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RESUMO GERAL

Vasconcellea quercifolid. St. Hil. € uma espécie nativa do Brasil que
apresenta potencial econdmico devido a utilizagswh polpa e producao de
doces a partir de seu caule. Apesar desse poteacéspécie ainda apresenta
caréncia de estudos. O cultivo e a conservagawitro, por meio da
criopreservacao, sdo alternativas para a propagagdarga escala bem como a
preservacao da diversidade vegetal da espécierddenie estudo teve-se como
objetivos: (i) investigar alguns aspectos da mimppgacado(germinacdo de
embries zigéticos, multiplicacdo, inibidores diéeab, enraizamentm vitro e
aclimatizacdo) e (i) desenvolver protocolos deopméservacdo de embrifes
zigéticos utilizando diferentes métodos de desi@ fisica. Para a
micropropagacao foram testados tipos de explardes @ estabelecimenio
vitro, concentracbes de BAP, inibidores da sintese tden&t sistema de
vedagdo e substratos para aclimatizagdo. Paraabeéstimentoin vitro a
utilizacdo de embrides zigoticos mostrou-se madesite, sendo recomendada
a adicéo de 7,59 pmol'Llde BAP para multiplicacéim vitro e a vedacéo com
papel aluminio. Em relagcéo aos inibidores da stntiesetileno, 0 STS mostrou-
se mais eficiente. Quanto a aclimatizacdo, o satiesplantmax promoveu maior
sobrevivéncia das plantas. Para a criopreservama@onftestados tempos de
desidratacdo dos embrides em fluxo laminar e siiela Foi observado que
embrides zigéticos d¥. quercifoliaperdem a viabilidade com o aumento do
periodo de desidratacdo, sendo que a desidratagdd80pminutos utilizando
camara de fluxo laminar propiciou maior regeneragfds a criopreservacao
ocorrendo aclimatizacdo com sucesso de todas asulalé provenientes de
embribes criopreservadas. Para a desidratacdoilicangel ndo foi eficiente.

Palavras-chave:Conservagam vitro. Mamaozinho-do-mato. Multiplicacdo de
brotac6es. Embrido zig6tico. Micropropagacao.



GENERAL ABSTRACT

Vasconcellea quercifolia. St. Hil. is a native species from Brazil that
presents economic potential due to the use oliits gnd producing sweets from
its stem. Despite this potential, the species stibws a lack of studies. The
cultivation and maintenance in vitro by cryopresdion are alternatives for the
large scale propagation and preservation of pla@ties diversity. In this study
had the following objectives: (i) to investigatems® micropropagation aspects
(zygotic embryos germination, multiplication, ettiye inhibitors, rooting in
vitro and acclimatization), and (ii) to develop @pyeservation protocols zygotic
embryos using different methods of physical dehtyoina For micropropagation
were tested explant types for establishment inoyiBAP concentrations,
ethylene synthesis inhibitors, substrates andrggalistem for acclimatization.
Zygotic embryos use was more efficient for the lighment in vitro, and
recommended the addition of 7.59 umdi BAP for multiplication in vitro and
seal with foil. Regarding the ethylene synthesikikitors, STS was more
efficient. As for acclimatization, the plantmax striate provided higher survival
of plants. For cryopreservation was tested timeydigtting embryos in laminar
flow and silica gel. It was observed that zygotinbeyosV. quercifolialose
viability with increasing dehydration period, andhgdration for 30 minutes
using a laminar flow hood provided higher regenenagfter cryopreservation
occurring acclimatization successfully all seeddingerived from embryos
cryopreserved. For dehydration with silica gel wasefficient.

Keywords: Conservation in vitr&¢asconcellea quercifolidMultiplication of
shoots. Zygotic embryo. Micropropagation.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil detém a maior biodiversidade do planetagds considerado o
pais da megadiversidade, com 20% das espéciesér@aatmbém em seu
territério a maior riqueza de espécies da flor@matlos maiores remanescentes
de ecossistemas tropicais (BRASIL, 2015).

O interesse mundial por frutiferas nativas do Bresta aumentando a
cada ano. Entretanto, apesar da riqueza de recgewsticos, as areas de
ocorréncia natural vém sendo eliminadas para aammggdo de atividades
agricolas.

Entre as espécies nativas do Brasil destaca-s&asconcellea
guercifolia Esta espécie é uma arvore frutifera a qual ap@seportancia
ecoldgica intrinseca nos seus locais de ocorréneiral e importantes
caracteristicas de interesse no melhoramento genétomo tolerdncia a
temperaturas baixas e fontes de resisténcia a a@®eafem de ser espécies
pioneiras e frutiferas utilizadas na alimentacamdma e da fauna (KINUPP;
LORENZI, 2014 ).

De acordo com Kinupp e Lorenzi (2014) destas ptaptale ser extraida
a enzima proteolitica papaina, importante na im@lstlimenticia, sendo
utilizada como amaciante de carnes e clarificapteaivejas. Além disso, ela é
rica em potassio, caracteristica interessante paoglucdo de alimentos
dietéticos. Os frutos do mamaozinho-do-mato sdswuidosin naturae em
compotas, e a medula do caule é utilizada na fat#a de um doce chamado de
doce-do-pau-ralado ou doce-de-jaracatia.

Uma das formas de reduzir a pressao antropicas|péantas nativas do
Brasil, como o mamaozinho-do-mato sofrem, serianpeio da implantacdo de
plantios comercias. Entre os problemas para a intgijdo destaca-se o fato das
sementes desta espécie possuirem dorméncia deypdssa@nca de sarcotesta
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(camada externa gelatinosa com componentes guarirgbgerminacao). Nesse
contexto, a aplicacdo de técnicas de cultura dédgcpermite superar
dificuldade da propagacdo por via sexuada, atral@smicropropagacdo
(PINHAL et al., 2011).

A cultura de tecidos pode também auxiliar na coesgiro de material
genético por meio da conservaddwitro que € definida como a manutencao do
material in vitro, seja por meio do crescimento lento ou através da
criopreservacdo. A técnica de criopreservacdo sente a conservacio de
material em nitrogénio liquido a -196°C, assim tassondicdes, garantindo a
conservacdo em longo prazo (REED et al., 2011)a Estnica € segura e
permite a repetibilidade dos protocolos e possibile de armazenamento por
periodos indeterminados sem qualquer alteracaommderiais armazenados
(CHEN et al., 2011). Nesse contexto, objetivou-se desenvolver um prégoco
de micropropagacao e criopreservacdo de embrigésicis de Vasconcellea

quercifolia
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Vasconcellea quercifolia

A familia Caricaceaeé constituida de plantas com flores na ordem
Brassicales nativa de regifes tropicais e subtropicais da Wgaédo Sul e
Africa. A familia compreende cinco géner@afica, Cylicomorpha Jacaratia
Jarilla eVVasconcellepe cerca de 35 espécies (CARVALHO; RENNER, 2012).

Laticiferos articulados contendo latex leitoso @giéesentes em todos
os orgaos de membros Garicaceae(BADILLO et al., 2000; HEGNAUER et
al., 1964). Esse latex é extensivamente estudadacigmlmente devido a
presenca da papaina existente no latex Carica papaya (OTTO;
SCHIRMEISTER, 1997).

Entretanto, pesquisadores descobriram a presencaltaleatividade
proteolitica no latex d&asconcellea quercifoli§Figura 1A), em comparacgdo
com o latex deCarica papaya Neste mesmo trabalho foi identificada também
uma nova protease de cisteina, com uma especteidais elevada do que a
papaina (KYNDT et al., 2005).

e 3 =7 =z
Figura 3 Planta adulta dé/asconcellea quercifoligdmamaozinho-do-mato)
(A), fruto imaturo (B) e flores (C)
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Vasconcellea quercifoligpossui pequenos frutos (Figura 1B) que séo
consumidosin natura e em compotas, e a medula do caule é utilizada na
fabricacdo de doces. Ainda em relacdo a indusfifaeaticia, a enzima
proteolitica papaina é importante sendo utilizaolma amaciante de carnes e
clarificante de cervejas. Além disso, ela é rica patassio, caracteristica
interessante para producéo de alimentos diet&idbdbBJPP; LORENZI, 2014).

Outra caracteristica importante 8 quercifolia € sua resisténcia a
doencaPapaya Ringspot VirugPRSV-P), também conhecida como mancha
anelar, doenca esta considerada economicamentatémfpo Sendo a mais
devastadora e por muito tempo a maior ameacga aigiodle maméao no mundo

(CONOVER, 1964; LITZ, 1984).
2.2 Cultivoin vitro

A cultura de tecidos é uma técnica que permiteesaimentan vitro de
células, tecidos ou 6rgaos vegetais isolados a garuma planta-mae, em meio
de cultura e condi¢bes controladas (GEORGE; HALLERK, 2008).

Essa ferramenta permite a propagacdo de espécesamresentam
dificuldade de germinacéo, produgdo de mudas ega lascala, inclusdo de
espécies em bancos de germoplasma, além de aumdatiidade de trocas de
materiais genéticos (PINHAL et al., 2011).

A micropropagacao € a técnica de cultura de teciies se destaca
por proporcionar resultados mais concretos, setilpada para obtencéo de
plantas sadias e em larga escala (GRATTAPAGLIA; NHXDO, 1998).
Esta técnica compreende diversas etapas, sendd eststabelecimento do
explantein vitro, a multiplicacdo, a rizogénese até a aclimatizadao
microplanta (BASTOS et al., 2007).

O equilibrio na utilizacdo de substancias regulaslate crescimento é

um dos fatores que afetam o sucesso do cultiveitro. Para o inicio da
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rizogénese existe uma relacdo quantitativa entrenieeis de auxinas e
citocininas endogenagjependendo também da interacdo de muitos fatores
fisiolégicos, bioquimicos e ambientais, além da ia@o genotipica
(FERREIRA et al 2011).

Em relacdo a aclimatizagdo, um ponto importante selacdo do
substrato, devido a sua influéncia no crescimemtesenvolvimento das plantas
micropropagadas. Este deve ser firme e denso cienu? para sustentar a
planta, deve reter agua em quantidade adequadersmitner ou expandir com
a variacdo da umidade, ser livre de patégenosériespinvasoras e nao possuir
niveis em excesso de salinidade (HOFFMANN et 8B6).

2.2.1Etileno

7

O etileno é um hormdnio vegetal volatil que estaodndo no
desenvolvimento do sistema radicular por meio degracao de seus sinais
com a biossintese de auxinas, transporte, distdbué sinalizacdo, além de
regular muitos aspectos do desenvolvimento da pIAWANDENBUSSCHE
et al., 2012).

Este hormonio possui uma estrutura bastante sinf@l¢s,), tamanho
pequeno, e grande importancia para o amadurecinerftescor dos frutos
(ZHANG et al., 2014). Entre outras caracteristicastileno tem se mostrado um
forte inibidor do alongamento das células que sadyzidas no meristema da
raiz (LE et al., 2001, RBZICKA et al., 2007). Assim, pode provocar a iniltca
no crescimento da raiz, do desenvolvimento de sd&terais e agir de forma
positiva na formacao de pelos radiculares (SAINiIet2013).

Estudos sobre a utilizacdo de inibidores de etiwbastante comuns,
devido sua ac¢édo negativa nas cultumagtro (PASQUAL et al., 2002). Os ions
de prata sdo considerados inibidores potentes exifisps da acédo do etileno,
sendo o tiossulfato de prata e o nitrato de pratasudas principais fontes deste
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ion. A prata altera a capacidade dos receptoredildao em transduzir o sinal
para os componentes seguintes da cadeia de spd@ifBAIZ; ZEIGER, 2009).

2.2.2 Cromatografia gasosa

O desenvolvimento da cromatografia gasosa se oleagta ferramenta
possuir potencial para realizar andalises quanitati com rapidez na
determinacdo de compostos organicos presentesraartoacdes relativamente
baixas em diferentes tipos de amostras. As matdnewplexas normalmente
sofrem diferentes processos de extracdo e 0 complestinteresse pode ser
entdo quantificado através desta técnica, que passan a ter grande
importancia na pesquisa cientifica basica e nas apécacdes na industria
(HARRIS et al., 2001).

