7 JUFLN

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

NADIA ALVES CAMPOS

ESTRATEGIAS PARA CONSERVACAO IN
VITRO DE GABIROBEIRA
(Campomanesia pubescens):

MICROPROPAGACAO, UNIDADES

ENCAPSULAVEIS E CRIOPRESERVACAO

LAVRAS — MG
2014



NADIA ALVES CAMPOS

ESTRATEGIAS PARA CONSERVACAO IN VITRO DE GABIROBEIRA
(Campomanesia pubescens): MICROPROPAGACAO, UNIDADES
ENCAPSULAVEIS E CRIOPRESERVACAO

Tese apresentada a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de P6s-Graduacgéo em
Agronomia/Fisiologia Vegetal, area de
concentracdo em Fisiologia Vegetal, para a
obtencéo do titulo de Doutor.

Orientador
Renato Paiva, Ph.D

Coorientador

Rony Swennen, Ph.D — K.U.Leuven

Supervisor

Bartholomeus J. Panis, Ph.D — Bioversity Intermetio

LAVRAS - MG
2014



Ficha Catalogréfica Elaborada pela Coordenadoria dé’rodutos e
Servicos da Biblioteca Universitaria da UFLA

Campos, Nadia Alves.

Estratégias para conservagéuitro de gabirobeira
(Campomanesia pubescens): micropropagacao, unidades
encapsulaveis e criopreservacédo / Nadia Alves Campbavras :
UFLA, 2014.

109 p. :il.

Tese (doutorado) — Universidadderal de Lavras, 2014.
Orientador: Renato Paiva.
Bibliografia.

1. Crioconservacdao. 2. Propagag@etativa. 3. Semente
sintética. 4. Frutas do cerrado. 5. Myrtaceaenlvérsidade Federal
de Lavras. Il. Titulo.

CDD -634.42




NADIA ALVES CAMPOS

ESTRATEGIAS PARA CONSERVACAO IN VITRO DE GABIROBEIRA
(Campomanesia pubescens): MICROPROPAGACAO, UNIDADES
ENCAPSULAVEIS E CRIOPRESERVACAO.

Tese apresentada a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de P6s-Graduacgéo em
Agronomia/Fisiologia Vegetal, area de
concentracdo em Fisiologia Vegetal, para a
obtencéo do titulo de Doutor.

APROVADA em 12 de marco de 2014.

Dr. Breno Régis Santos UNIFAL
Dra. Fernanda Carlota Nery UFSJ
Dr. Luciano Coutinho Silva UFLA

Dr. Paulo Augusto Almeida Santos UFLA

Renato Paiva, Ph.D
Orientador

LAVRAS — MG
2014



AGRADECIMENTOS

Agradeco em primeiro lugar & Universidade Fedegdlalvras por toda
a minha formacéo profissional, pelas oportunidaglesor me proporcionar
grandes experiéncias profissionais e pessoais.

Ao CNPq pela concesséo da bolsa de estudo duranteso e a CAPES
pela bolsa de doutorado sanduiche.

A KULeuven e a todas as pessoas com quem trabalbk, grande
oportunidade e por tudo que la aprendi, em espemalBart Panis pela
paciéncia, amizade, ensinamentos e contribuicaditia.

Ao Setor de Fisiologia Vegetal da UFLA e a todopadfessores, pelos
ensinamentos, incentivos, troca de experiénciasecbnvivéncia durante todos
esses anos. Também a todos o0s funcionarios quéocata para o bom
andamento daquele setor e por serem sempre tdatyes

Meu agradecimento especial ao meu orientador Rét&dt@, por todas
as oportunidades dadas a mim, pela confianca, timoe@ conselhos que hoje,
com certeza, fazem de mim uma profissional melBaambém pelo exemplo,
gue é a melhor forma de ensinar.

Ao Rodrigo Therezan pela ajuda na conducédo destmaltro, pela
companhia na Bélgica, pelas muitas risadas dada$udms, por me ouvir nos
momentos de aflicdo, enfim, pela amizade em todesamentos.

Ao aluno do Nucleo Rural Lagoinha, Josias, por jnda nas coletas
sempre que necessario.

A todos os meus colegas do Laboratério de CultwaTecidos de
Plantas, pelos bons momentos compartilhados, é&xqmmss trocadas e
aprendizado em conjunto. Especialmente a Tinagmlaade desde o primeiro

momento.



Ao Luciano Coutinho por toda ajuda com o doutorsaladuiche e pelas
dicas de como viver na Bélgica. Além do apoio nagdhs e questdes tedrico-
praticas, amizade e ajuda essencial na conclusae abalho. Pelo exemplo de
profissionalismo e sabedoria.

Ao Diogo por ser sempre prestativo, pelo incentinial e pela
amizade construida nesse tempo.

Aos meus amigos da Fisiologia Vegetal pela amizgela, convivéncia,
ajuda, crescimento mutuo, risadas e lagrimas. Smrésvteria sido bem mais
dificil. A Marilia Mércia e ao Helbert por dividine comigo o peso do pior
momento desse doutorado. Sao0 muitos 0s nomes, ouamEito grata pelos
amigos que aqui fiz, pela convivéncia tdo espexiabr todo apoio que sempre
recebi deles.

Aos “Brasileiros em Leuven” por me acolherem tdmbpelos 6timos
momentos vividos e por serem a minha familia n@iB&l Em especial a minha
grande amiga Leticia por ter sido meu anjo da gukird

Aos meus amigos de Nepré, pela eterna amizadey epocentivo, por
compreenderem as auséncias e fazerem dos reemcantnmentos Unicos.
Especialmente a Mariana pelo companheirismo de dea2d anos.

As grandes amigas que o mestrado me deu, Fabiaeadd® Ingrid,
Cassia, Glacy, Dani e Elizangela, pelos reencofglizes, incentivo, parceria e
amizade para a vida inteira.

