessa forma, para cada
caso, o tipo de substancia usada na desinfestacdo bem como a concentracdo e o
tempo de exposicdo ao agente desinfestante devem ser anteriormente testados, de
forma a melhor adequéa-los a espécie em estudo, levando em consideracdo a
sensibilidade do tecido a ser descontaminado (DINIZ et al., 2008). Hipoclorito de
calcio e de sodio sdo os compostos a base de cloro mais empregados na
desinfestacao de explantes em concentracdes que variam de 0,5 a 2% de cloro ativo
(ANDRADE et al., 2002).

Este trabalho teve como objetivo avaliar diferentes tratamentos de
desinfestacdo de explantes foliares de Cissus verticillata (L.) Nicolson&C.E.Jarvis

para o seu estabelecimento in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

Foram empregadas laminas foliares de plantas da espécie Cissus verticillata
(L.) Nicolson&C.E.Jarvis mantidas no Campo Experimental da Embrapa Rondénia.
Os materiais foram conduzidos ao Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais, onde
passaram por uma pré-limpeza, que consistiu da lavagem das folhas com esponja,
agua destilada com algumas gotas de detergente comercial. Em seguida, foram
seccionados em segmentos com &area aproximada de 1cm? e imersos em alcool 70%
(v/v) por 1 minuto. Em camara de fluxo laminar, os explantes foram retirados do
alcool e imersos em oito tratamentos diferenciados: solucdes de hipoclorito de sédio
a 0,50; 1,0; 1,5 e 2,0%, durante 30 minutos, e solucdes de hipoclorito de célcio a
1,25; 2,5; 5,0 e 10,0% também durante 30 minutos sendo, em seguida, lavado 3
vezes com agua bidestilada estéril. Os explantes foram inoculados em frascos
cilindricos com capacidade de 200 mL, contendo 30 mL de meio de cultivo MS
(Murashige & Skoog, 1962) sem reguladores de crescimento, acrescido de 3,0% de
sacarose e gelificado com 0,8% de agar e com a face adaxial em contato com o
meio. Foram utilizadas vinte repeticbes por tratamento, sendo cada uma composta
por um frasco contendo cinco explantes. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento, sob fotoperiodo de 8 horas, a 28°C, durante 10 dias, sendo avaliado o

namero de explantes contaminados ao final desse periodo. Os dados foram
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submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

m Hipoclorito de Sodio m Hipoclorito de Calcio
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Porcentagem de Contaminagao

0,50% 1,0% 1,5% 2,0% 1,25% 2,50% 5,00% 10,00%

Concentragdes de hipoclorito de sodio e hipoclorito de calcio. Todos
ficaram em imersao por 30 minutos.

Figura 1. Porcentagens de contaminacdo de explantes foliares de C. verticillata em relacdo a
diferentes soluc¢des desinfestantes, 10 dias ap6s inoculacao.

Correlacionando os resultados apresentados na Figura 1, observa-se que o
tratamento utilizando hipoclorito de sédio a 0,5% néo teve efeito algum, uma vez que
a contaminacao dos explantes foi de 100%. Entretanto, Donini et al. (2005) obteve
uma descontaminacéao de 100% com este mesmo tratamento em laminas foliares de
S. wallisii e Syngonium, espécies ornamentais da familia das araceas e na
concentragdo de 1,5% de hipoclorito de s6dio houve uma descontaminagdo de
100% de oito espécies (Dieffenbachia sp., Monstera deliciosa, P. undulatum, S.
pictus, S. podophyllum, Syngonium sp., Z. eliottiana (v 1) e Z. eliottiana (v 2)), 0 que

Nao ocorreu nesse experimento, onde o nivel de contaminag¢do nessa concentracao
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foi de 60% . Ferreira et al. (2009) atingiu um percentual de menos de 10% de
contaminagao com explantes florais de cupuaguzeiro, utilizando a concentracéo de
0,5% de hipoclorito de sédio por 30 minutos.