A Cromatografia Gasosa de Alta Resolugcdo acopaBapectrometria de
Massas, a Espectroscopia na Regido do Infravermeltdp Ultravioleta e a
Ressonancia Magnética Nuclear destacam-se entrderasnentas analiticas
disponiveis para identificar e quantificar compestim misturas (FARIA et al., 2007).

Durante o cultivdn vitro de algumas espécies, pode ocorrer acimulo de
etileno no microambiente no interior do frasco equmsequéncia efeitos negativos
como a senescéncia. Desta forma, a cromatografisga uma técnica viavel para
guantificar o etileno a fim de comprovar nao someantcausador de tais efeitos

como também a acéo de inibidores da sintese destéihio.
2.3 Conservagaan vitro

Atualmente, a criopreservacdo é o método de camS&Eovque garante o
armazenamento em longo prazo de germoplasma. R@sgagens em relacéo a
outras metodologias de conservacdo, como a redugddiminacdo de danos
causados no DNA, diminuicdo da necessidade de agdal periodicas e
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controle da viabilidade. Pode também contornar Ipros como doencas e
danos ambientais que podem afetar materiais cat@s\vpor outros métodos.
Na criopreservacdo 0 material € armazenado em pegueolumes e,
teoricamente, pode-se armazena-lo por periodo dmapate ilimitado
(ENGELMANN, 2011; PENCE, 2011).

A maioria dos materiais utilizados na crioprese#iea(suspensdes de
células, calos, meristemas, embrides) contém qladds elevadas de agua
intracelular e sdo, portanto, extremamente selsstvéesdes de congelamento
causadas pela formacdo de cristais de gelo, quangostos a baixas
temperaturas (REED, 2008). As células devem, ent®w, desidratadas
artificialmente para que fiquem protegidas dos darausados pela cristalizacao
da agua. As técnicas empregadas sdo classificadasacdrdo com os
mecanismos fisicos sobre o0s quais se baseiam edig@®@nciadas em
metodologia classica e metodologias contempor§iESELMANN, 2011).

Na metodologia classica, as células vegetais séidrdeéadas a partir de
um resfriamento lento, no qual as amostras satrat@das com crioprotetores e
resfriadas a uma temperatura intermediaria (-35°@0&C) a uma velocidade
controlada (0,5 — 2° C mifj). Desse modo, o gelo é formado nos espacos
intercelulares, gerando um potencial osmético gzecbm que a agua saia de
dentro da célula, deixando o espaco intracelulan @ita concentracdo de
solutos. Quando as amostras entram em contato caitrogénio liquido, o
citoplasma vitrifica, ou seja, ocorre a solidifiacdos liquidos remanescentes
sem sua cristalizagdo (ENGELMANN, 2011; REED, 2008)

As metologias contemporaneas baseiam-se na témicdrificacdo, na
gual a solidificacdo dos liquidos ocorre sem papsta fase de cristalizac@o
devido as altas concentracBes de crioprotetorgadis as amostras sao expostas
(REED, 2008). Apos serem colocadas em meio cons atacentracdes de

substéncias crioprotetoras, as amostras sdo dgetanimersas em nitrogénio
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liquido e, para diminuir a recristalizacdo, o mialedeve ser rapidamente
reaquecido (BENSON, 2008).

Substancias crioprotetoras protegem as célulascdacarem um volume
minimo letal, além de diminuir a temperatura em qoerre o congelamento.
Tao e Li (1986) classificaram substancias frequeateae utilizadas de acordo
com sua capacidade de penetrar nas células comapares de penetrar a
parede celular (polimeros de alto peso molecularPEGq, PVP -
polissacarideos e proteinas); capazes de atravapsaas a parede celular
(oligossacarideos, manitol, amino&cidos e polimdeobaixo peso molecular —
PEGuoog); penetram a parede e membrana celular (DMSO eergl).
Substancias penetrantes ndo devem ser tOxicasuéa aehs concentracoes
requeridas (BENSON, 2008).

A penetragdo dessas substancias contribui paramaia osmolaridade.
Entre as substancias empregadas, hormalmente giarfine, estdo o glicerol, o
dimetilsulfoxido e o metanol (BENSON, 2008). Essesmpostos sao
empregados na composicado da solucdo de vitrificaegetal (PVS2) que foi
desenvolvida por Sakai, Kobayashi e Oiyama (199@) rauita utilizada nos
processos de criopreservacao. A solucdo € composta0% de glicerol (p/v),
15% etileno glicol (p/v) e 15% dimetilsuféxido (DMIS p/v) em meio de
cultura basal (sem reguladores de crescimenta)y) di sacarose 0,4M e pH
ajustado para 5,8 (SAKAI; HIRAI; NIINO, 2008).
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CAPITULO 1

Micropropagacao e estudo do etileno no cultivim vitro de Vasconcellea
guercifolia A. St.-Hil

Revista Plant Cell Culture & Micropropagation
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RESUMO

O mamaozinho-do-matdvasconcellea quercifoli@. St.-Hil.) € uma espécie
nativa, pertencente a familia Caricaceae, que eqiesesisténcia ao Virus da
Mancha Anelar (PRSV) do mamoeiro, podendo serzatlh em programas de
melhoramento vegetal de espécies do géRapaya Objetivou-se investigar o
cultivo in vitro (germinacdo de embrides zigoticos, multiplicacadyidor de
etileno AgNQ, enraizament vitro e aclimatizacdo). Foram testados explantes
para o estabelecimento vitro, concentracdes de BAP, inibidores da sintese de
etileno, vedagdes e substratos para aclimatizégiie.o estabelecimeritovitro

a utilizacdo de embrides zigdticos mostrou-se reéitdente, recomendada a
adicéo de 7,59umol'Lde BAP para multiplicac&ia vitro e vedacdo com papel
aluminio. O AgNQ mostrou-se eficiente na inibicdo do etileno, pmicido
plantulas com presenca de raizes. A quantificagdetiteno por cromatografia
gasosa confirmou a acdo de STS como inibidor. Quanaclimatizacdo, o
substrato plantmax promoveu maior sobrevivéncigtiatas.

Palavras-chave:Mamaozinho-do-mat@®gNQOs. Etileno. Aclimatizacgéo.
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1 INTRODUCAO

Vasconcellea quercifolimertencente a familia Caricaceae é originaria
da América do Sul. Conhecida popularmente como roaimi@o-do-mato, esta
espécie possui grande potencial para exploracdmalev sua resisténcia a
baixas temperaturas e a doencas. Consumida comendti pela fauna da
regido, também é utilizada na alimentacdo humaidyRP; LORENZI, 2014;
TORRES et al., 2012).

O latex desse fruto apresenta alta atividade gftita, 0 qual se destaca
principalmente a enzima papaina, além de conter desasuas peptidases de
cisteina, a qual estudos tém investigado seu isoilime caracterizacdo. Na
industria, esta enzima, é utilizada como componeata a fabricacéo de produtos
dietéticos, devido a sua alta concentracdo de $otd@6ONNO et al., 2004).

Dessa forma, é possivel dizer que/aquercifoliaapresenta grande
importancia ecolégica, econdmica e medicinal. A ropoopagacdo dessas
espécies frutiferas representa uma gama de basefiprincipalmente por
possibilitar a obtencdo de um grande nimero detgdaem curto espaco de
tempo, com 6timo estado fitossanitario e manutendas caracteristicas
genéticas (COUTO; OLIVEIRA; FORTES, 2004).

Vérios fatores podem influenciar no cultiia vitro de algumas
espécies, um destes € o etileno. Portanto, essatbos a utilizacdo de inibidores
deste horménio gasoso sdo bastante comuns, dewdaocanegativa do etileno
nas culturasn vitro (PASQUAL et al., 2002). Nestes estudos, os ionprd&a
sdo muito utilizados por serem considerados inieslpotentes e especificos da
acdo do etileno, sendo o tiossulfato de prata etratm de prata umas das
principais fontes deste ion (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Assim como a concentracdo de etileno, que estélvelo no
desenvolvimento da planta no cultivovitro por meio da integracdo de seus sinais
com a biossintese de auxinas, transporte, digffibue sinalizacdo, a vedacédo
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empregada no processo de fechamento dos frascbgéntamfeta diretamente o
microambiente proposto, interferindo nas troca®sges (SANTANA et al., 2008).
Desta forma, alguns autores ressaltam a import&teiaealizacdo de estudos
envolvendo a utilizac&o de inibidores de etileri$ et al., 2013).

Dessa forma, objetivou-se estabelecer um  protocotiz
micropropagacao, bem como estudar o efeito donetife cultivoin vitro de

Vasconcellea quercifolia
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material Vegetal

Para o estabelecimento vitro de V. quercifolia os frutos maduros
foram coletados de janeiro a marco de 2014, no c¢fpiai de Lavras, sul de
Minas Gerais, 21° 14' S e 45° 00' W Gr. e altitadi8 m. Apds a coleta, os
frutos passaram pelo processo de desinfestacadoaml 0% (1 minuto) e
hipoclorito de sédio com 2% de cloro ativo (20 nt@®) em camara de fluxo
laminar e por triplice lavagem com agua destiladait®clavada. Em seguida
foram retiradas as sementes dos frutos e novanuesiefestadas em &lcool
70% (30 minutos), hipoclorito de s6dio com 2% da@lativo (10 minutos) e
triplice lavagem com agua destilada autoclavada.

2.2 Estabelecimentadn vitro

Para o estabelecimenito vitro, foi realizado experimento de germinacéo

comparando trés tipos de explantes.
2.2.1 Germinacgadn vitro

Para a germinacéio vitro, foram comparados trés tipos de explantes:
semente inteira, semente sem tegumento (consistedemocao do tegumento)
e somente o embrido zigotico (Figura 1). Apos anflestacdo, os explantes
foram inoculados em meio de germinacdo consistid meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), adicionado 30 g He sacarose, 7 g'lde 4gar
e o pH foi ajustado para 5,8. ApG@s inoculacéo,xptadtes foram mantidos no
escuro por uma semana. Em seguida, foram transferjghra sala de

crescimento com temperatura de 22°C, com fotoperiodo de 16 horas e
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densidade de fluxo luminoso de @&ol m?s™. Aos 30 e 60 dias foi avaliada a

porcentagem de germinacao.
2.3 Inducéo de brotacée vitro

Para multiplicacédn vitro de V. quercifolia foram testadas diferentes
concentracdes de BAP (0; 0,001; 0,01; 0,1; 1,@ fuéol L") e 1,0 pmol [* de
AIB nas suas possiveis combina¢gBes. Como explamitgais foram utilizadas
brotac6es apicais entre 1,0 e 1,5 cm estabeleicidétso. Utilizou-se o meio de
cultura MS, o qual foi adicionado 30 § de sacarose, 7 g'lde agar e o pH foi
ajustado para 5,8, antes da autoclavagem ¥C12(po6s inoculagdo, os explantes
foram mantidos a 2& 2°C, com fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo
luminoso de 3Gmol m? s, permanecendo nestas condi¢bes por 30 dias. Ao
fim deste periodo foram analisados o0 nimero e ogpdamento das brotacfes
(cm) e ainda, o numero de folhas por brotacéo.

2.4 Estudo do etileno no cultivan vitro

Para o estudo do etilenia vitro, foram realizado experimentos de
inibicdo de etileno, tipos de vedacdes e quantifioado etilenoin vitro

utilizando cromatografia gasosa.
2.4.1 Inibicdo do etilendn vitro

Foram utilizadas como explantes iniciais brotacégisais (1-1,5 cm)
com um par de folhas provenientes de plantulabestzidasn vitro. O meio
utilizado foi MS adicionado de diferentes concegiies de nitrato de prata
(AgNO3) (0; 0,2; 2,0 e 20,0 pmol ) suplementado com 30 ¢'lde sacarose, 7
g L de agar e o pH foi ajustado para 5,8 antes dalautmem a 18T. Apds a

inoculagdo, os explantes foram mantidos no escoirggte dias e, em seguida,
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transferidos para sala de crescimento com fotoperfie 16 horas e densidade
de fluxo luminoso de 3@mol m? s* permanecendo nestas condi¢des por 30
dias. Apoés esse periodo, foram avaliados o congmtiondo explante (cm), a
presenca de raiz e o nimero de folhas verdes mlarekas.

