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RESUMO

No presente estudo foram realizados diferentes métodos de desinfeccdo de plantas
de S. rebaudiana para a micropropagacao in vitro, com o objetivo de aprimorar o
cultivo de stevias in vitro visando a extracao seus metabdlitos posteriormente. O uso
de plantas cultivadas em ambiente fechado como fonte de explantes e os métodos
de desinfeccdo menos agressivos permitiram resultados satisfatérios para a
micropropagacao desta espécie. As plantas micropropagadas in vitro estdo sendo
mantidas em meio de cultura MS com 2 da concentracao original de sais, 15% de
sacarose e 15% de agua de cdco e serao utilizadas para a extracado de metabdlitos
de interesse industrial.

INTRODUGAO

A Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni € uma espécie vegetal mundialmente
conhecida pela producdo de glicosideos de esteviol, um adocgante natural ndo
calorico obtido a partir de suas folhas (LEMUS-MONDACA et al., 2012). Estudos
recentes demonstraram que as raizes de S. rebaudiana sédo fontes promissoras para
obtencdo de frutanos, e a extracdo destes traz inovacbées e grande interesse ao
setor industrial (LOPES, et al., 2017), uma vez que esse polissacarideo tem
inUumeras aplicacées importantes e alto interesse comercial, principalmente em
formulacbes que trazem beneficios a saude. A micropropagacao in vitro pode ser
uma metodologia biotecnoldgica para solucionar os problemas, e alcangcar maior
rendimento dos compostos de interesse industrial, além de conservar esta espécie
na natureza. A técnica geralmente envolve o desenvolvimento in vitro de brotos a
partir de gemas, em condicdes controladas de cultivo. Além da producédo de mudas
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em grande escala, em qualquer época do ano e com economia de tempo e espaco,
as principais vantagens da micropropagag¢dao incluem a uniformidade no
desenvolvimento das mudas e a obtencao de plantas com caracteristicas genéticas
idénticas a matriz e sadias, evitando assim a disseminacdao de pragas e doencas
(EMBRAPA, 2021). O objetivo deste projeto foi otimizar as condicbes para a
micropropagacao de plantas sadias e completas de S. rebaudiana (Bertoni) Bertoni
com o intuito de producédo e manutencao destas para a extracdo dos compostos de
interesse industrial no LABIPROS (Laboratério de Biotecnologia de Produtos
Naturais e Sintéticos da UEM).