A Mel, que esta nessa comigo desde os primeirasopapor partilhar
tantas histérias, tantas experiéncias... pelo apeilo ombro amigo em todos os
momentos, pelo crescimento profissional e pesseaipee compartilhado,
enfim, pela grande amizade que foi iniciada nesszetsidade.

A Patricia e ao Ricardo pelo constante apoio nosientos dificeis. E

principalmente pela amizade, risadas e incentivo.



A minha professora de inglés e amiga Eliany Citiargbr me ajudar
imensamente a conquistar os meus objetivos, pelama, amizade, conselhos
e convivéncia num momento tdo importante.

Para expressar toda a minha gratiddo a minha famitida faltam
palavras. Queria agradecer imensamente ao mepgoaempre me incentivar e
acreditar em mim muito mais do que eu mesma. Ao ime&o Renan, pelo
carinho. A minha irma Lais, por ser muito mais d@ gma irma, ser minha
melhor amiga, companheira, camplice, parceira.tBoenfrentado o medo de
avido e ido me visitar e fazer com que aqueles mtyasdossem os melhores da
temporada no exterior. A minha mée, pelo apoio ridimonal em todos 0s
momentos. Por me ouvir, me acompanhar, me cuidaracolher, enfim, por
tudo. Por ser meu maior exemplo e orgulho na vida.

Ao Zé, Lui, Ned, MaryDjane, Astra, Zick e Bethovpor fazerem a
minha vida sempre mais alegre!

N&o poderia deixar de agradecer a Deus, por meitpechegar até aqui
e por todas as béncdos que recebo e sempre reessirale todas as minhas
falhas.

Ninguém chega a lugar algum sozinho, entdo ficai agumeu
agradecimento a todas as pessoas que passaramiiedavida, deixando licdes
profissionais ou pessoais. Tudo 0 que sou hojeviélal@ essas experiéncias. E
tudo que conquistei tem uma parte de todos vocés.

O meu muito obrigada!



Biografia

Nadia Alves Campos, filha de Gilvania Mello AlvesJedo Vieira
Campos Neto, nasceu em Trés Pontas-MG no dia O&bdede 1985, mas
sempre viveu em Nepomuceno-MG, onde cursou o 1° gréus nas Escola
Abreu Carvalho e Escola Estadual Ernani Vilela Liseformando no 2° grau
em dezembro de 2002. Em fevereiro de 2003, inicieurso de graduacdo em
Ciéncias Biologicas — Bacharelado, na Universidkdeleral de Lavras, se
formando em 2007. Em agosto de 2008 iniciou o cutsomestrado em
Biotecnologia Vegetal pela mesma universidade. @hojde 2010, concluiu o
mestrado e, em agosto do mesmo ano, iniciou o dmdo em
Agronomia/Fisiologia Vegetal sob orientagdo do PMénato Paiva, Ph.D.
Durante o curso de doutorado realizou estagio nateéonal na modalidade
doutorado sanduiche de um ano na K.U.Leven, em dreBélgica, sob
orientacdo do Prof. Rony Swennen e do pesquisaaidrH&nis, onde trabalhou
com micropropagacao e criopreservacao. Concluioubodado em 12 de marco
de 2014.



RESUMO GERAL

A gabirobeira Campomanesia pubescens) € uma espécie frutifera do
Cerrado, que além do potencial para exploracao wismhe apresenta
importantes propriedades medicinais. Como espéatévan do Cerrado, a
gabirobeira, assim como o Bioma ao qual pertenee sofrendo com o
desmatamento e corre o risco de desaparecer. Epsaie possui sementes
recalcitrantes, que ndo suportam dessecacdo e aramento em baixa
temperatura, manejos que sdo a base das metodologiavencionais de
armazenamento e conservacdo da biodiversidade. ciEspé&com essa
particularidade podem ser conservadas por mei@dtcasin vitro, como a
micropropagacdo e a criopreservacdo. Diante digsopjetivo geral deste
trabalho foi desenvolver estratégias que permitamonservacao da gabirobeira
usando técnicas alternativas. Foram testados eopnipagacdo, producdo e
armazenamento de unidades encapsulaveis e crioede de apices
caulinares. Para a micropropagacdo foram testadzsiesnpara inducdo de
brotagbes com diferentes concentragcbes de BAP,oseadomendada a
utilizacdo do MS acrescido de 4,4 uM de BAP. A fdsenraizamento mostrou-
se dificil de obtencaim vitro, porém em um teste preliminar indicou ser possivel
ex vitro com a utilizagdo do pé comercial de enraizamentot®e. A
producdo de unidades encapsulaveis de gabirolmigbfida com a utilizacdo
de apices caulinares como explantes em MS ou ague constituinte das
capsulas. O armazenamento das capsulas a 4°Csfivpbpor sete dias sem o
comprometimento da ruptura e desenvolvimento daéntyhks. Na
criopreservacdo de apices caulinares, foi establelecmeio para crescimento
dos apices em meio MS com adicao de 2,2 ou 4,4 @BdP. O pré-cultivo em
meio com alta concentra¢do de sacarose tem efusttivo na sobrevivéncia dos
explantes, sendo essencial para obtencédo do sutzs$éonica nessa espécie. A
criopreservacdo foi obtida com sucesso de aproxdmadte 50% com o
tratamento por 15 ou 30 minutos de PVS2. Algunérpatros ainda necessitam
de otimizacdo, porém, os dados obtidos apontangisesatisfatorias para a
preservacdo de€Campomanesia pubescens, que podem também auxiliar na
preservacao de outras espécies do Cerrado.

Palavras—chave: Criopreservacadroplet Vitrification. Cerrado. Frutifera.
Planta Medicinal.