2.4.2 Tipos de vedacao no cultivim vitro de brotacdes

Para verificar a influéncia de vedagdes foramadest diferentes tipos de
vedantes (algoddo, aluminio, tampa plastica e fitlaepolivinilcloreto). Foram
utilizadas como explantes iniciais brotacdes api¢hi0-1,5 cm) com um par de
folhas provenientes de plantulas estabeleditagtro. O meio utilizado foi MS
suplementado com 30 ¢'lde sacarose, 7 g'de &gar e o pH foi ajustado para 5,8
antes da autoclavagem a ¥20Apoés a inoculagéo, os explantes foram mantidos n
escuro por sete dias e, em seguida, transferides qada de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de®l m? s permanecendo nestas
condicdes por 30 dias. Em seguida foram avaliadosnagprimento do explante,
namero de folhas verdes e/ou amarelas e presengi.de

2.4.3 Quantificacdo do etilendn vitro por cromatografia gasosa

Foram realizados ensaios de quantificacdo do hdonéegetal gasoso
etilenoin vitro utilizando o meio MS como controle, o inibidor S{Tossulfato
de prata) e o precursor ACC (&cido- 1, aminocidppno carboxilico) em
explantes d&. quercifoliacultivadosin vitro.

A solucdo estoque de STS (ImM) foi preparada dirpde solucdes
estoque de tiossulfato de sédio e nitrato de prateazao molar de 1:4, sendo
esterilizada por microfiltracao.

Para determinar a influéncia do inibidor da agdd ssulfato de prata
(Ag2S;03) (STS) e do precursor ACC de etileno, brotacOesgnientes de
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cultivo in vitro e com aproximadamente 1,0 cm foram transferidaa pa
seguintes tratamentos: MS (meio de cultura supléadencom 30 g € de
sacarose, 7 g'L.de &gar e o pH foi ajustado para 5,8 antes dalavtmem a
120°C), MS acrescido de 1,0 pmof'lde ACC, MS com 1,0 umolide STS, e
a auséncia (MS sem o STS ou ACC) sendo utilizaolo de vidro (25x150 mm)
contendo 10mL de meio e com tampa de borracha. reaterial permaneceu
por 15 dias a 2% 2°C, fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxdnioso

de 48umol m?s™,
2.4.3.1 Curva de calibracao e quantificacéo

Inicialmente foi construida uma curva analiticencadicBes sucessivas
de etileno (0,0; 20,0; 40,0; 60,0; 80,0; 100,0 udhtendo assim diferentes
pontos de concentragcdo em funcdo da area de jgist® dormonio vegetal.

Ap6s 15 dias de cultivo foram analisados os m@suinentos (MS, MS
com a adicdo de 1,0 pmol‘lde ACC e MS com a adi¢do de 1,0 pmdlde
STS), em triplicata, para a quantificacdo de atilerestas amostras.

Aliguotas de 1 mL provenientes de trés tubos de tiatamento foram
coletadas no interior do tubo utilizando-se a aferasnterna para a suc¢éo por

meio de uma seringa hermética.
2.4.3.2 Instrumentacao

A leitura foi realizada utilizando-se o cromatdgr&CG 2010 plus
equipado com detector de ionizacdo de chama (FRD248C e uma coluna
Carboxen (50946-031) 30m/0,53m (DI) 1um (filme), sGde arraste N
velocidade linear a 46,2cm/seg, pressdo a 35kpanaal20C, tempo de
equilibrio de 2,2 min e rampa 1’ZDpor um minuto.
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2.4.3.3 Aclimatizacao

Foram enraizadas brotacdes cultivaidagitro utilizando-se o meio MS
com a adicdo de 1,0 pmof'lde STS, em seguida o pH foi ajustado em 5,8 antes
da autoclavagem a 120 °C. Apés 30 dias as brotaedesizadas foram
aclimatizadas utilizando-se trés diferentes sutmstravermiculita, substrato
comercial Plantmax® e uma mistura (vermiculita bsstato comercial; 1:1). As
plantas foram mantidas em sala de crescimento empearatura média de 25 +
2 °C. Decorridos 30 dias, foram avaliadas as taeasobrevivéncia, a massa

fresca e seca (g) e o incremento ao comprimentpldatas (cm).
3 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram conduzidos em delineamenteiramente
casualizado, com 20 repeticdes, sendo cada repeticstituida por um tubo de
ensaio contendo um explante. Os dados experimeftesn submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas téode F de Tukey, com 5%
de probabilidade, utilizando-se o software WinStatSistema de Andlises
Estatisticas para o Windows, verséo 1.0 (MACHADONCEICAO, 2005).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Estabelecimentan vitro

Para o estabelecimenito vitro, foi realizado experimento de germinagéo

comparando trés tipos de explantes.
4.1.1 Germinagadn vitro

A maior porcentagem de germinacdo ocorreu utilpasomente o
embrido zigético como explante, atingindo 100% dengnacao (Figura 1).
Nesse caso, a emergéncia iniciou no oitavo dia apdsoculacdo. Melo e
Seleguini (2013) obtiveram primeiro a germinacéo etobrido deCarica
papaya quando foi removida a sarcotesta destas semdigts pesquisadores

relataram que a presenca deste envoltério afettimemente a germinacao.

100 ~

80

60

40

Material vegetal germinado (%o)

c

Semente inteira Sem tegumento Embrido zigotico

Figura 1 Porcentagem de germinacao (%) em diferentes tip@xplantes de
Vasconcellea quercifoliapés 30 dias



39

Foi observada diferenca significativa das sementesy e sem
tegumento a qual nenhuma semente com tegumenteeapra germinagéo e
somente 20% das sementes sem tegumento germinaram.

Uma baixa taxa de germinacédo (1 a 3%) das semeéntpsercifoliafoi
também verificada por Gerber et al. (2014) no edtalimentoin vitro com
diferentes concentragdes de GAcido giberélico). Estes autores afirmam que
tais resultados ocorrem devido & presencga da sataotQue apesar de ter sido
realizada a lavagem das sementes em Agua coriadte fouve presenca de
sarcotesta, mesmo em pouca quantidade. Esta marim@nove a germinacao
lenta e desuniforme das espécies da familia Caadeacsendo uma barreira
mecanica para entrada de agua no interior das $esnéhOPES, 2009;
TOKUHISA et al., 2007).

4.2 Inducéo de brotacdes

Para a inducdo de brotacdes foi observada difaresignificativa
(p<0,05) entre diferentes concentracfes do BAP entcdelaao numero e
comprimento de brotacdes (Figura 2A e 2B, respactante). O maior nimero
de brotacdes foi observado com 10 umdlde BAP que apresentou melhor
resultado nesta varidvel, com 3,9 brota¢cfes pdastg

O maior comprimento de brotagbes foi observado &onpumol L' de
BAP apresentando melhor resultado nesta varideel, ;29 cm de comprimento
por brotacdo (Figura 2B). Os resultados obtidos ogmnesente trabalho diferem
com os resultados apresentados por Mumo et al3)20&balhando corGarica
papaya verificando que altas concentracdes de BAP namrdaeram o
crescimento das brotacdes, quando comparados deas oitocininas.

O maior numero de folhas foi observado com 10 u_rﬁdb BAP, com 4,6
folhas (Figura 2C). Nos estudos de Lima et al. T2@®m horteld verdevienta

viridis L.), ndo foi verificado o incremento significativio nimero de folhas em
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funcdo do aumento das concentra¢des de BAP. Rirsslianelhante foi observado
por Vidal, Diniz e Silva (2013), os quais obsergara tendéncia de reducdo no

numero de folhas por brotacdo, com o aumento dzenbtacao de BAP.
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Apesar de ser relatada na literatura a possibiédatk que
concentracfes maiores de citocininas, em meio diiray apresentaram
potencial negativo para o desenvolvimento de bfa¢GEORGE; HALL;
KLERK, 2008), emV quercifoliafoi observado que a maior concentracdo
de BAP utilizada induziu a ocorréncia de maioreardidades de brotacdes
por explante. Este resultado corrobora com a afifmade Cheng et al.
(2013), os quais relataram que a baixa concentrdedauxina combinada
com a alta concentracao de citocinina pode facifittnducao de brotagdes.

Concentracfes elevadas de citocinina podem inar&na atuacao
da citocinina oxidase, impedindo a atuagcdo desteéoio sobre a divisao
celular e, consequentemente, a inducdo de brotagdes concentracles
de citocininas também podem apresentar efeito toxéaracterizando-se
principalmente pelo baixo nimero de brotac8es, famanto demasiado e
falta de alongamento das hastes, reducdo do tamatdw folhas,
encurtamento dos entrends, engrossamento exagedado caules e
vitrificacdo generalizada, o que leva a sérios |[molas na fase de
enraizamento (SANTOS SEREJO et al.,, 2006). Enttetam&o foi
verificado nenhum efeito téxico nas brotac6esvdsconcellea quercifolia
ou seja, a adicao de BAP durante a multiplicagaeitro desta espécie nao
foi prejudicial no cultivain vitro.

4.3 Estudo do etileno no cultivan vitro

Para o estudo do etilenin vitro, foram realizado experimentos de
inibicdo de etileno, tipos de vedacfes e quantiicado etilenan vitro
utilizando cromatografia gasosa.
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4.3.1 Inibicdo do etilenain vitro

Foi observada diferenca significativa nas vargveomprimento do
explante (p<0,0001) (Figura 3), namero de folhasle® (p = 0,009) e ndmero
de folhas amarelas (p = 0,0013) (Figura 4), confodemonstrado na figura 5.
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Figura 3 Comprimento do explante (cm) obtidas com brotacdesV.
guercifolia cultivadas por 30 dias em meio MS, acrescido por
diferentes concentracbes de AgNO
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V. quercifoliacultivadas por 30 dias em meio MS, acrescido por
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Figura 5 Aspect'o dos explantes gfe.quercifoliamantidos Lpor 30 dias em meio
MS, acrescido por diferentes concentracbes de Ag{u@nol L'l).
Barra = 1,0cm

Os explantes cultivados em meio de cultura conufal L* de AgNQ
apresentaram maior comprimento de parte aérea @)l Neste mesmo
tratamento o material vegetal apresentou maior nume folhas verdes com a
média igual (2,1) e o menor nimero de folhas amsarél,1), como pode ser
verificado na figura 4. Em relagdo a variavel nionde folhas verdes, néo
houve diferenca entre o tratamento com (0,2 {fjnel sem nitrato de prata,
sendo que nos demais tratamentos a presenca olestdiiziu a quantidade de
folhas verdes.

Em relacdo ao numero de folhas, o tratamento queseqtou o maior
numero de folhas verdes foi o de 0,2 pmdbe nitrato de prata e o tratamento
que apresentou maior nimero de folhas amarelasdei20 umol L: de nitrato
de prata. O maior nimero de folhas amarelas podeescdevido a provéavel
acdo tbéxica do nitrato de prata. Nepomuceno ef2807) ao avaliarem dois
tipos de inibidores de etileno no cultiwo vitro de angico, observaram que
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quando utilizaram 10 umol“Lde nitrato de prata no meio de cultura houve um
aumento na quantidade de nimero de folhas.

Ainda em relagdo ao comprimento do explante em&uira utilizacdo
de inibidores da agéo do etileno, resultados caolacwes foram encontrados na
multiplicacaoin vitro deVanilla planifolia (GIRIDHAR et al., 2001), no qual os
autores observaram um efeito positivo da adicad@dgmol L' de nitrato de
prata ao meio de cultura, promovendo o aumentcan@nho das brotacdes.
Goh et al. (1997), durante a micropropagacdo Ghrcinia mangostana
observaram que a adicdo de nitrato de prata enresatoncentracdes (de 10 e
20 pmol LY promoveu um aumento significativo no nimero detds
regenerados. Ozden-Tokatli et @005) observaram que a adi¢cdo de 48 pmol L
! de nitrato de prata proporcionou aumento da frecjgéde formacdo de
brotac6es (83,3%), quando comparado ao tratamentoote.