MATERIAIS E METODOS

Desinfecgéo das plantas

As vinte mudas de S. rebaudiana vindas da empresa SteviaSoul, foram mantidas
em vasos com terra em ambiente aberto protegido com tela sombrite. O material
vegetal destas plantas foi utilizado nos 3 primeiros experimentos de desinfecdo. No
experimento 1, as plantas foram pulverizadas com 100mL da solugdo contendo 1%
de fungicida cercobin e 500 mg de azitromicina a cada 24h por 5 dias. Os
segmentos nodais coletados foram colocados em agua estérii com 1% de
Polivinilpirrolidona (PVP) e levados ao laboratério. Em camara de fluxo laminar, os
segmentos nodais foram colocados em 3 diferentes concentracdes de hipoclorito de
s6dio a 2% (puro e diluidos a 50% e 25%) por 15 minutos com leve agitagéo.
Depois foram lavados 5 vezes em agua estéril por 10 minutos cada. Apos as etapas
de desinfeccdo, os explantes foram inoculados em meios MS 1/3. No experimento
2, 0s segmentos nodais foram coletados e lavados em agua corrente por 5 minutos,
banhados com alcool 70% por 1 minuto, banhados com lysoform por 1 minuto e
enxaguadas com agua corrente 3 vezes por 1 minuto cada. E levados em agua
filtrada gelada para o laboratério, em camara de fluxo laminar foram transferidos
para uma solucdo com 50% de hipoclorito de sédio 2% por 15 minutos e
enxaguados com agua estéril por 2 vezes por 10 minutos cada. Em seguida foram
banhados com uma solucao de 0,1% de CuSO,4 por 10 minutos e enxaguadas 2
vezes com agua estéril. Os segmentos nodais foram inoculados em meio MS 1/3.
No experimento 3, os segmentos nodais coletados foram lavados em agua corrente
por 5 minutos, banhados com alcool 70% por 1 minuto, banhados com lysoform por
1 minuto e lavadas em agua corrente 3 vezes por 1 minuto cada e levados ao
laborat6rio em agua filtrada gelada. Na camara de fluxo laminar foram colocados em
solucao com 50% de hipoclorito de sédio 2% por 15 minutos e enxaguados 2vezes
com agua estéril. Em seguida banhados com a solugédo de 0,1% de CuSO4 por 10
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minutos e enxaguados 2 vezes com agua estéril. Apds, os explantes foram expostos
a 30 segundos na luz UV e inoculados em meios MS 1/3 contendo o fungicida
cercobin nas concentracbes 1% e 2%. No experimento 4, os segmentos nodais
foram coletados de plantas de cultura hidropénica mantida dentro do LABIPROS.
Este material vegetal foi levado até o nosso laboratério em meio de cultivo
hidropénico, foram lavados em agua corrente por 5 minutos, banhados em agua
estéril com 3 gotas de detergente comercial por 1 minuto, banhados com alcool 70%
por 1 minuto. Em camara de fluxo laminar foram transferidos para a solucao de 50%
de hipoclorito de sédio 2% por 15 minutos, em seguida enxaguadas com agua
estéril 2 vezes e banhados com CuSO4 0,1% por 10 minutos, enxaguadas duas
vezes com agua estéril. Os explantes foram inoculados em meio MS 1/3 contendo
1% e 2% de fungicida cercobin.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs 7 a 10 dias de cultivo in vitro, os explantes foram avaliados. Do experimento 1,
todos os explantes tratados com hipoclorito puro morreram oxidados, com 25% de
hipoclorito apresentaram contaminacdo por fungos e bactérias, e metade dos
explantes tratados com 50% de hipoclorito foram descontaminados e sobreviveram,
0S outros apresentaram contaminacao por fungos e bactérias. Do experimento 2,
em uma avaliacdo inicial 70% dos explantes pareciam descontaminados e
saudaveis, mais a maioria deles oxidou depois de 20 dias de cultivo. Do
experimento 3, 70% dos explantes inoculados no meio com 2% do fungicida
desenvolveram sem contaminacéo, e 60% dos explantes inoculados no meio com
1% do fungicida desenvolveram sem contaminag¢do. Mas com o passar do tempo a
maioria das plantas cultivadas nestes meios morreram. Do experimento 4, 80% dos
explantes inoculados em meio com fungicida ndo contaminaram, mas com mais 0
passar do tempo muitas plantas morreram. E provavel que os explantes dos
experimentos 3 e 4 cultivadas nos meios com o fungicida cercobin, tenham morrido
por efeito deste composto, que se tornou téxico para as plantas, prejudicando o
desenvolvimento delas. A etapa de desinfeccao das plantas é considerada dificil
também para outras espécies vegetais cultivadas in vitro. Na micropropagacao de
plantas é frequente a inoculacdo de sementes estéreis para produzir plantulas
estéreis in vitro e estas por sua vez serem micropropagadas. O uso de sementes é
uma boa opg¢éo, pois sdo de facil desinfecgdo, por serem mais resistentes aos
agentes germicidas. Como nao tivemos acesso as sementes de Stevia, investimos
nossos esforcos na desinfeccao de plantas. As plantas desenvolvidas de explantes
desinfectados foram cultivadas por cerca de 3 meses em meio MS 1/3 de sais e
15% de sacarose. Depois deste periodo e atualmente elas estdo sendo repicadas e
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transferidas para um meio MS com 2 da concentracao original de sais, 15% de
sacarose e 15% de &gua de céco. Nesta condicdo de cultivo, 57 plantas
micropropagadas de S. rebaudiana estdo vigorosas e crescendo rapidamente de
forma que a cada 1 meses precisam ser repicadas e transferidas para novo meio.

CONCLUSOES

A desinfeccao € uma etapa dificil, as plantas coletadas do campo apresentaram
grande contaminagcdo. O uso de agentes germicidas agressivos em altas
concentracbes e tempos de acdo maiores foram eficientes no controle dos
microrganismos, mas acabaram matando as plantas de S. rebaudiana. O uso das
plantas cultivadas em ambiente fechado permitiu que métodos menos agressivos
fossem eficientes na desinfecgéo.
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