GENERAL ABSTRACT

The gabirobeira Gampomanesia pubescens) is a fruitfulspecies from
Cerrado, which in addition to the potential for coercial exploitation, has
important medicinal properties. As a native plaatf CerradoC. pubescens, as
its biome, has suffered with deforestation and thesrisk of disappearing. This
species has recalcitrant seeds, which do not stigesiccation and storage at
low temperature, which are the basis of conventiomethods of storage and
biodiversity conservation. Species with this chaastic can be preserved by
vitro techniques, such as micropropagation and cryopuasen. Therefore, the
aim of this study was to develop strategies to kendbe conservatiorC.
pubescens through unconventional techniques. Micropropagatiproduction
and storage of encapsulated units and cryopresamvatft shoot tips were tested.
For micropropagation, a medium for shoot inductiaith different BAP
concentrations were tested, and the use of MS enmgrited with 4.4 uM BAP
is recommended. The rooting phase proved quitediffto obtainin vitro, but
a preliminary test showed theat vitro rooting is possible using the commercial
rooting powder Rootorfe The production of encapusulated units was obdaine
with the use of shoot tip explants and MS or wasrcapsules constituent.
Storage of the capsules at 4°C for 7 days was lgessithout compromising the
capsule rupture and development of seedlings.latioa to cryopreservation of
shoot tips, the growth medium was established as With addition of 2.2 or
4.4 uM BAP. The preculture in medium rich in suergseffective in survival of
explants, and is essential for achieving successhim kind of technique.
Cryopreservation was obtained with 50% successtiétireatment for 15 or 30
minutes in PVS2. Some parameters still need opditioiza, however, the data
indicate satisfactory directions for preservibgmpomanesia pubescens, which
can also aid in the preservation of other spec@n Cerrado.

Keywords: Criopreservation. Droplet VitrificatiorCerrado. Fruitful Plant.
Medicinal Plant.
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CAPITULO 1 Introdugo geral
1 INTRODUCAO

O Cerrado é um complexo bioma, tipicamente brasila@iom grande
diversidade de habitats. Essa biodiversidade extremamente rica est4
compreendida em uma area de mais de 2 milhdésjumocupa cerca de 23%
do territério nacional. No entanto, calcula-se gpeoximadamente 55% dessa
area venham sofrendo com o desmatamento causadcipphinente pela
expansao das fronteiras agricolas e pela ocupacéoarta desordenada
(KLINK; MACHADO, 2005; GALHARTE; CRESTANA, 2010; MNISTERIO
DO MEIO AMBIENTE, 2014).

Diversas espécies vegetais de importancia econdsdicaencontradas
no bioma Cerrado, com grande potencial para pradagétentdvel de géneros
essenciais & humanidade, como alimentos e meditasnetém de exploragéo
na indastria de cosméticos (SANTOS, 2001; MACHADGile 2004). Dentre
essas espécies pode-se cit@ampomanesia pubescens O. Berg, popularmente
conhecida como gabirobeira, € uma frutifera arbasé que pertencente a
familia Myrtaceae. Frutos de espécies pertencentsse género sdo utilizados
para 0 consumin natura, fabricacdo de doces, licores, e as folhas apasen
propriedades medicinais importantes como no comlatédiarreia, febre,
escorbuto e doencas das vias urinarias (ALICE ¢t1895). Recentemente,
atividades antibacterianas e até mesmo influénceageducdo do nivel de
colesterol e no controle da diabetes estdo sendprowvadas (CARDOSO et al.,
2010; KLAFKE et al., 2010; VINAGRE et al., 2010).

As sementes d€. pubescens sdo consideradas recalcitrantes, ou seja,
apresentam alto teor de agua no momento da digpers@do suportam

desidratacdo, sendo por isso de dificil armazentmemma vez que a
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metodologia convencional de conservacdo de semiatpgentemente utiliza a
secagem e 0 armazenamento em camaras com bai@eratuimas como forma
de preservar a viabilidade das mesmas (BARBEDO}AI1998; SANTOS,
2001, DOUSSEAU et al., 2011). Esse tipo de semgatalmente apresenta
atividade metabdlica intensa, tanto durante suendo@io, quanto apds sua
colheita (BARBEDO; MARCOS FILHO 1998, CASTRO et,#004). Assim,
métodos para 0 armazenamento de sementes recabstradevem
obrigatoriamente considerar a reducdo do metabol{@MDREO et al., 2006).
Neste contexto, a biotecnologia tem fornecido diaerop¢des para conservagao
da biodiversidade. Para conservacdo em curto oipméazo, tem-se utilizado
com sucesso as técnicas de crescimento lento, pnigragacdo e producdo de
unidades encapsulaveis (PAUNESCU, 2009; ENGELMARML,1; PILATTI et
al., 2011).

A criopreservacdo tem sido vista como técnica pseara para o
armazenamento em longo prazo dos recursos genéegmtais. Além disso,
tem sido considerada a técnica de maior potenaral preservar espécies que se
propagam vegetativamente ou que possuem sementesnedidrias ou
recalcitrantes (SANTOS, 2000; PANIS et al., 200GELMANN, 2011;
CRUZ-CRUZ, 2013).

Diante da necessidade da conservacdo da diversgiaudica e dos
poucos estudos a esse respeito direcionado asespécCerrado, em especial
as espécies do géneftampomanesia, 0 objetivo deste trabalho Estudar a
aplicacdo de diferentes técnicas in vitro como erapropagacao, producdo de
unidades encapsulaveis e criopreservacdo em gabaobom o intuito de

aprimorar a conservacao desta espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descricdo da espécie

A espécie Campomanesia pubescens popularmente conhecida (de
acordo com a regido onde € encontrada) como gaiiapbguabiroba,
guabiroba-do-campo, guariroba ou guavira, € umatplaativa do Cerrado
pertencente a familia Myrtaceae na qual esta uheleerca de 130 géneros e
mais de 4.000 espécies (SOUZA; LORENZZI, 2008; CHIRA et al., 2011).