Tais trabalhos corroboram em relacéo a adigddtdmande prata como
um eficiente inibidor da acdo do etileno, entraeignbssuem discordancia em
relacéo a concentracdo adicionada ao meio de auttamprovando que a agéo
do nitrato de prata varia de espécie para espécie.

4.3.2 Tipos de vedacao no cultivim vitro de brotacbes

Para o teste de tipos de vedagdo foi observadohquee diferenca
significativa na varidvel comprimento do explartequal apresentou o melhor
tratamento utilizando-se vedacéo de aluminio, céaliarde 1,8 cm, conforme pode
ser observado na Figura 6 B. Em relacédo as vasiavémero de folhas verdes e
nimero de folhas amarelas ndo houve diferencafis@ivia entre os tratamentos
para folhas verdes (Figura 6C). Entretanto nawelridimero de folhas amarelas foi
possivel observar que utilizando filme plasticampa de polietileno, as maiores

médias obtidas foram 0,9 e 0,8, respectivamengerg6 C).
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Figura 6 Aspecto dos explantes (A), comprimento do expléBjenumero d folhas
verdes e amarelas (C) e presenca de raiz (DJ. dpiercifoliacultivadas
por 30 dias em meio MS, utilizando diferentes védacBarra = 1,0cm

Resultados semelhantes foram encontrados por Bareteal (2007), o
qual testando diferentes tipos de vedacéo no ouhivitro de Thymus vulgaris
L., em que plantas cultivadas com filme plastico lkeoammenor eficiéncia devido
ao acumulo de etileno no tubo de ensaio.
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Para a variavel presenca de raiz, foi possivelreasgue houve maior
presenca destas no tratamento com vedagdo de @Jgedéo-se obtido 65% de
explantes enraizados (Figura 6 D). Segundo TaigigeZ (2009), o crescimento
das raizes € promovido por concentracfes baixastimo e inibido em
concentracdes mais elevadas deste gas. Este desatirobora com o obtido
por Bandeira et al. (2007), em que obtiveram mai@senca de raizes no
tratamento com vedacdo com algodéo.

O maior comprimento dos explantes cultivados cenagdo com papel
aluminio possivelmente apresentaram melhores aglmdt devido a menor
incidéncia de luz, caracteristica deste tipo deagéd, possivelmente ocorrendo
0 estiolamento do caule do explante, corroboramdo &s afirmacfes de Taiz e
Zeiger (2009).

A utilizacdo da vedacdo dos frascos com algodapgocionou maior
aeracgdo no interior do frasco, permitindo maiocdrgasosa entre 0 ambiente
interno e o ar atmosférico. Ja quando se utilizeepaluminio, ha a diminuicéo
da incidéncia de luz no interior do tubo de ensai@onsequentemente o
estiolamento do explante. Vedacdes herméticas dibmme plastico, aumentam
0 acumulo de etileno no interior do frasco. Estes, garoduzido pelo
metabolismo das plantas, cujas fun¢des sdo coad@erreguladoras do seu
crescimento, pode ser prejudicial a planta, qugrdduzido em excesso. Esta
toxicidade leva ao desenvolvimento anormal dasa®lbonforme pode ser
observado na figura 6A.

Estes resultados sdo semelhantes com os encanpad®ibeiro et al.
(2007), os quais realizaram o teste de diferergdagdes no cultivim vitro de
Melissa officinalise os melhores resultados obtidos neste trababimamf

utilizando o aluminio como tipo de vedacéo.



47

4.3.3 Quantificagdo do etilendn vitro por cromatografia gasosa

A espécie V. quercifolia apresenta senescéncia foliar, porém, o
incremento de STS ou AgNQeduz a ocorréncia deste amarelecimento foliar.
Estes autores estudaram diferentes concentrac@ESlao meio de cultura MS
com a espéci¥. quercifoliacultivadain vitro.

Para quantificacdo do etileno durante o cultivvitro V. quercifolia,
inicialmente construiu-se a curva padréo (Figuraofh adigbes sucessivas de
etileno, observando-se uma linear crescente ent@neentracdo e a area dos
picos. Os valores obtidos na quantificacdo do retileem suas respectivas
amostras, podem ser observados na Tabela 1.

2500000

2000000
y =12350x-12248
g 1500000 R2=10,9931
< 1000000
500000
0
0 20 40 60 80 100
ul de etileno

Figura 7 Curva analitica com adi¢des sucessivas de etf|enp

Tabela 1 Resultados das injeces das amostras de gadediorimos frascos
contendo explantes 8asconcellea quercifoliam diferentes tratamentos

Amostra Area Concentracao (uL) %
MS (controle 3607,6( 0,00509!
STS (inibidor 2809,8( 0,00396! 22,12

ACC(precursol 4958,0! 0,00700! 37,3¢

Portanto, a partir dos resultados obtidos, compsava eficiéncia do
tiossulfato de prata na inibicéo da sintese deretidevido a sua alta mobilidade

nos tecidos vegetais. A dissociacdo do complex@dn&d prata do STS



48

provavelmente precede sua interferéncia nos siidgacao do etileno (VEEN;
OVERBEEK. 1989), promovendo a interrupgdo de sé@aggroporcionando um
cultivo in vitro com maior eficiéncia deasconcellea quercifoli@Anexol).

O tratamento suplementado com ACC apresentou 3B4ftais de
etileno quando comparado com o tratamento confsol@ente com meio MS).
J& o0 meio suplementado com STS apresentou 22,1#nasnde etileno que o
tratamento composto apenas por meio MS.

Resultado semelhante foi encontrado em um estalizado com cana-
de-agucar, no qual foi utilizado ACC e AVG (amirmetinilglicina, um
inibidor da sintese do etileno), a fim de quardifietileno, verificando-se menor
quantidade deste horménio no meio contendo AVG HRS; NAILWAL,
2014). Desta forma, assim como no presente trapa#igies autores

comprovaram a agéo do inibidor da sintese do etib@ncultivoin vitro.

4.4 Aclimatizacdo

Na fase de aclimatizagéo, foram observadas difagesignificativas em
todos os parametros de crescimento analisados.oSandnaior taxa de
sobrevivéncia 93%, utilizando o substrato Plantffrégura 8 A). Esse resultado
possivelmente ocorreu devido ao Plantmax apresersgatagem pela sua
uniformidade de composi¢cdo quimica e fisica, difemmente do que pode
ocorrer com o solo e distintos materiais organiossguais podem variar muito
nas suas caracteristicas (SKREBSKY; NICOLOSO; MAINER, 2006).
Corroborando com o que foi observado no presemtealtno, estes autores
durante a aclimatizacédo &faffia glomerataconcluiram que o substrato menos

eficiente foi a vermiculita, sendo o Plantmax osmacomendado.
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Figura 8 Sobrevivéncia (A), nimero de folhas e numero de IB),
comprimento da maior raiz e comprimento da pla@y (nassa
fresca e massa seca (D) \dequercifoliacultivadas por 30 dias em
diferentes substratos.

Em relacdo ao comprimento da parte aérea (FigG)ae numero de
folhas (Figura 8B), as maiores médias ocorreramndpiaas plantas foram
aclimatizadas ensubstratos de Vermiculita e Plantmax (1:1), 5,6 &€rb,2
folhas, respectivamente. Plantas aclimatizadasenaigulita apresentaram os

menores valores para o nimero de raiz (FiguraBBgrmiculita foi o substrato
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menos eficiente, provavelmente devido aos grandpaces existentes nesse
material, o que dificulta a aderéncia do explawoi@emdo causar a sua morte.

Estes resultados corroboram com os obtidos dueaadimatizacéo de
plantas do porta-enxerto de macieira, em que Hofifn& al. (2001) concluiram
que o substrato menos eficiente foi a vermicubendo o Plantmax o mais
recomendado para o crescimento de raizes, entretantrelacdo a parte aérea
sao discordantes, pois estes autores obtiveranomelédia de crescimento da
plantula também utilizando somente Plantmax.

Em relacdo a massa fresca e seca, as plantas guangeeram em
substrato Plantmax e Vermiculita e Plantmax (ldpresentaram maiores
médias (0,3; 0,05 e 0,31g respectivamente) (Fi@raEstes resultados séo
concordantes com o0s encontrados na aclimatizacdoraigideas, sendo a
obtencdo de melhores resultados quando foi utdizadsubstrato Plantmax
(VILLA et al.,, 2007). Assim como nas demais varidyea vermiculita
apresentou a menor média, comprovando pouca dfiaiGfeste substrato na

aclimatizacdo d¥. quercifolia.
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5 CONCLUSAO

A utilizacdo de embrides zigoéticos mostrou-se meficiente no
estabelecimentin vitro deV. quercifolia.

A adicdo de 7,59 pmol L de BAP é recomendada para
multiplicacaoin vitro.

A vedacdo com papel aluminio é indicada no cultivatro.

O AgNO; mostrou-se eficiente na inibicdo do etileno, pmiddo
plantas com presenca de raizes.

A quantificacdo de etileno por cromatografia gasusafirmou a acéo
de STS como inibidor.

O substrato Plantmax® promoveu maior sobrevivédagplantas.



52

REFERENCIAS

BANDEIRA, J. M. et al. Diferentes tipos de vedacdes frascos e
concentracdes de sacarose na micropropagacBuoydsus vulgarit. Revista
Brasileira de Biociéncias Porto Alegre, v. 5, supl. 2, p. 472-474, 2007.

CHENG, Z. L. et al. Its from the regulation of @kinin biosynthesis by auxin
response factoRlant Physiology,Minneapolis, v. 161, n. 1, p. 240-251, Jan. 2013.

COUTO, M.; OLIVEIRA, R. P.; FORTES, G. R. L. Multipa¢&oin vitro dos
porta- enxertos de Prunus sp. ‘Barrier’ e ‘CadmBeVista Brasileira de
Fruticultura , Jaboticabal, v. 26, n. 1, p. 5-7, 2004.

GEORGE, E. F.; HALL, M. A; KLERK, G. Plant propagation by tissue
culture. 3rd ed. Dordrecht: The Background, 2008. v. B29.

GERBER, T.et al. Efeito do Acido Giberélico no potencial gérativo in vitro
de sementes de Carica quercifolia (St. Hil.). Hie(€aricaceaeBcientific
Electronic Archives, v. 5 p. 28-33, 2014.

GIRIDHAR, P. et al. Silver nitrate influencesvitro shoot multiplication and
root formation invanilla planifolia Andr. Current Science Columbus, v. 81,
n. 9, p.1166-1170, 2001.

GOH, C. J. et al. The role of ethylene on directodlbud regeneration from
magosteenGarcinia mangostand.) leaves culturedh vitro. Plant Science
Limerick, v. 124, p. 193-202, 1997.

HOFFMANN, A. et al. Efeito de substratos na aclizetéo de plantas
micropropagadas do porta-enxerto de macieira “nakaido”. Ciéncia e
Agrotecnologia Lavras, v. 25, n. 2, p. 462-467, 2001.

KINUPP, V. F.; LORENZI H.Plantas alimenticias ndo convencionais
(PANC) no Brasil. Sdo Paulo: Instituto Plantarum, 2014. p. 768.



53

KONNO, K. et al. Papain protects papaya trees fnenbivorous insects: role of
cysteine proteases in latéX¥ant Journal, Oxford, n. 37, p. 370-378, 2004.

LIMA, C. S. M. et al. Influéncia de fitorreguladareo crescimentm vitro de
partes aérea ddentha viridis Revista Brasileira de BiociénciasPorto Alegre,
v. 5, supl. 2, p. 669-671, 2007.

LOPES, A. W. P. et al. Estadio de maturacao dofeutso do acido Giberélico
na germinagdo de sementes de mamoRewista Agropecuéria Tropical,
Goiania, v.30, p. 278-284, 2009.

MACHADO, A. A.; CONCEICAO, A. RWinStat: sistema de andlise estatistica
para Windows: versdo Beta. Pelotas: Universidadergkde Pelotas, 2005.

MELO, A. P. C.; SELEGUINI, A. Estadio de maturagiofrutos e remocgéo
fisica da sarcotesta na producdo de mudas de m@oawnicata Scientiae,
Bom Jesusv. 4, n. 1, p. 20-25, 2013.

