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Resumo

Os processos biotecnoldgicos, tais como cultura de tecidos e 6rgdos de plantas in vitro,
representam uma alternativa sustentavel para producdo de metabdlitos naturais a partir de
plantas medicinais sem ocasionar a colheita destrutiva da mesma. A S. rebaudiana é uma
planta utilizada comercialmente para producdo de glicosideos de esteviol a partir de suas
folhas. O objetivo do trabalho foi estabelecer a cultura in vitro de raizes transformadas de
explantes de S. rebaudiana. Duas metodologias, descritas na literatura com algumas diferencas
no procedimento de cada uma delas foram testadas para avaliar qual foi a mais eficiente para o
estabelecimento da cultura de raizes transformadas. Bem como duas cepas de Agrobacterium
rhizogenes (A4 e ATCC 31749), dois diferentes meios de cultivos (LB e YMA) e dois diferentes
tipos de explantes (folhas e caules) foram testados como variaveis no procedimento. A infeccao
das plantas com a bactéria A. rhizogenes realizada por esfaqgueamento com lamina de bisturi
estéril e injecdo da suspensdo bacteriana na nervura central da folha, foi a metodologia que
mostrou-se mais eficiénte. Pois, a partir dessa metodologia pode-se observar que as raizes
comecaram a ser formadas apds 7 dias da inoculagédo, e as raizes formadas foram mais
numerosas e expessas. A partir dos dados obtidos, pode-se concluir que entre as duas
metodologias testadas, a metodologia Il mostrou-se mais eficiente para inducéo da formacéao
das raizes transformadas. Podendo ser adotada como metodologia padrdo no Laboratorio de
Biotecnologia de Produtos Naturais e Sintéticos (LABIPROS).

Introducao
A Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni € uma planta da familia Asteraceae, ficou

mundialmente conhecida devido a producdo dos glicosideos de esteviol um adocante nao
caldrico natural a partir de suas folhas. Polissacarideos do tipo frutanos utilizados na inddstria de
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alimentos como ingrediente funcional e prebidtico foram recentemente isolados a partir das
raizes de S. rebaudiana (LOPES et al., 2016)

A cultura de 6rgéos e tecidos vegetais in vitro € uma alternativa para o cultivo de plantas
em grande escala, dentro de um curto periodo e com condi¢des fisicas e quimicas definidas. As
culturas vegetais in vitro sdo utilizadas para melhoramento genético de plantas, propagacao
clonal e a producdo de metabolitos de interesse comercial (THIYAGARAJAN &
VENKATACHALAM, 2012).

Dois tipos de cultura de raizes sdo geralmente empregados com o objetivo de produzir
metabdlitos de interesse: raizes adventicias e raizes transformadas (raizes em cabeleira). As
raizes transformadas consistem em uma alternativa utilizada para o aumento da producéo de
biomassa em culturas de raizes in vitro. Essa técnica utiliza a bacteria Agrobacterium
rhizogenes, um patégeno do solo, que quando infecta o tecido vegetal tem a capacidade de
aumentar a ploriferacdo celular e formacao de raizes adventicias do tipo “cabeleira” (GUILLON
et al., 2006) O objetivo do presente estudo foi desenvolver um protocolo para obtencéo de raizes
transformadas in vitro de S. rebaudiana.

Materiais e métodos
1. Preparo do Inéculo da Agrobacterium rhizogenes

Duas cepas de A. rhizogenes (A4 e ATCC 31749) foram utilizadas no experimento. Os
in6culos para os testes foram preparados utilizando-se dois meios, Luria Bertani (LB) e “Yeast
Malt Agar” (YMA). Uma aliquota de 100 uL da suspensédo bacteriana cultivados nos diferentes
meios, foram adicionados a 50 mL de seus respectivos meios em erlenmeyer de 250 mL e
cultivados em agitador orbital a 150 rpm, 28°C £ 2 °C, durante 16 horas. Essa etapa de cultivo
em shaker foi necessaria para a cultura atingir sua fase exponencial de crescimento (bactéria
mais infectante nessa fase) (BRASILEIRO & CARNEIRO, 1998).

2. Infeccao da Planta

Duas metodologias foram testadas com algumas variacbes nos procedimentos para
avaliar qual seria mais eficiente para o estabelecimento da cultura de raizes transformadas.