A familia Myrtaceae estd entre as mais comuns m@eoria das
formacBes vegetais da flora brasileira e seus septentes podem ser
encontrados no Cerrado nos estados de Sao Pauantis, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Goias, Distrito Federal, Balbnas Gerais e Santa
Catarina, chegando as regides adjacentes do Pamglentina (SOUZA,
LORENZZI, 2008). Nas areas abertas, especialmenteCarrado, ganham
importancia os génerd®sidium e Campomanesia.

Espécies do génef@ampomanesia podem ser encontradas na forma de
subarbustos ou arbustos de 0,3 m até 2 m de altuéavores de 8 a 15 metros
de altura (PEIXOTO et al., 2005; OLIVEIRA et alQ1). Na espécie em foco
neste trabalhoC. pubescens, o florescimento ocorre de forma intensa, porém
por um curto periodo de tempo (ALMEIDA et al., 1998ue vai geralmente de
agosto a novembro, com pico em setembro e frutifioade setembro a
dezembro (SILVA et al., 2001). As flores sdo braneeaos frutos sdo globosos
possuindo de 2,0 a 2,5 cm de didmetro com polpasdacka quando madura. As
sementes sdo pequenas, pardas (FERREIRA, 1972;ASktval., 2009) e
possuem mucilagem intimamente aderida, porém n&amfoencontradas
substéncias inibidoras da germinacdo nessa mugilag& sendo portanto, um

componente que interfira nesse processo (MELCHIOR)06). O
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comportamento ecofisioléogico de suas sementes &sifik@do como
recalcitrante (MELCHIOR et al., 2006, DOUSSEAU kt2011).

E considerada uma espécie final de sucessdo emmlégsuporta certo
grau de inundacao, sendo uma espécie importaraeagaposicdo de mata ciliar
(DURIGAN et al., 2007). Podendo ser utilizada tamlgara reflorestamento de
areas contaminadas e em areas degradadas, alériliziedas como planta
ornamental (GOGOSZ, 2010; SOUZA; LORENZI, 2008).

Possui grande potencial para exploracdo econdmiraapresentar
caracteristicas agrondmicas desejaveis, como @thugdo de frutos e elevados
niveis de brix (MELCHIOR et al., 2006). Vinhos &dies preparados com
frutos da gabirobeira foram testados e aprovados aedlises sensoriais
(DUARTE et al., 2009; SANTOS et al., 2013). O sdeogabiroba possui altos
niveis de vitamina C, cerca de 240 mg 100 Mlsendo maior que os niveis
encontrados nos sucos de bacuri, carnauba, chj#tjcaba e jambolao, todas
frutas tropicais consideradas exoticas (SANTOSI|.et2813). A degradacéo
dessa substancia com o tempo de armazenamento ntarébdénenor se
comparado com 0s sucos de goiaba, limao e lar8ANTOS et al., 2013).

As folhas, frutos e mesmo o ritidoma (casaca ddegaia gabirobeira
sdo utilizados na medicina popular no combate ardess do trato urinario e
diarreias por conferir acdo adstringente (RODRIGUESRVALHO, 2001). O
fruto por apresentar alto teor de vitamina C, ébtam usado contra gripes e
resfriados (RODRIGUES; CARVALHO, 2001; MARKMAN et a2004).

Especialmente no sul do Brasil, o cha das folhagal®robeira C.
xanthocarpa) é usado para auxiliar na reducdo da obesidade/@BITI et al.,
2004; DICKEL et al., 2007). Também ja é comprovgde o extrato das folhas
de outras espécies do géné&ampomanesia possuem atividade antibidtica e
auxilia no controle da diabetes. Vinagre et all®0mostraram que o cha das

folhas reduziu os niveis de glicose no sangueinitba quebra de glicogénio e
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prevenindo alteracdes patol6gicas no pancreasalenndividuos afetados por
esta doencga. Pavan et al. (2009) estudaram a ag@eethto de etila dos frutos e
verificaram sua acao contra 0 patdgeno causadmbeaculose Nlycobacterium
tuberculosis). Cardoso et al. (2010) confirmaram a acdo daexulas folhas de
C. xanthocarpa contra seis espécies diferentes de bactéria &e&ktfal. (2010)
na reducdo do colesterol em pacientes acometidias higercolesterolemia.
Ainda estudando o efeito desse extrato sobre dseathgaangue, Klafke et al.
(2011) mostraram o efeito positivo na prevencatratleboses. O ché das folhas
Campomanesia spp. também mostram atividades gastroprotetoratiélcana,
além de atividade anti-inflamatéria (MARKMAN et ,a@004; MALDALOSO et
al., 2012; FERREIRA et al., 2013).

A exploracdo da gabirobeira se d4 pelo extrativieneambém, pelo
cultivo em pequenos pomares familiares, sendo wmiz fde renda para muitas
familias. Nos Ultimos anos, tem sido observado wumemto da importancia
socioecondmica da utilizacdo da gabirobeira, erea@aly na regido centro-oeste
do pais, onde seus frutos sdo vendidos para faldiEaicolés e doces, porém o
desenvolvimento lento da plantula e a alta predagieeus frutos dificulta o
cultivo comercial (SOUZA; LORENZZI, 2008, OLIVEIRAL al, 2011).

Embora existam diversos trabalhos sobre as praatesdmedicinais de
Campomanesia spp., estudos com o intuito de conservacao saa aimato

€SsCcassos.

2.2 Conservacgdo da biodiversidade

O bioma Cerrado apresenta biodiversidade vegetadraante rica, com
destaque para as espécies frutiferas, exercendwtanie papel no habito de
consumo da populacdo brasileira (PILATTI et al.,120 Contudo, o

extrativismo predatorio e o desrespeito as leiprdgecdo ambiental levam as
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altas taxas de destruicdo do Cerrado colocandasemneal a sobrevivéncia de
diversas espécies, algumas antes mesmo de seresnificdalas pelos
pesquisadores (VIEIRA; MARTINS, 2000; MACHADO et,a2012). Apenas
0,5% da area total do Cerrado é protegida por degl@e conservacéo de uso
restrito e apenas 3,6% estdo protegidas por algutna categoria de unidade de
conservacdo como pargues e reservas ambientaisF(HEEt al., 2004;
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2014).