MISHRA, S.; NAILWAL, R. C. Plant In vitro study able of ethylene during
tillering in sugarcaneSugar Tech Heidelberg, v. 3, n. 16, p. 255-263, 2014.

MUMO, N. N. et al.In vitro regeneration of selected Kenyan papayarica
papayal..) lines through shoot tip culturéfrican Journal of Biotechnology,
Nairobi, v. 12, n. 49, p. 6826-6832, dez. 2013.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. Arevised médium for ragjcbwth and
biomassay with tobacco tissue cultufesysiologia Plantarum Copenhagen,
v. 15,n. 3,p. 473-479, 1962.

NEPOMUCENQO, C. F. et al. Controle da abscisao faianorfogénesm
vitro em culturas dAnadeqanthera colubringVell.) Brenan var. cebil
(Griseb) AltschulRevista Arvore, Vigosa, MG, v. 31, n. 5, p. 967-975, 2007.



54

OZDEN-TOKATLI, Y. et al.In vitro response of pistachio nodal explants to
silver nitrate. Scientia Horticulturae, Amsterdam, v. 106, p. 415-426, 2005.

PASQUAL, M. et al. Inducao de calos em anterasadé €offea arabicd..)
cultivadagn vitro. Ciéncia e Agrotecnologialavras, v. 26, p. 71-76, 2002.

RIBEIRO, M. V. et al. Concentragfes de sacaro§eos tle vedacao no cultivo
in vitro deMelissa officinalisL. Revista Brasileira de BiociénciasPorto
Alegre, v. 5, p. 843-845, jul. 2007. Supl. 2.

SAINI, S. et al. Auxin: a master regulator in plambt developmeniThe Plant
Cell, Rockville, v. 32, n. 6, p. 741-757, 2013.

SANTANA, J. R. Fet al. Estimulo do comportamento fotoautotréficaadte o
enraizament vitro deAnnona glabra.., |. Desenvolvimento do sistema radicular e
da parte aére&iéncia e AgrotecnologialLavras, v. 32, n. 1, p. 80-86, 2008.

SANTOS-SEREJO, J. A. et al. Meios nutritivos pararopropagacéo de
plantas. In: SOUZA, A. S.; JUNGHANS, T. Gitroducéo a
micropropagacao de plantasCruz das Almas: Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical, 2006. p. 80-98.

SKREBSKY, E. C.; NICOLOSO, F. T.; MALDANER, J. Sulstos na
aclimatizacdo defaffia glomeratgSpreng) Pedersen produzidavitro sob
diferentes doses de sacar@éncia Rural, Santa Maria, v. 36, n. 5, p. 1416-
1423, set./out. 2006.

TAIZ, L.; ZEIGER, E.Fisiologia vegetal4. ed. Vicosa, MG: UFV, 2009. 220 p.
TOKUHISA, D. et al. Compostos fendlicos inibidores da germinagéo
sementes de mamaddrica papayd..). Revista Brasileira de Sementes

Brasilia, v. 29, n. 3, p. 180-188, 2007.

TORRES, M. J. et al. Characterization of the prigteansystem present in
Vasconcellea quercifolisatex,Planta, Berlin, v. 236 p. 1471-1484, 2012.



55

VEEN, H.; OVERBEEK, J. H. M. The action of silvdridsulphate in carnation
petals. In: CLIJSTERS, H. (EdBiochemical and physiological aspects of
ethylene production in lower and higher plants Dordrecht: Kluwer, 1989.

p. 109-117.

VIDAL, F. R.; DINIZ, J. D. N.; SILVA, F. P. Multigtac&oin vitro de plantas
juvenis de mamoeird?esquisa Agropecuaria Trojical, Goiania, v. 43, n. 1,
p. 64-70, jan./mar. 2013.

VILLA, F. et al. Influéncia de substratos altermasi na aclimatiza¢@o de orquideas.
Revista CeresVigosa, MG, v. 54, n. 316, nov./dez. 2007. p.-504.



56

ANEXO

Cromatogramas
Quantificacéo do etilenain vitro por Cromatografia Gasosa
Os cromatogramas referentes a quantificacdo metcom brotacdes

de Vasconcellea quercifoliacultivadas in vitro podem ser observados nas

Figuras 1, 2 e 3.

5.oUY(X10.000
Chromatogram

7.106  3556.9

7.103 5766.5

7.118  3658.3

Figural Cromatogramas das andlises das amostras do ghso et
provenientes do cultivim vitro deVasconcellea quercifoliam meio
MS (A), onde B e C séo repeti¢cdes das andlises
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provenientes do cultivim vitro deVasconcellea quercifoliam meio
MS adicionado de STS (A), onde B e C sédo repetigdesanalises
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ABSTRACT

The Vasconcellea quercifoliad. St.-Hil. is a native species, belonging to
Caricaceae family, which is resistant to Papayay§int Virus that can be used
in plant breeding programs for comercial papayéetias. The objective of this
study was to investigate the influence of silvéoshlfate (STS), an inhibitor of
ethylene action, during thie vitro growth of Vasconcellea quercifolighoots.
Shoots around two inches long were inoculated onnw8ium supplemented
with 20 g L* sucrose, 10 ppm ascorbic acid, @M BA and 1uM IAB. The STS
was filter-sterilized and different concentrati¢fs 0.1, 1, 10 and 106M) were
added to the autoclaved medium. Each treatmenistedsof 10 replicates and
the experiment was performed in duplicate. Afteida@s of culture in a growth
chamber, the following parameters were evaluatéd:infensity of callus
formation, (ii) number of green leaves, (iii) numlaé leaves showing chlorosis,
(iv) explant length, (v) number and (vi) root lengtThe use of STS was
statistically significant regarding callus formatiat the shoots base, shoot
length, number of green leaves, number of rootsrantlength. Higher callus
formation was observed in the absence of STS. Loexg@ants (23 and 18 mm)
were observed in the absence or presence ofud.ISTS, respectively. The
highest STS concentration (100 uM) caused a remtuati the number of green
leaves. The use of 0.1 and 1 uM STS showed betseitts for number of root
(3.8 and 2.3) and root length (67 and 49 mm), respEy. The results show
that ethylene interferes in tlieevitro growth ofVasconcellea quercifoliahoots.

Keywords: Native species, STS, plant tissue culture, in vitvoting, calli
inhibition.
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INTRODUCTION

Papaya Carica papayal.), a native species from Central America, is a
fast-growing arborescent herb. Dioecious and hehmualite cultivars are grown
in many tropical and subtropical countries duehteirt vitamin rich fruits and
their rich papain latex (Drewt al. 2006). Papaya is the best known member of
the family Caricaceae that consists of five gené&arica, Jacaratia, Jarilla,
Cylicomorpha and Vasconcellea (Badillo, 2000). \Gemellea species have
been related to be resistant to Papaya Ringspats¥arm P (PRSV-P) in many
countries (Drevet al. 2006).

There are many diseases of papaya that are coedigeonomically
important, however, the most devastating is PRSBdzides diseases, papaya
also suffers from negative effects of ethylene,hsas loss of color green,
premature wilting (Drewet al. 2005), abscission of flowers and leaves and
accelerated senescence (Bardétsal. 2011), reducing the commercial value of
the fruits.

Silver ion has been used as a non-competitive itohitof ethylene
action (Knee, 1992). It is believed that silverdaact on thiol groups of some
plant cell wall protein or receptor protein located the outer surface of the
plasma membrane, or on proteins that are involvedignal transduction,
suppressing the action of the gas and therefocegasing the organs longevity
(Binderet al, 2007; Taiz and Zeiger, 2009).

The objective of this study was to investigate imguence of silver
thiosulfate (STS), an inhibitor of ethylene actidiying thein vitro growth of

Vasconcellea quercifoliahoots.
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MATERIALS AND METHODS

Nodal segments of approximately 1.0 cm in lengthntaining one
axillary bud, from plants ofasconcellea quercifolimere used.

Explants were inoculated on MS medium (Murashige @koog, 1962)
supplemented with sucrose 20§ sucrose and solidified with 7 g'lagar with
the pH adjusted to 5.8 prior sterilization.

In a laminar air flow bench, the STS was filterrized and added in
different concentrations (0, 0.1, 1, 10 and 10d) to the medium. After
inoculation, the explants were maintained in a ghowom chamber for 30 days
with 16 hours photoperiod under 36nol m?s® irradiance and 25 + 2 °C
temperature. After this period the following paraens were evaluated: (i) the
intensity of callus formation, (ii) number of grelaves, (iii) number of leaves
showing chlorosis, (iv) explant length, (v) numbed (vi) root length.

For each treatment ten replicates were used, eaghcontaining five
tubes and in each tube was inoculated one nodates#tgper tube. Data were
subject to ANOVA using the WinStat 2.0 software ahé averages were
compared using the Tukey test{P.05).
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RESULTS AND DISCUSSION

The use of STS was statistically significant regagatallus formation at
the shoots bas@ & 0.0001), shoot lengtlp( 0.0001), number of green leaves
(p = 0.0231), number of rootp & 0.0001) and root lengtip & 0.0001). Higher
callus formation was observed in the absence of &d6ger explants (23 and
18 mm) was observed in the absence or presencd pM)STS, respectively.
The highest STS concentration (100 pM) caused actiesh in the number of

green leaves (Table 1).

Table 1 Shoot length (SL) at the shoots base, number oferg leaves
(NGL) and callus formation (CF) o¥asconcellea quercifoliaat
different STS concentration after 30 days of celtur

STS (UM) SL (cm) NGL CF
0.C 23203 24+02a 27203
0.1 1.6 £ 0.1 bc 26+0.2a 1.0£0.2b
1.0 1.7 £0.1 ab 2.6 +0.2 ab 1.5+0.2b
10.0 1.0+0.1cd 1.8 +0.2 ab 1.6+0.2b
100.0 0.9+0.1d 1.7+0.2b 0.8+0.1b

Averages (+SE) for each treatment is compared enctilumn. Mean with the same
letters are not statistically different accordinghe Tukey

The use of 0.1 and 1.0 uM STS increased the nuoftr@ots (3.8 and
2.3) and root length (67 and 49 mm), respectiveigyre 1).
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W root ® lenght
30

a
25

Mutmber and root lenght

0.0 0.1 1.0 10.0 100.0
STS (uM)

Figure 1 Number of root and root length of¥asconcellea quercifolia
according to different STS concentration. Bars (t&fh the same
letters are not different according to Tukey test.

The silver thiosulphate (STS), a more mobile forfnthe silver ion, has
its mechanism of action based in binding of thesisitver to proteins that bind
to ethylene (EBPs), the presumed receptor for etleyl (Kumar and
Ravishankar, 2007).

Contrary to that observed Pereira-Netto and McCao@899) on
Hancornia speciosavhere the use of a high STS concentration (5 inkityced
significant increase in the average number of #teranches, we observed that
100 uM STS promoted a toxic effect on the shoatyufe 2; Table 1).

0.0 pM 0.1 pM 1.0 uM 10.0 uM 100.0 pM

Figure 2 Explants of Vasconcellea quircefoliaafter 30 days exposed to
different STS concentration.
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Ethylene is capable of inducing adventitious ramtrfation on leaves,
stems, floral stalk and even other roots, howetrer,production and action of
the gas that directly affect the response of thgaet is positive or negative,
thereby, the environment in which the explants swbjected, provides, in
general, the accumulation of ethylene (NEPOMUCE®GI. 2007; CHAEet
al. 2012). Therefore the increase of 0.1 and 1.0 uM5®S to the culture
medium was statistically better than the othertineats, with the absence of
ethylene and exceeded these concentrations (1A@HdM), since it reduced
the synthesis of the hormone and consequently twinaulation in the
microenvironment.