Em relagdo ao hipoclorito de sédio a 1% por 20 minutos Karasawa et al.
(2006) observou que foi eficiente para a descontaminagdo de laminas foliares de
Pennisetum purpureum Schum., enquanto que, no presente trabalho, evidenciou-se
gue este tratamento resultou em contaminacdo de 90% dos explantes apesar de ter
sido utilizado por 30 minutos.

Guerra et al. (1999) trabalhando com plantas de Ananas comosus (L.) Merr.,
tiveram éxito com o hipoclorito de sédio a 2,0%. Figueiredo (2003) utilizou este
mesmo tratamento em sementes de Acanthostachys strobilacea (Schultes f.)
Klotzsch e também obteve excelentes resultados, diferente deste experimento que
obteve um percentual de 45% de contaminagao dos explantes.

Chaves et al. (2004), realizou desinfestacdo em ramos de porta-enxerto Mr. S.
2/5 com hipoclorito de sddio e de calcio a 0,5%; 1,0%; 1,5% e 2% e constatou que 0
hipoclorito de sodio é mais eficiente do que o hipoclorito de calcio em todas as
concentracdes. Diniz et al. (2008) também realizou este experimento comparativo na
concentracdo de 2% em segmentos de rizomas de S. wallisii e obteve resultados
semelhantes. J4 Garcia et al. (2008) realizou o mesmo experimento em Eugenia
pyriformis Cambess. com a concentragdo de 2,5% em trés tempos diferentes e
também constatou que o hipoclorito de sédio € mais eficiente e apresenta menor
oxidacdo. Contudo, Almeida et al. (2010), obteve resultados contrarios a estes,
testando em explantes de Mussaenda erythrophylla cv. Rosea, a concentracdo de
2,5% de hipoclorito de sodio e calcio, obtendo os melhores resultados com o
hipoclorito de calcio.

Schiavinato et al. (2008) testou a concentracdo de 2,5% de hipoclorito de
calcio em explantes foliares e radiculares de Anthurium plowmannii Croat. e obteve
uma variagao de 0 a 25% de contaminacdo de explantes mantidos em ambientes
diferenciados (camara clara e escura). Enquanto que no trabalho em questédo, os
indices de contaminacéao foram de 35%.

No presente experimento, os resultados dos tratamentos que utilizaram
hipoclorito de calcio a 5,0 e 10,0% né&o diferiram significativamente entre si.

Considerando-se o alto nivel de necrose observado no tratamento com 10,0% do
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desinfestante, observa-se que o tratamento mais eficiente para a descontaminacao
de explantes foliares de C. verticillata € o hipoclorito de calcio a 5,0%.

Rocha et al. (2007) obteve resultados satisfatorios utilizando as
concentracdes 5,0 e 10,0% de hipoclorito de calcio em explantes de bananeira ‘prata
ana (ABB)'. Resultados similares foram observados por Cordeiro (1999) ao utilizar
como desinfestante o hipoclorito de célcio 5% em explantes foliares de Coffea
canephora e C. ardbica e Heloir et al. (1997) em gemas axilares de videira Vitis
vinifera L. cv. Pinot noir. J& Borelli et al. (1990) teve altos indices de contaminagéo
utilizando o hipoclorito de célcio nas concentracoes 1, 2, 4 e 6% em esporos in vivo
e in vitro de pteriddfitas (Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook e Cyanthea schanshin
Mart.). O tratamento mais eficiente foi o desinfestante a 2%.

Ferrador e Marques (2005) obtiveram uma porcentagem de 30% de necrose

ao utilizar o hipoclorito de calcio a 10% em explantes Castanea sativa Mill.

4. CONCLUSAO

Com base nesses resultados, concluiu-se que o melhor tratamento para a
desinfestacdo de C. verticillata € o hipoclorito de célcio a 5,0% por 30 minutos.

Trabalhos como este possibilitam uma ampliagdo no conhecimento referente
a desinfestacao de explantes foliares em plantas medicinais, uma fase fundamental
nas técnicas in vitro, visando posteriormente o estabelecimento de suspensdes

celulares para a producao de principios ativos em biorreatores.
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