Na tentativa de diminuir o impacto causado pelaratiEgdo na
biodiversidade, ndo s6 do Cerrado, tem-se utilizallmas estratégias de
conservacao: conservacéio Situ e ex situ. A conservacaon situ ocorre no
habitat natural da planta, como em reservas e parque§gicos$, enquanto que
aex dgitu é feita em condi¢Bes diferentes ashdbitat natural, como em bancos
de germoplasmas, ou mesmo combinando os métodosomkervacdo de
maneira complementar. A sele¢cdo de um ou de vam@®dos depende das
necessidades, possibilidades e da espécie em queEBANTOS;
BETTENCOURT, 2002; PAUNESCU, 2009; ENGELMANN, 201&) maioria
dos esforcos de conservacéo situ tem sido feita até agora em relagdo a
espécies cultivadas, entretanto com o crescenteati@ento, a conservacao de
espécies selvagens, raras ou ameacadas de extiggdo aumentado
consideravelmente (ENGELMANN, 2011).

Uma das maneiras mais eficientes de conservachmdaersidade é a
que ocorre sob a forma de bancos de sementes. fdot@npodem ocorrer
alguns entraves na utilizacdo desse tipo de arragmamto, jA que algumas
plantas ndo produzem sementes (sendo propagadetatiegmente), outras
espécies tém sementes que se deterioram rapidardemido a acdo de
patégenos e outras produzem sementes nao ortodex&ELMANN, 2011).

Técnicas de cultura de tecidos tém sido desenwasvidaplicadas com

sucesso na preservacao de diversas espécies (ENG&HENM011; PILATTI et



21

al.,, 2011), no entanto é de suma importancia ondedgmento de estratégias
para a multiplicagdo e armazenamento para cadaciesgEm estudo
(ENGELMANN, 2011).

Para conservacdo em curto ou médio-prazo, tem-dieadd com
sucesso as técnicas de crescimento lento, micregagfo e producdo de
unidades encapsulaveis (PAUNESCU, 2009; ENGELMARM,1; PILATTI et
al.,, 2011). Para a conservacado de material biaddgi longo prazo, a Unica

alternativa atualmente é a criopreservacdo (ENGENMA2011).

2.3 Cultivo in vitro

A aplicacdo das técnicas de cultivovitro pode minimizar ou mesmo
resolver problemas na multiplicacdo de plantasifénats do Cerrado, ja que
muitas delas apresentam dificuldades de propagagiinp a producdo de
sementes recalcitrantes ou com certo grau de deianénheterogeneidade na
maturacao dos frutos. Além disso, pode promoveodytao de mudas em larga
escala, permitindo a inclusdo de espécies em balecgermoplasma e facilitar
as trocas de materiais genéticos entre instituidéegesquisa (PINHAL et al.,
2011).

A cultura de tecidos é a técnica que permite ocarestoin vitro de
células, tecidos ou 6rgaos vegetais isolados a paruma planta-mae, em meio
de cultura e condi¢des controladas (GEORGE, 2@8)ultivo in vitro é uma
importante ferramenta biotecnol6gica utilizada csncesso para propagacao
clonal de plantas, obtencdo de plantas livres dégpaos, melhoramento e
transformacéo genética, fertilizac8ovitro, resgate de embriGes, conservacéo
de germoplasma e também para producdo de metabdditmundarios
(GEORGE, 2008, ENGELMANN, 2011). Dentre as técnidas cultura de

tecidos, a micropropagacdo é uma das que tem tmormdestaque por sua
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ampla aplicagdo pratica (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 189 GEORGE,
2008).

Apesar disso, o nivel de conhecimento sobre essicééem espécies
nativas ainda é relativamente baixo, pois essasgsda@&ncontram-se, na maioria,
em estado selvagem, apresentando grande variaeiliganética (ALMEIDA,
2009, SOUZA et al., 2011).

A micropropagacdo engloba diferentes etapas, que déisde o
estabelecimento da cultura vitro até seu enraizamento, culminando com a
aclimatizacdo da planta (BASTOS et al., 2007). @Gaigamento € uma etapa
crucial e que ainda se mostra como um dos granoEaaulos para aplicacéo
rotineira dessa técnica (DE KLERK, 2002), especisitm para espécies
lenhosas (GEORGE et al., 2008). Essas fases s&ndimpes de diversos
fatores, tanto fisiolégicos e bioquimicos como amfiis, além disso, o fator
genético pode influenciar fortemente nas respogfasejadas (ASSIS;
MACHADO, 1998; FERREIRA et al., 2011).

A constituicdo do meio de cultura e dos reguladalescrescimento
utilizados tém importancia fundamental no desenr@nto de culturam vitro,
especialmente para plantas lenhosas e nativase g caréncia muito grande
de informagBes com relagédo ao estabelecimentdigeccin vitro, mais ainda, as
respostas a essas substancias podem variar myiendindo das classes
hormonais, tipos e concentracBes utilizadas paespécie objeto de estudo
(PINHAL et al, 2011). Por isso ha a necessidadprdcolos especificos para
cada espécie e até mesmo para cultivares dentnoedma espécie, quando se
tratar de plantas cultivadas (SARASAN et al., 20@BEORGE, 2008;
ENGELMANN, 2011).

As auxinas e as citocininas estdo dentre as cldss@sonais mais
utilizadas na cultura de tecidos. As auxinas sd@odmentais na inducdo da

divisdo celular e inducdo de raizes, sendo tamb#imadas nas fases de
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multiplicacdo para favorecer o crescimento (MANTOWAFRANCO, 1998,
BORGES et al., 2012). Ja as citocininas séo indspeeis para a divisdo e
multiplicacdo celular, quebra de dominancia apicaducéo e proliferacdo de
gemas axilares e diferenciacdo de gemas advenfRIREECE, 1995; BIST et
al., 2011). As giberelinas também sdo comumenlizadas no cultivan vitro,
principalmente com o intuito de promover o alongatoelas brotacdes que ndo
tenham tamanho adequado para multiplicagdo ouzamanto (MASUDA et
al., 2012).