According to Souzeet al. (2008), the microenvironment within the
culture flasks appears to be a homogeneous, lmuadtually the one responsible
for the variability in the behavior of cultures.this context, the absence of STS
may have promoted lower number and length of radite to the high

concentration of ethylene.
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RESUMO

Vasconcellea quercifolid. St. Hill (Caricaceae) é uma espécie com po&nci
ecolégico, medicinal, nutricional e comercial. Ojetivo neste estudo foi
investigar o efeito da desidratacdo em camara deo fllaminar na
criopreservacdo d¥asconcellea quercifoliaPara a curva de desidratacédo e
germinacdo apoés desidratacdo em fluxo laminar farstmdados nove periodos
de desidratacdo (0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 240, e 300 minutos). A
germinagaan vitro foi realizada em meio MS. Para a aclimatizacdafitizado

o substrato comercial Plantnfagom cobertura de plastico, apés 30 dias foi
realizada avaliagdo da taxa de sobrevivéncia. Napreservacdo foram
estudados quatro periodos de desidratacdo (0,038, 120 minutos) e apés a
avaliacdo, o material sobrevivente foi aclimatizalds dados foram analisados
pelo software STATISTICA 2.0 e as médias foram caragas pelo teste de
Tukey (P< 0,05). O tempo de secagem do embrido afetou adaelsenento
das plantas. A desidratacdo acima de 180 minutostroto uma reducao
significativa em todos os parametros avaliados. @tip de 240min de
desidratacdo, houve 80% de sobrevivéncia na atfiagdio e no tratamento
subsequente com 70% em 300min de desidratacdoat@mento com 30
minutos de desidratacdo apresentou melhor resuliaaoiopreservacao. Todos
0s sobreviventes da criopreservagao aclimatizaram.

Palavras-chave: Conservagéowitro. Aclimatizagcdo. Maméaozinho-do-mato.
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1 INTRODUCAO

A espécie Vasconcellea quercifolia conhecida popularmente como
mamaozinho-do-mato € um fruto alimenticio, contepielos botanicos como planta
espontanea, possuindo importancia econémica ega@I(KINUPP; LORENZI,
2014). Embora utilizados por uma pequena parte afalg;do, estes frutos
apresentam grande potencial nutricional. Além diss@a espécie possui importancia
comercial, sendo utilizada principalmente na indhixtil, farmacéutica, cosmética e
alimentar, possuindo ainda, altas concentracdpstéssio, o qual se apresenta eficaz
para a producao de alimentos dietéticos (GALINDOHEESLLA et al., 2009).

A partir deVasconcellea quercifoli@ possivel realizar a extracdo da enzima
proteolitica papaina, a qual apresenta grande qgigltasfe utilizacdo na industria
alimentar como amaciante de carne e clarificadoedesja. Estudos recentes relatam
alta atividade proteolitica do latex dasconcellea quercifoliam comparagdo com o
latex deCarica papayd TORRES et al., 2012).

Desta forma, assim como outras espécies nativa8sadd, aV. quercifolia
podera perder espaco para a expansao da monoagtirala. Por esta razdo, os
estudos para a multiplicacdo e conservacab deercifoliaapresentam-se como uma
ferramenta extremamente importante para garastini@vivéncia desta espécie.

A conservacao de plantas pode ser realizada pordagdrotecdo do habitat
natural {n sit) ou pelo crescimento de plantas no campo de aygestr
(ENGELMANN, 2011; GONZALEZ-BENITO; MARTIN; VIDAL, 209). Estes
dois métodos de conservacdo de germoplasma samsas& impedem a troca de
material, devido ao risco de contaminagdo, e coresdgmente o desenvolvimento de
doencas (ENGELMANN, 2011), ataque de pragas etdesasiturais (GONZALEZ-
BENITO et al., 2005).

Tais desvantagens tornam a micropropagacdo umenadite viavel,
possuindo maior capacidade propagativa, melhorias corte devido ao
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rejuvenesciment® vitro de plantas reproduzidas em ambiente assépticneedi
patégenos (ANDREU; MARIN, 2005). Além disso, a irditdo deste método
possibilita a obtencdo de um maior nimero de @amtaum curto periodo de tempo,
ocupando uma area fisica menor em comparacdo cométogdos convencionais de
multiplicac&o.

Assim, é possivel salientar que a micropropagagssupalta eficiéncia para
a obtencdo de plantas, entretanto, para o quesitervacao a longo prazo, a melhor
alternativa € a criopreservagdo. Nos Ultimos aests tem representado uma das
técnicas mais promissoras para armazenamento SEGNGELMANN, 2004;
N'NAN et al., 2012). Sendo ainda esta técnica Utemativa para a conservagao de
muitas espécies, em que cada material bioldgicoeregm protocolo especifico
(PANIS; LAMBARDI, 2005; SAKAI; HIRAI; NIINO, 2008).

A criopreservagao caracteriza-se pela conservagdestiuturas vegetais,
como embribes zigéticos ou eixos embrionérios, emperaturas ultrabaixas.
Contudo, antes da criopreservacao é essencialbgderda agua para a prevencao de
lesGes durante o esfriamento, assim como para atengéio da viabilidade pos-
reaquecimento. A desidratacdo pode ser obtidatia gearcamara de fluxo laminar,
silica gel, congelamento lento, pela aplicacaaitisténcias penetrantes crioprotetoras
ou por meio da utlizacdo de técnicas pré-estabdaleqENGELMANN, 2011;
PANIS; SWENNEN, 2005). A remogdo de agua é um pemextremamente
essencial a técnica de criopreservacao, pois, tduraraquecimento, pode ocorrer a
formacao de cristais de gelo a partir do liquidea@elular, conduzindo o material
vegetal a morte celular por meio de um processuistalizac&o ou de recristalizacéo
(MAZUR, 1984).

Ainda néo foram realizados estudos sobre criop@s®o deV. quercifolia
Desta forma, objetivou-se neste trabalho desemvaagorotocolo de criopreservagéo

de embrides zig6ticos Masconcellea quercifoljaisando a sua conservacao.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Germinacéo

Para a germinacéa vitro, foi realizado experimento de teor de agua,
germinacéo e aclimatizacdo comparando diferentésdumes de desidratacao.

2.1.1 Material vegetal

Frutos imaturos dev. quercifola (Figura 1A) foram coletados no
municipio de Lavras, no sul de Minas Gerais, Br@di? 14 'S e 45° 00' W Gr. e
918 m de altitude). Os frutos foram colhidos, laxsad levados para a camara de
fluxo laminar, onde foram imersos em é&lcool 70%wdurante um minuto, em
seguida foram colocados em uma solu¢do de hiptlde sédio 1% de cloro
ativo por 10 minutos e entdo, lavados trés vezeagm estéril. Apds a assepsia
os frutos foram despolpados e as sementes (Fi@)rbodam imersas em alcool
70% v/v por 30 segundos e posteriormente, imersasuma solucado de
hipoclorito de sddio com 1% de cloro ativo por cinminutos. Apés a

desinfestagéo, os embrides foram excisados (Fighya

Figural Fruto imaturo (A), semente (B) e embrido zigo6ti¢G) de
Vasconcellea quercifolidBarra = 0,5 cm (A), 0,5 cm (B), 0,1cm (C)
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2.1.2 Teor de agua

Os embrides zigéticos foram colocados sobre fittpelem placa de Petri e
entdo foi verificado o peso fresco inicial de detbrdes. Em seguida foi realizada a
desidratacéo em fluxo laminar nos periodos de,G®BA.20, 180, 240 e 300 minutos
a 25 °C, a partir de entéo, os embrides foram eenpente secos em estufa a 70 °C

durante 72 horas. Os teores de dgua foram experssmsrcentagem.
2.1.3 Germinacao

Os embrides zigdticos excisados e desidratadasierara de fluxo laminar
por diferentes tempos (0, 30, 60, 120, 180, 2400en3nutos) foram inoculados em
meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado cdhyl-* de sacarose e
solidificado em 7g Ede agar. O pH do meio foi ajustado para 5,8 e ayuidze
realizou-se a autoclavagem a 121 °C durante 2QtasinD material foi mantido em
camara com auséncia de luz durantes sete diasutivise, apos esse periodo foram
transferidos para sala de crescimento & 2%, fotoperiodo de 16 horas e densidade
de fluxo luminoso de 3umol m? s por 45 dias. Para cada tratamento foram
utilizadas trés repeticbes com dez embrides poapla Petri. Apés 30 dias avaliou-
se: germinacdo (%), nimero de folhas verdes, o mmepto da plantula (cm), o
namero de raizes e comprimento da maior raiz (cm).

2.1.4 Aclimatizac&o

Plantas oriundas do processo de germinacao (d#agplde cada tratamento)
foram transferidas para tubetes com substrato cahBtantmaX com cobertura de
saco plastico transparente. As plantas foram nantidh sala de crescimento com
temperatura média de 25 + 2°C. Nas duas primeiraarsas foram realizados cortes
laterais do saco plastico, e na terceira semaaat@arte superior foi retirada. Apds
30 dias foram avaliados, sobrevivéncia, o numerofaileas e de raizes, o
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comprimento das plantas (cm), o0 comprimento dapraizipal (cm) e o peso fresco e

seco (mg).
2.2 Criopreservacéo

EmbriGes zigéticos (30 por tratamento) foram é&ktmde frutos imaturos e
desidratados nos periodos de 0, 30, 60 e 120 mjruataforme descrito no tépico 1.3.
Os embrides foram colocados em criotubos de 2 mlwuma gota de PVSPlkant
Vitrification Solution 2, solu¢cdo composta por 30% de glicerol (p/v), Heetileno
glicol (p/v) e 15 % de DMSO (p/v) (SAKAI; KOBAYASHIOIYAMA, 1990). Em
seguida, foram imersos em Nitrogénio Liquido (Nby B0 minutos. Os materiais
foram reaquecidos em solucio de descarregamentgé@ode 0,4 mol T de
sacarose em meio MS) por 45 minutos em temperaorhiente. Apos o
reaquecimento, os embrides criopreservados foramaulados em meio MS
suplementado com sacarose (0,3 md durante 24 h, e mantido em sala com
auséncia de luz, em seguida foram transferidosamnaio MS suplementado com
sacarose (0,09 mol').e mantidos na auséncia de luz por seis dias. égtéperiodo,
os embrides foram transferidos para a luz em uopdotodo de 16 h,a25+2 °C e
densidade de fluxo luminoso de @®ol ni’s* por 30 dias. Os parametros avaliados
foram porcentagem de embrides germinados e regeserApds a avaliagdo, os
melhores resultados foram aclimatizados de acomim @ metodologia de

aclimatizacéo descrita no topico 1.3.1.

2.3 Andlise estatistica

O delineamento foi inteiramente casualizado eadesiforam submetidos a
analise de variancia, as médias quantitativas faraiisadas por
regressao e as qualitativas pelo teste de Scott-#&B86 de significancia, utilizando o

software estatistico (Statsoft).
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3 RESULTADO E DISCUSSAO
3.1 Teor de agua

Os embrides zigbticos demonstraram um teor indBadgua de 91% e a
partir de 30 minutos de desidratacdo ndo houveagsiggphificativa no teor de
agua permanecendo 88%. Este alto teor de aguaspod@splicado pelo grau de
maturidade a qual se encontrava os frutos (imatupass a perda de agua e o
teor de agua inicial variam de acordo com a maddeddos frutos e sementes,
sendo os frutos imaturos com maior teor de aguaA@{, OBENDORF;
PRITCHARD, 2002). No presente trabalho, a escolkafrditos imaturos,
ocorreu devido a maior facilidade de excisédo dosri&ms.

3.2 Germinacao

Apds 45 dias de cultivin vitro dos embrides zigoticos, foi observado
gue os diferentes tempos de desidratacdo em c@mdiao laminar afetaram o
desenvolvimento das mudas &k quercifolig porém, houve alta taxa de
germinagdo. Com o aumento do periodo de desidmtabiervou-se um

decréscimo nas médias das variaveis avaliadasréRju
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e comprimento de raizes (C) de embride¥ dquercifoliagerminados
em diferentes periodos de desidratacdo em caméwxal&minar

Observou-se também que o ndamero de folhas foidifgtalo aumento
do tempo de desidratacdo (Figura 2B). Os periodomaade 180 minutos
causaram a diminuicdo do numero de folhas (Figur&® relacdo ao nimero
médio de raizes formadas, o tempo de até 120 nsind® desidratacdo
apresentaram melhor formacdo destas (Figura 2Qulfado discordante foi
obtido com embribes da espé8igrsonima intermediao qual periodos acima

de 240 min de desidrata¢do em fluxo laminar nadndifram a porcentagem de
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germinagdo (SILVA et gl 2014). Em contraste com os resultados encontrados
por esses autores, observou-se um decréscimo esidgsgparametros avaliados,

mostrando uma maior sensibilidade desta espécie.