2.1 Metodologia |

Os explantes foliares e caulinares utilizados no ensaio foram obtidos a partir da cultura
de plantulas de S. rebaudiana in vitro, mantida no préprio laboratorio (LABIPROS).

ApoOs 16 horas de cultivo das bactérias, 1 mL das suspensdes de A. rhizogenes foram
transferidas para tubos Falcon estéril e em seguida centrifugado & 5000 x g/ 5 min. O
sobrenadante foi descartado e o “pellet” de células foi ressuspendido em 1 mL de salina
(NaCl 0,85%) (BRASILEIRO & CARNEIRO, 1998).

As folhas e os caules foram infectados pelo A. rhizogenes utilizando uma seringa
contendo a suspencao bacteriana. Em seguida as folhas e caules infectados foram colocados
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em placas de petri contendo meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) solido. As culturas
foram mantidas em estufa de cultivo na presenca de luz com um fotoperiodo de 16 h a uma
temperatura de 28 + 1 °C. Apos a observacao da formacao das raizes, os explantes foram
transferidos para meio MS sdlido contendo antibi6tico, ampicilina (0,5 mg/mL). E mantidos
sob as mesmas condicdes de cultivos (BRASILEIRO & CARNEIRO, 1998).

2.2 Metodologia Il

Os explantes foliares e caulinares utilizados no ensaio foram obtidos a partir da cultura
de plantulas de S. rebaudiana in vitro, mantida no préprio laboratério (LABIPROS).

Apb6s 16 horas de cultivo das bactérias, uma aliquota de 1 mL foi retirada e utilizada
diretamente para infeccdo dos explantes. A infeccéo foi feita por escarificacdo com lamina de
bisturi estéril e injecdo da suspensdo bacteriana na nervura central da folha e ao longo dos
caules. Apés a infecgéo, as folhas foram cultivadas em meio MS sélido, na auséncia de luz a 28
+ 1°C durante 72 horas. Apoés esse periodo os explantes foram transferidos para meio MS sélido
com antibidtico, ampicilina (0,5 mg/mL) e mantidos em esfufa de cresciemento & 28 °C no escuro
(GUILLON et al., 2006).

Resultados e Discussao

Dentre as cepas de A. rhizogenes utilizadas no experimento, a ATCC mostrou melhores
resultados quanto a capacidade de infectar a planta e transferir através do plasmideo bacteriano a
capacidade de producéo de raizes transformadas ou “em cabeleira”. E o meio YMA foi o que melhor
favoreceu o crescimento e a manutencao das cepas de A. rhizogenes.

Em relacéo aos explantes, as folhas foram as mais adequadas, podendo-se observar com
mais eficiéncia a formacgéo das raizes transformadas.

Dentre as metodologias propostas, a metodologia |, observou-se a formacdo das
primeiras raizes ap6s 30 dias (Figura 1A) de infeccdo com a A. rhizogenes, ja na metodologia Il
a formacao das primeiras raizes (Figura 1B) foi observada apés 7 dias decorridos da infeccao da
planta.

Figural. A - As setas indica as raizes transformadas ap0s inoculagao dos explantes de S. rebaudiana com A.
rhizogenes (Metodologia I); B — A seta indica as raizes transformadas através da metodologia II.

Entre as duas metodologias testadas, a metodologia Il mostrou-se mais eficiente,
apresentando raizes numerosas e mais espessas (Figura 1B). A concentracdo do inéculo na
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metodologia Il foi superior, uma vez que uma aliquota direta foi retirada da suspensao
bacteriana, o que pode ter influenciado em maior capacidade infectante da bactéria. Assim como
a auséncia de luz na metodologia Il pode ter favorecido o crescimento das raizes por simular as
condi¢cdes naturais de crescimento das mesmas.

Conclusodes

Pode-se concluir que a metodologia Il foi a mais eficiente para a producdo de raizes
transformadas in vitro, pois apresentaram raizes numerosas e espessas em um menor periodo
de tempo. A partir dos bons resultados obtidos, pode-se utilizar como metodologia padrédo no
LABIPROS para a producao de raizes transformadas e o aumento de biomassa das mesmas.
Com perspectivas futuras de producédo de compostos bioativos.
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