Com relagcdo ao enraizamento, as auxinas sdo oeftdadores mais
utilizados no estimulo de raizes adventicias. Emtas, o AIB (acido
indolbutirico) tem sido bastante empregado por cdigsar fitotoxicidade aos
explantes em uma larga faixa de concentracdo efis@nte para uma grande
variedade de espécies (HARTMANN et al., 1997, DEERK et al., 1999).
Entretanto, a alta concentracdo de auxina no meigutfivo, ou a permanéncia
do explante por tempo prolongado no meio, poder laviarmacao de calos na
base do explante causando prejuizos ao enraizanfeffitn de contornar esse
problema, recomenda-se a utilizacdo de dois me@mscultivo para esse
processo. Primeiramente os explantes devem sestespa um meio de cultivo
com adicdo de auxina para estimular a inducdo daafgho dos primordios
radiculares, onde devem permanecer por cerca desemana. Passado o tempo
para inducdo, as brotacdes sdo transferidas paraeim livre de regulador
chamado meio de expressdo, onde ocorrerd o cregointas raizes (DE
KLERK et al.,1999; LEITZKE et al., 2009).

A regeneracao de plantas por micropropagacéao rednee uma fase de
aclimatizacao, isso porque plantas vindas do ailtiwitro sdo mais sensiveis a
variagbes do ambiente por apresentarem algumas ctedstcas
morfoanatdomicas diferentes das plantas desenvshédacondicdes ambientais

ndo controladas. Algumas dessas caracteristicaa sdo formagéo de cuticula
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espessa que auxilia a evitar altas taxas trandpast paredes celulares sem a
rigidez necesséria para sustentagdo da plantehasfalelgadas com estdmatos
pouco funcionais e com taxa fotossintética muiiebéGEORGE et al., 2008).

A fase de aclimatizacdo envolve uma exposicao giadhs plantas ao
ambiente externo que possui umidade relativa maigabe variacdes das
condi¢Bes de luz e temperatura. Depois do crestingistentdvel em ambiente
ex vitro, as plantas podem ser colocadas em condi¢cdesmd&OUTO et al.,
2003; MOREIRA et al., 2006). O tipo de substratitizaido nessa fase também
deve ser observado, pois é o suporte para o cresiminda planta e tem grande
influéncia no crescimento e desenvolvimento dasntata aclimatizadas
(COUTO et al., 2003).

2.4 Unidades encapsulaveis

Outra técnica dentro da cultura de tecidos que psele Gtii na
propagacdo e conservacdo de materiais vegetaipdducdo de unidades
encapsulaveis (SHARMA et al., 2013).

Inicialmente conhecida como “semente sintética&amica consiste no
e gemas laterais) em uma matriz de alginato (HUNREMAN, 2012). Essa
matriz de alginato protege os explantes contra sidigicos e ambientais e
minimiza processos de desidratacdo (IKHLAQ et24110).

E considerado um método simples, eficaz e baratpreservacio de
germoplasma (HUNG; TRUEMAN, 2012) sendo especiatm@mpregada em
espécies que produzem sementes ndo viaveis ou gaseatem alguma
dificuldade de propagacdo e conservacdo, como rs® @hS sementes
recalcitrante§DAUD et al., 2008, PAUNESCU, 2009).
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Essa técnica tem tido especial atencao devido emgial de aplicacdo
na conservacao de germoplasma em médio e longo prpor facilitar a troca
de material genético entre diferentes instituigdepesquisas mesmo de outros
paises (HUNG; TRUEMAN, 2012; SHARMA et al., 2013).

2.5 Criopreservacdo como alternativa para a preservacada diversidade

vegetal

A técnica de criopreservacdo caracteriza-se pelauteacdo de
estruturas vegetais em temperaturas ultrabaixasitemgénio liquido (-196 °C)
ou em sua fase de vapor (aproximadamente -150SE&NTOS, 2004). Sob
essas temperaturas, todos os processos metab®liteisdes celulares cessam,
e assim o material vegetal pode ser armazenadadaans ou alteracdes por,
teoricamente, periodos de tempo indeterminado (CARMO; VIDAL, 2003).

A conservagdo em nitrogénio liquido apresentargiage vantagens em
relacdo as condicfés vitro: as taxas de contaminacdo sdo menores, ndo ha
necessidade de subcultivos periédicos, o tempo deazgnamento &
indeterminado e os custos de manutencédo tambémesdares, além de garantir
a conservacao segura e eficiente de diversosdipesplantes (ENGELMANN,
2004).

O sucesso da criopreservacdo é caracterizado pas &xas de
sobrevivéncia, manutencdo das caracteristicasldigggas, bioquimicas e
estabilidade genética (URBANOVA et al., 2006). Papticacdo bem sucedida
da criopreservacdo, é necessario que os tecidoevb@m a desidratacédo.
Acima de determinados niveis de hidratacdo, a &guaa-se congelavel,
podendo ocasionar danos devido a formacdo deisrid¢agelo nos tecidos e
levando a perda da viabilidade celular (FONSECAERTE, 2003).
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A principal consequéncia da formacao de cristaigyele € a ruptura
mecanica das membranas e organelas celulares davikpansdo da agua
quando congelada. Tais eventos causaram desagregglghar, extravasamento
do conteudo citoplasmatico resultando na mortelaelGUY, 2003). Dessa
forma, a desidratacao € um processo essencialapmeservacao que tem como
objetivo evitar a formacdo de cristais de gelo mEdos no momento do
resfriamento. Por apresentarem altos conteddos gie, amateriais como
suspensfes celulares, calos, apices caulinareb@demsométicos e zigoticos
estdo sujeitos a formacao desses cristais duraetframento (ENGELMANN,
2011).