Figura 3 Comparacdo entre embrides Wasconcellea quercifolijue néo
foram desidratados e embrides que foram desidmtado 300
minutos em camara de fluxo laminar apos 15 diats iBeicando a
regido apical da plantula. Barra = 3,0 cm

Os embrides expostos aos maiores periodos emaa@mdiuxo laminar
(a partir de 180 minutos) apresentaram plantasdesanvolvimento anormal.

Apesar da perda de agua ao longo dos 300 minufws ger
estatisticamente significativa (3,3%), verificouepge, devido ao alto contetido
de agua inicial (91%) e a imaturidade dos embriés& perda de agua é um
fator relevante.

Conforme pode ser observado na figura 3, as pamavenientes de
embriGes zigéticos expostos por 300 minutos em @rda fluxo laminar,
apresentaram folhas menores e esbranquicadagrdéarente das plantas ndo
desidratadas (controle). Entretanto, na regido steenatica nao foi observada
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anormalidade constatando-se que os cotilédonesrpteteprotegido a regido
meristematica durante a exposicdo em camara de [fxinar.

Além disso, a perda de agua durante a desidratdgdoembribes
zigéticos provavelmente ndo afetou a regido mengtiea devido a presenca de
apenas microvacuolos, visto que estes sao resagayM armazenar a maior
parte da agua presente nas células (TAIZ; ZEIGBR9R

3.3 Aclimatizacdo

Ap6s 30 dias de aclimatizacdo todas as plantagmaittadas
sobreviveram, entretanto as plantas oriundas deriéesh que ndo foram
desidratados apresentaram melhor crescimento afidsatizacdo. De modo
geral, os tratamentos com 30, 60 e 120 minutoseda&lthtacdo apresentaram
os melhores resultados para todas as variaveisgsadas. Em relacdo ao
comprimento da parte aérea, os tratamentos de6B0nginutos apresentaram
melhores resultados, 7,8cm e 6,8cm, respectivan{eéigara 4A). Quanto ao
numero de folhas, o tratamento de 30 minutos (RigiB) foi o melhor,
apresentando como média 3,9 folhas, em relacadla®m e comprimento
de raizes 30, 60, 120 minutos foram os melhordanr@ntos tendo como
médias (5B).
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3.4 Criopreservacao

A maior taxa de sobrevivéncia foi observada neéatn@nto que o0s
embriBes foram criopreservados apoés a desidrafad®0 minutos em camara
de fluxo laminar, resultando na taxa de sobreviiéde 53% (Tabela 1). A
falta de germinacdo em alguns embrifes criopredesvpode estar associada a
inviabilidade dos cotilédones e plimula, como hdiibes e radiculas (WEN;
WANG, 2010).

Tabela 1 Porcentagem de plantas \dasconcellea quercifoligue sobreviveram a
criopreservacao (direita) e aclimatizacdo apopmEservacao (esquerda)
em diferentes periodos de desidratacao

Criopreservagéo Aclimatizacéo
Tempos d¢
desidratacéo (min) Plantas (%) Plantas (%)
0 0 0
30 53 53
60 10 10
120 3 3

Como pode ser observado na Figura 5 apdés 15 e &) diUnico
tratamento que ndo foi desidratado antes da ceepracdo (controle) nao
revelou qualquer sobrevivente havendo um poucadiaula desenvolvida. Nos
outros tratamentos (30, 60 e 120 minutos), a réalidesenvolveu e apés,
gradualmente, a parte aérea em alguns embridesnfbtde desidratacdo mais
elevado mostrou desenvolvimento lento da parte aaéee também menor

coloracao verde do caule e folhas.
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Figura 6 Retomada do desenvolvimento dos embriGegasdeoncellea quercifolia
desidratados por diferentes periodos e criopretes\apds 15 (acima) e
30 (abaixo) dias ap6s a criopreservacéo. Barra enf,
Plantas provenientes de embrides desidratadosmreservados foram
aclimatizadas e apés 30 dias observou-se que 18096hievivéncia. Plantas de

V. quercifoliadesenvolvem um bom sistema radicular. Este devenselos
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principais fatores que contribuiram para essdtesfy uma vez que a formacao
de raizes € o passo fundamental para o sucesstirdatizacao.

Na Figura 6 é possivel observar a aparéncia dasggl provenientes da
criopreservacdo de embrido apés 30 dias de achiagdid (100% das plantulas
aclimatizadas sobreviveram). Conforme pode-se wvbhsetodas as plantas

apresentaram folhas expandidas e desenvolvimeditutar.

Figura 7 Aspecto de planta oriunda de embrido criopreserded/asconcellea
quercifoliaapds 30 dias de aclimatacéo. Barra=1,0 cm

Todas as plantas oriundas do experimento de esepracdo
apresentaram como principal caracteristica, umaalagtabilidade, saindo da
sala de crescimentan(vitro) e continuando seu desenvolvimento em sala de
aclimatizacdo (meiex vitrg) (Tabela 1).

Esta caracteristica dé& quercifoliaé importante, pois esta Ultima etapa
da micropropagac@o é muito delicada e crucial, deewh vista que plantas
provenientes do cultivdn vitro possuem caracteristicas como baixa taxa
fotossintética, estbmatos nao funcionais e folrelgadlas, as quais dificultam
este processo de aclimatizacdo, sendo um estréssgapsplantio (COUTO;
WAGNER JUNIOR; QUEZADA, 2003).
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4 CONCLUSAO

O tempo de desidratacdo do embrido afeta o delsénento das
plantas.

Os periodos de desidratacdo acima de 180 minutmstranam uma
reducdo em todos os parametros avaliados.

Embrides desidratados por 30 minutos apresentamaiores taxas de
sobrevivéncia ap0s a criopreservacao.

Todos os sobreviventes da criopreservagéo acliarath com sucesso.
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CAPITULO 4

Uso da técnica de desidratacdo em silica gel naapreservacédo de embrides
zigoéticos deVasconcellea quercifolidd. St. Hill (Caricaceae)

Revista Acta Horticulture
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RESUMO

Vasconcellea quercifoli@ uma espécie nativa, pertencente a familia Garéen
gue apresenta resisténcia ao Virus da Mancha A(leR&V) do mamoeiro e
pode ser utilizada em programas de melhoramentetalede espécies do género
Papaya além disso, a espécie produz grande quantidagapmina. Objetivou-
se verificar a influéncia da desidratacdo de ersbridurante a germinac#o
vitro e criopreservacao dé quercifolia Para estudar a germinacgéo, os embrides
foram excisados e posteriormente desidratados lera s diferentes periodos
(0, 20, 40, 80 e 100 minutos), em seguida inocslagmn meio MS,
suplementado com 30g’lde sacarose, solidificado com 7¢ tle 4gar e com
pH ajustado para 5,8 antes da esterilizacdo. Randar a criopreservacao, 0s
embriBes foram excisados e posteriormente desitiraitam silica em diferentes
periodos (0, 20, 40 e 60 minutos), em seguida wsezsn NL, reaquecidos em
Recovery Solutior inoculados em meio MS. Apds 30 dias de cultimcsala de
crescimento com 16h de fotoperiodo, temperatur@d2°C e densidade de
fluxo luminoso de 3Gmol m? s?, para germinacao foi avaliado porcentagem de
embries germinados e regenerados comprimento e @érea, nimero de
folhas, nimero de raizes formadas e o comprimeatoaid principal, apés a
aclimatizacdo foram avaliados: sobrevivéncia, cammgmnto de parte aérea,
massa fresca e seca, nimero de raiz e comprimentmalor raiz. Para
criopreservacdo, foi avaliado numero de embrideemigados e plantas
regeneradas. O tempo de desidratacdo do embrioaftesenvolvimento das
plantas. Os periodos de desidratacdo acima de BQtgsi mostraram uma
reducdo em todos os parametros avaliados. Somsrgenbrides desidratados
por 20 minutos apresentaram germinacao ap0s aesenpacao.

Palavras-chaves: Mamaozinho-do-mato. Conseniagétro. Aclimatizacéo.



90

1 INTRODUCAO

O mamaozinho-do-matd/ésconcellea quercifolid. St.-Hil.) € uma
espécie nativa, pertencente a familia Caricaceata [Espécie apresenta
resisténcia ao Virus da Mancha Anelar (PRSV), pddeser utilizada em
programas de melhoramento vegetal de espéciesndoaf@apaya além disso,

a espécie produz grande quantidade de papaina.

A papaina, proveniente do latex do mamoeiro, grdede importancia
econdmica, pois além de ser usada como desbridzstteproteina possui acao
anti-inflamatéria, podendo ser utilizada em diverfses de cicatrizacdo, com
diferentes concentracdes de acordo com o tipo addotela ferida. A papaina
também reduz o pH da ferida, estimulando a prodw@ocitocinas que
promovem a reproducao celular e tornam o meio desisel ao crescimento de
microrganismos patogénicos (FALANGA, 2002).

Tendo em vista as caracteristicas de interessedmico de
Vasconcellea quercifoljan cultivoin vitro € uma eficiente técnica utilizada para
producédo de grande quantidade de material vegetalde contaminantes, em
um curto espaco de tempo e pode ser utilizado analtiplicacdo de espécies
nativas com dificuldades de propagacdo e impoméacbndémica (TORRES;
CALDAS; BUZIOS, 1998).

Além do cultivoin vitro, a conservagdo de material biolégico em
temperatura ultrabaixa (-196°C) em nitrogénio Mgui conhecida como
criopreservacdo, é uma alternativa que permite nmazenamento em longo
prazo mantendo todas as caracteristicas dos eaplantefinidamente. A
criopreservacdo é uma técnica promissora parasemegdo da diversidade de
plantas (REED, 2008).

A maioria dos materiais utilizados na criopreseéiga(suspensdes de
células, calos, meristemas, embrifes), contém wisalets elevadas de agua

intracelular e sdo, portanto, extremamente semsstvdesdes de congelamento
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causadas pela formagdo de cristais de gelo quamgostes a baixas
temperaturas (REED, 2008). As células devem, ent®w, desidratadas
artificialmente para que fiquem protegidas dos darausados pela cristalizacao
da agua. As técnicas empregadas sao classificadasacdrdo com os
mecanismos fisicos sobre os quais se baseiam edié@i®nciadas em
metodologia classica e metodologias contempor§iEdGSELMANN, 2011).
Para a aplicagdo bem sucedida da criopreservag@&oessario que o
material vegetal sobreviva a desidratacdo, e, nguéseia, apds a
criopreservacdo, é essencial haver alta taxa des\dedncia, manutencéo de
caracteristicas bioquimicas, fisiologicas e estidie genética (FONSECA,
FREIRE, 2003). Objetivou-se verificar neste estadofluéncia da desidratacao
em silica gel, na germinac&ovitro e criopreservacdo de embrides zigétidos

quercifolia
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

Frutos maduros d&/. quercifola foram coletados no municipio de
Lavras, no sul de Minas Gerais, Brasil (21° 14 &®00' W Gr. e 918 m de
altitude). Os frutos foram colhidos, lavados e timsmpara a cAmara de fluxo
laminar, onde foram imersos em alcool 70% v / vadtg um minuto, em
seguida foram colocados em uma solucdo de hiptilde sddio com 1% de
cloro ativo por 10 minutos e entdo, lavados tréesem agua estéril. Apds a
assepsia os frutos foram despolpados e as senferdes imersas em alcool
70% v / v por 30 segundos e posteriormente, imeesasuma solucdo de
hipoclorito de so6dio com 1% de cloro ativo por cinminutos. Apés a

desinfestagdo, os embries foram excisados.
2.2 Teor de 4gua

Para determinacado do teor de umidade inicial ddziées zigoticos foi
verificado o peso fresco inicial de dez embribes &guida foi realizada a
desidratac@o em silica gel nos periodos de 0,2®%@} 80 e 100 minutos a 25
°C, a partir de entdo, os embrides foram completéarmecos em estufa a 70 °C