Outro ponto importante na criopreservacgao é
descongelamento/reaquecimento. Nessa etapa, semeefitaque ocorre durante
0 congelamento/resfriamento, também pode ocorferraacdo de cristais de
gelo e, em consequéncia, as células podem ser icdaais. O
descongelamento/reaquecimento rapido por imersaégeim ou meio de cultura
liquido a 35-40 °C tem garantido bons resultados mmitas espécies
(VILLALOBOS, 1991; CARVALHO; VIDAL, 2003, PILATTI,2011).

Apesar de a criopreservacdo ser uma técnica ddselave testada em
tecidos e células vegetais ha mais de 40 anos,aapsitica rotineira é
relativamente recente (ENGELMANN, 2004).

A criopreservacdo pode ser aplicada em difereipes e explantes,
como suspensfes celulares, calos embriogénicos,ridamb zigéticos e
somaticos, apices dentre outros, e para cada tipecéssario a aplicacdo de
técnicas especificas de criopreservacao (ENGELMARDD4; SANT et al.,
2008). As técnicas de criopreservacdo desenvolvatéso momento sao:
desidratacdo ao ar, congelamento lento, encapsodardesidratacéo,
encapsulamento-vitrificagdo, pré-cultivo-desidratac vitrificacdo, droplet-
freezing e droplet vitrification (SAKAI; ENGELMAN, 2007; REED, 2008;
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WANG et al., 2009; KAVIANI, 2011). Em geral, as técas classicas se
baseiam na desidratacdo das células dos explagitegxposicdo ao ar, uso de
silica gel ou de crioprotetores (KAVIANI, 2011; ERGMANN, 2011). As
técnicas desenvolvidas mais recentemente baseiapriseipalmente no
processo de vitrificacdo (SANTOS, 2000), que pode definida como a
passagem da agua na fase liquida diretamente pfseaamorfa ou vitrea,
evitando assim a formacao de cristais de gelo (FAt¥l., 1984; PANIS et et
al.,, 2005; SAKAI; ENGELMANN, 2007; ENGELMANN, 2011;
BRUNAKOVA et al., 2011).

Para auxiliar na etapa de desidratacdo ou vitgioa faz-se uso de
substancias quimicas chamadas de crioprotetoret£nueomo funcao diminuir
0 ponto de congelamento e aumentar a estabilidaslengmbranas (SEIDEL,
1996). Os crioprotetores podem ser classificadanoc@enetrantes ou nao
penetrantes (SEIDEL, 1996; PANIS et al., 2005).id&produtos podem ser
utilizados com essa finalidade, como o glicerol,icas, DMSO
(dimetilsulfoxido), sorbitol, aclUcares e alcooistegres. O uso dessas
substancias € extremamente importante para 0 su@EssCcriopreservacgao,
porém deve-se levar em consideracdo a temperatoreempo de exposicdo a
essas substancias, pois as mesmas podem causkaztasi células (SOUSA,
1990; KAYA et al., 2013).

Vérias solucBes de vitrificacdo tém sido desendalsj e a solucao
Plant vitrification Solution 2 (PVS2), criada por Sakai et al. (1990), tem sido a
mais utilizada atualmente. E composta por 30% idergl (p/v), 15% de etileno
glicol (p/v) e 15% de DMSO (p/v) em meio de culttsam regulador de
crescimento, além de 0,4M de sacarose e com o pdldedo ajustado em 5,8
(SAKAI et al., 2008).

A técnica dedroplet vitrification desenvolvida por Panis et al. (2005) é

uma adaptacdo da técnica de vitrificag8o e é cersid uma das mais recentes
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e que vem apresentando resultados bastante proesisédgumas espécies que
foram criopreservadas com sucesso utilizando esssch sdo: batata, alho,
banana dentre outras (SAKAI; ENGELMANN, 2007). Em@bainda seja pouco
aplicada em espécies nativas do Brasil, algundta€es positivos ja foram
relatados na criopreservacdo de apices de muiicigg® Birsonyma
intermedia) (SILVA et al., 2013) e mangab#l@ncornia speciosa) (SANTOS,
2013).

A aplicacdo dessa técnica é relativamente simplescoasiste
basicamente no pré-tratamento dos apices em meiculfiz’o com altas
concentrages de sacarose seguido da desidratledsopucdo de PVS2. Apds
a desidratacdo, os apices sao dispostos em pediatmas de papel aluminio
com uma gota de PVS2 e imersos em nitrogénio liq(RANIS et al., 2005;
SAKAI; ENGELMANN, 2007). O reaquecimento € realipadm temperatura
ambiente com o0 uso de uma solucdo de diluicdo eoa sacarose
(ENGELMANN, 2011; CHEN et al., 2011). Apds o reacogento, 0s apices
sdo transferidos para meio especifico onde perraangoor trés a quatro
semanas para retomada do crescimento (PANIS 208b, CHEN et al., 2011).

Apesar de todas as técnicas e protocolos ja apbcadm sucesso em
diversas espécies, a aplicacdo da criopreservagadmeas espécies depende da
otimizacdo de todos os passos envolvidos (DUSSERNGELMANN,
NOIROT, 2003).
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CAPITULO 2 Micropropagac&o de gabirobeira (Campomanesia pubescens)