durante 72 horas. Os teores de agua foram expresspsrcentagem.
2.3 Germinacao

Os embrides zigéticos excisados e desidratadossiéioa gel por
diferentes tempos (0, 20, 40, 60, 80 e 100 mindtra)m inoculados em meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 30”glke sacarose e
solidificado com 7g ' de agar. O pH do meio foi ajustado para 5,8 e em

seguida realizou-se a autoclavagem a 121 °C du2@nteinutos. O material foi
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mantido em camara com auséncia de luz durantedseteconsecutivos, apés
esse periodo foram transferidos para sala de oresth a 25- 2°C, fotoperiodo
de 16 horas e densidade de fluxo luminoso dgrd8 m?s™ por 30 dias. Para
cada tratamento foram utilizadas trés repeticoes @ez embrides por placa de
Petri. Apds 30 dias avaliou-se: (i) germinacédo (&xminacéo (embriBes que
desenvolveram parte aérea e radicular), (i) nunterdfolhas verdes, (iii) o
comprimento da planta (cm), (iv) o nimero de rai@gse comprimento da

maior raiz (cm).
2.3.1 Aclimatizacéo

Plantas oriundas do processo de germinacdo (dmzapl de cada
tratamento) foram transferidas para tubetes corstisitb comercial Plantm@x
com cobertura de saco plastico transparente. Aggsddoram mantidas em sala
de crescimento com temperatura média de 25 + 243 dluas primeiras
semanas foram realizados cortes laterais do sastiqu, e na terceira semana
toda a parte superior foi retirada. Apés 30 diaarfoavaliados, sobrevivéncia, o
ndamero de folhas e raizes, comprimento das pldatas comprimento da raiz

principal (cm) e o peso fresco e seco (mg).
2.4 Criopreservagéo

Embriées zigéticos (30 por tratamento) foram dsba de frutos
maduros e desidratados nos periodos de 0, 20, @0 minutos, conforme
descrito no tépico 2.1.3. Os embrides foram colosagin criotubos de 2 mL
com uma gota de PVSXPlant Vitrification Solutiof), solugdo composta por
30% de glicerol (p/v), 15% de etileno glicol (p&)15 % de DMSO (p/v). Em
seguida, os embriGes foram imersos em Nitrogéniguidd (NL) por 30
minutos. Os materiais foram reaquecidosRe&covery Solutiofsolucdo de 0,4
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mol L™ de sacarose em meio MS) por 45 minutos em temparambiente.
ApGs o reaquecimento, os embrides criopreservamtasfinoculados em meio
MS suplementado com sacarose (0,3 nidldurante 24 h e mantido em camara
com auséncia de luz, em seguida foram transferigg® o0 meio MS
suplementado com sacarose (0,09 mdl & mantidos na auséncia de luz por
seis dias. Apés este periodo, os embrides foransfeddos para a luz em
fotoperiodo de 16 h, a 25 + 2 ° C e densidadew® fluminoso de 4@mol m

s’ por 30 dias. Os parametros avaliados foram porgentade embrides

germinados e plantas regeneradas (desenvolveraeagaea e radicular).
2.5 Andlise estatistica

O delineamento foi inteiramente casualizado e aslosl foram
submetidos a analise de variancia e as médias cadgspelo teste de Scott

Knott a 5% de significancia, utilizando o softwastatistico (Statsoft).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Germinacéo

Os embrides zigoticos proveniente de frutos madapyesentaram um
teor inicial de agua de 80% e a partir de 20 mma® desidratacdo ndo houve

queda significativa no teor de agua permanecento(®Fgura 1).

100
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B0
3
g, S0 b
= o b b b b
40 O g
30
20
10
]
Omin 20min 40min B0min 80min 1 00rmin

Tempo de desidratag 3o

Figural Teor de 4gua de embribes \dequercifoliaapds a desidratacéo por
diferentes periodos (minutos) em silica gel

A partir dos resultados obtidos verifica-se que cormaumento do
periodo de desidratagdo ha um decréscimo na geg@tna regeneracdo dos
embrides (Tabela 1). Possivelmente, a baixa solimesia dos embribes ocorre
devido ao estresse causado pela desidratacda pwste das células reflete ao
comprometimento da fisiologia, bioquimica e da l@ltade genética dos
embrides (URBANOVA; KOSUTHECELLAROVA, 2006).

Desta forma, sabendo que a desidratagdo é uma e¢mgssaria para
processos futuros de criopreservacdo, verificoneste experimento que
possivelmente esta técnica poderia ndo ser bendidacem periodos maiores

gue 20 minutos de desidratacéo, pois abaixo destedw, obteve-se menos de
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50% de germinacao e regeneracéo (Tabela 1). OsGEslaxpostos aos maiores
periodos em silica gel (acima de 20 minutos) aptesem queda na
porcentagem de germinacdo e regeneracdo de pl&s@sdecréscimo nestes
parametros avaliados pode ter ocorrido devido dapde agua ter sido drastica
(de 80 para 40% em 20 minutos).

Tabela 1 Porcentagem de embrides zigéticos que germinaramlastas
regeneradas apés diferentes periodos de desidraacailica gel

desigrilrpa%%g?min) Germinagéao (%) Regeneracéo (%)
0 10C a 10C a
20 83 b 76 b
40 46 c 46 c
80 43 c 37 d
10C 23 d 23 €

Apb6s 30 dias de cultivin vitro dos embribes zigéticos, foi observado
gue os diferentes tempos de desidratacdo em g#icafetaram o crescimento
das plantulas d€. quercifolia(Figura 2). Observou-se também que o nimero de
folhas foi afetado pelo aumento do tempo de ddsigia (Figura 2). Os
periodos acima de 20 minutos causaram a diminuigBmimero de raizes
(Figura 3D).

|Ii N

N ‘.go's',; N a v
i) R Bt & -

Figura2 Comparacdo da germinacdo de embridegaseoncellea quercifolia

desidratados em diferentes periodos em silicapg® 80 dias (D).
Barra=0,5cm
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A Comprimento da parte aérea (cm). p = 0.0000
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c
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Omin 20min 40min 80min 100min
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@ Nimero de raizes p = 0.0000
& Comprimento da raiz (¢m) p = 0.0000
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Or'rlﬂn 80|;1in 100min

Tempo de desidratacdo
Figura 3 Comprimento da parte aérea (A), nimero de raizasTgrimento
da raiz (B) de plantas dé quercifoliaapés 30 dias de germinacgéo

provenientes de embrides desidratados por peradaslica gel

Conforme pdde ser observado na figura 2, as plgmagnientes de

embrides zigo6ticos expostos por 20 minutos emasdil, apresentaram folhas
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maiores em comparacdo com os demais tratamentssyvabdo-se que 0s
parametros avaliados foram diminuindo a medida ajumentava o tempo de
desidratacdo. Em relagdo ao nimero médio de ridm@adas, o tempo de até
20 minutos de desidratacdo apresentaram melhoa@ondestas (Figura 2C).
Resultados semelhantes foram obtidos em um tralgalim plumulas de
Quercus roburno qual se observou o efeito de desidratacdo &oa gjel,
verificando que plumulas que foram desidratadasrdar50 minutos tinham
uma reducdo na taxa de sobrevivéncia passandol8%ee cerca de 0%, apds
secagem durante 70 minutos (CHMIELARZ et al., 20&1)liminui¢cdo da taxa
de sobrevivéncia também foi relatada por Scocclail.§2007) que obtiveram
apenas 27% de sobrevivéncia de embrides somatddelia azedarach.., os

quais permaneceram durante quatro horas em sélica g

3.2 Aclimatizacao

Todas as plantas aclimatizadas sobreviveram, tantee as plantas
oriundas de embrides ndo desidratados apresentaratnor crescimento
durante a aclimatizacdo. De modo geral, os trattoraaom 20 e 40 minutos de
desidratacdo apresentaram os melhores resultades tpdas as variaveis
analisadas (Figura 4).

Figura4 Plantas d&/. quercifoliaapds 30 dias de aclimatizagdo provenientes de
embrides desidratados por diferentes periodos lea gél. Barra = 3,0
cm (A), 2,0cm (B), 2,5cm (C), 1,5 cm (D) e 1,0(Eh
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Em relacdo ao comprimento da parte aérea, asaplamiundas de
embrides que ndo foram desidratados apresentardhomresultado, 7,8 cm
(Figura 5A), conforme pode ser observado na figuruanto ao nimero de
folhas, ndo houve diferenca significativa entréraamentos com 0, 20, 40 e 80
minutos de desidratacéo, apresentando médias &8t 2,5 folhas por planta
(Figura 5B). Sobre a variavel peso fresco e sedqu(& 6A), as plantas
provenientes dos periodos de desidratacdo de 2D raiMutos apresentaram
maiores médias de peso fresco (0,34 e 0,289 résueente) e peso seco (0,05
e 0,03g, respectivamente). Em relagdo ao nUmeamprimento de raizes os
tempos e 30, 60, 120 minutos foram os melhoreanrantos como pode ser

observado na figura 6B.
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Figura5 Plantas dé&/. quercifoliaapds 30 dias de aclimatizagdo provenientes de
embrides desidratados por diferentes periodosliemggl. Comprimento
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Figura 6 Plantas dé/. quercifoliaapés 30 dias de aclimatizacdo provenientes
de embrides desidratados por diferentes periodosilara gel. Peso
fresco e peso seco (A), nUmero de raizes e compionake raiz (B)

3.3 Criopreservacéao

A partir dos resultados obtidos, a desidratacaoséita gel por 20
minutos reduziu a umidade dos embribes a cerca @ Hrigura 1),
comprometendo a criopreservacao destes explantesidk taxa de germinacao
foi observada no tratamento o qual os embribesrfardopreservados apos a
desidratac@o por 20 minutos em silica gel resuttaradtaxa de germinagdo de
26% (Tabela 2), seguido pelo tratamento com 40 tménde desidratacdo que

apresentou 16%.
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Tabela 2 Porcentagem de embrides zigoticos dasconcellea quercifolia
germinados e regenerados apds criopreservacaantt) diferentes
periodos de desidratacéo em silica gel

Tempo de desidratagac

(min) Germinagédo (%) Regeneracao (%)
0 0,0 d 0.0
20 26,0 a 6,7
40 160 b 0,0
60 6,7 ¢ 0,0

Entretanto, quanto a regeneracdo, somente o tratacem 20 minutos de
desidratacdo apresentou plantas regeneradas (6386) a criopreservacdo dos
embrides. Possivelmente, esta baixa taxa de regéioerocorreu devido a
complexidade e sensibilidade dos tecidos que cammbembrido, pois de acordo
com Engelmann (2011) esses séo os fatores quantiraitgerminacéo e regeneragao
dos embribes zigéticos de espécies sensiveis dratasio e esfriamento em
nitrogénio liquido. Como exemplo, estas alteragi@srem em diversas organelas
como mitocdndrias, reticulo endoplasmatico e caxopte golgi, comprometendo o
metabolismo do embrido (SERSHEN et al., 2012).

Além disso, os embrifes contém quantidades els\delagua intracelular e
sdo, portanto, extremamente sensiveis a lesGeordgElamento causadas pela
formacé&o de cristais de gelo quando expostos asearmperaturas (REED, 2008). A
exposicao a essas baixas temperaturas tambémmergitaestressante para estes
explantes, podendo causar altera¢des metabdlezessitando condicdes favoraveis
durante o pos-cultivo.

Desta forma, verifica-se que a desidratacéo tesmsgu suficiente para néo
ocorrer a formacao de cristais de gelo no momentmatato do material vegetal com
temperaturas ultrabaixas, mas também deve havimimarde agua para que ocorra a
formacgédo de plantas normais durante a retomadeedeimento, entretanto, devido
ao declinio nos parametros avaliados, sugere-sasaestudos a fim de otimizar o
tempo de desidratacao e as condi¢des de pos-aldtembribes dé. quercifolia
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4 CONCLUSAO

O tempo de desidratacdo do embrido afeta o desemerito das
plantas.

Os periodos de desidratacdo acima de 20 minutosaan uma
reducdo em todos os parametros avaliados.

Somente o0s embrides desidratados por 20 minutosseparam
regeneragdo apoés a criopreservagao.
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