RESUMO

Campomanesia pubescens € uma espécie frutifera nativa do Cerrado que
além de propriedades comerciais importantes cobmaaceitacédo dos frutos na
alimentacdo humana, conta com propriedades metictensagradas pela
medicina popular e com recentes comprovacoes fidasti A crescente pressao
humana nos ecossistemas tem levado a um grave tdesemdo de biomas
importantes como o Cerrado, causando a perda isi@h de diversidade
biolégica. A cultura de tecidos tem sido empregeoia sucesso em diversas
espécies do Cerrado no sentido de conservacdo mampara introduzir a
producdo em larga escala. Neste contexto, o objetste trabalho foi estudar
pardmetros da micropropagacéo de gabirob€rgubescens) como a indugéo
de brotacdes e 0 enraizamento. No intuito de imdwaitacdes, foram testadas
diferentes concentracdes do fitorregulador BAP;(@,2; 4,4; 6,6 e 8,8 uM), em
dois diferentes experimentos, sendo estabelecidao co melhor meio para
inducao de brotacdes e pubescens o meio MS acrescido de 4,4 uM de BAP.
Na fase de enraizamento, foi verificada a capaeid#® formacao de raizes
adventicias dessa espécie quando utilizado odgalador AIB em diferentes
concentragdes (1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 7,5 e 9,0 uMysadois subcultivos. Porém
apds oito subcultivos, as brotaces ndo se maostrarasponsivas a
concentracdes semelhantes de AIB e mesmo a oefyokdores. Sugerindo um
efeito prejudicial dos subcultivos periddicos naagramentoin vitro de C.
pubescens. A capacidade de enraizamento foi verificadavitro com o uso do
pé comercial Rootorfe Estes resultados sdo os primeiros relatos aitesie
micropropagacao de. pubescens.

Rever resumo — colocar primeiro metodologia e depsultado

Palavras-chave: Conservacgédo. Cerrado. Frutifetasta® Medicinais. Inducgéo
de Brotacdes.Enraizamento.
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ABSTRACT

Campomanesia pubescens is a native fruitful species from Cerrado, that
besides comercial properties like edible fruitsegents important medicinal
properties, enshrined in folk medicine and regemioven by scientific
evidences. The increasing of human pressure ory&enss has led to severe
deforestation of major biomes such as the Cerradosing significant loss of
biological diversity. Tissue culture has been usactessfully in several species
from Cerrado towards conservation and even to dioire the large-scale
production. In this context, the aim of this worlasvstudy some parameters
about micropropagation i€. pubescens like shoot induction and rooting. In
order to induced shoot formation was tested diffei®A concentrations (1.1;
2.2, 4.4; 6.6 e 8.8 uM uM), in two experiments. Tdest medium to shoot
induction was considered the MS plus 4.4 uM BA.rdat induction was verify
the root formation capacity when used IBA in diéfist concentrations ((1.5; 3.0;
4.5; 6.0; 7.5 e 9.0 uM) after two subcultures. Hosve after eight subcultures
was not verify the root formation capacity using gimilar IBA concentrations
earlier applied or even with the use of others ghomegulators. Suggesting a
detrimental effect of periodic subcultures on itravirooting of C. pubescens.
The ability to ex vitro rooting was observed wikletuse of commercial Rootone
® powder. These results are the first reports almigropropagation of C.
pubescensRooting was possieteitro using the commercial powder Root8ne

Keywords: Conservation. Cerrado. Fruitful Planteditinal Plant. Shoot
induction. Rooting.
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1 INTRODUCAO

O Cerrado é um bioma extremamente rico em biodileds e com
grande numero de espécies endémicas (KLINK; MACHAD005;
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2014). Apesar disso,cénsiderado um
bioma ameacado e algumas estimativas sugerem qde pesaparecer
completamente até 2030 (MACHADO et al., 2012). EEss#rio leva a perda de
material genético nativo e muitas vezes de espéanea ndo identificadas ou
com caracteristicas ndo reconhecidas do pontostie siientifico (MACHADO
et al., 2012).

A familia Myrtaceae é uma das familias mais comumencontradas
no Cerrado, sendo o génef@ampomanesia um dos mais representativos
(OLIVEIRA et al., 2011). Dentre as espécies desdeerp, pode-se citar a
Campomanesia pubescens, popularmente conhecida como gabirobeira ou
gabirobeira de arbusto (SOUZA; LORENZZI, 2008), gpeoduz frutos
saborosos muito utilizados na alimentacdo humaiém Alisso, folhas e frutos
de espécies desse género apresentam importanpee@aoles medicinais, como
atividade antibiética e gastroprotetora, tambénesgntam efeitos no controle
da diabetes, no combate ao colesterol e obesiddARKMAN, et al., 2004;
DICKEL, 2007; PAVAN et al., 2009; VINAGRE et al.020; CARDOSO et al.,
2010; KLAFKE et al., 2010).

Apesar de todas essas caracteristicas, a explatagéas plantas nativas
ainda é feita de forma extrativista e a sua coag@ € dificultada devido a
varios fatores, como por exemplo, a producdo deestn recalcitrantes
(DOUSSEAU et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011), esgnvolvimento lento e
heterogéneo das plantas em campo (SOUZA; LOREN2RD8), a alta
predacdo das mudas e de frutos por animais, aizagléo cruzada e a
autoincompatibilidade (ALMEIDA et al., 2000). Nestentexto, metodologias
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alternativas de propagacédo assexuada podem auxdiadisponibilizacdo de
produtos vegetais passiveis de serem exploradosrciaimente.

A técnica de micropropagacdo é uma alternativa pamropagacao
assexuadan vitro. A cultura de tecidos tem sido uma importanteafaenta
biotecnoldgica aplicada a conservacdo e multigfioade diversas espécies
vegetais, pois permite a propagacédo de espécieslificoidade de germinacao,
a producdo de mudas em larga escala e em qualopes do ano, possibilita a
formacgéo de bancos de germoplasma e facilita aadrde materiais livres de
contaminantes entre instituicbes (BASTOS et aD72@INHAL et al., 2011).

A possibilidade de propagacdo em larga escala deriaia vegetaisn
vitro é possivel, pois, 0os explantes sdo inoculados em e cultura que
fornecem todos os nutrientes e fatores de crestimeacessarios para a
formacgéo e crescimento de 6rgdos vegetais. Macmigrenutrientes, fonte de
carbono principalmente na forma de sacarose, vii@snie reguladores de
crescimento sdo itens indispensaveis para o culiivaitro de explantes
vegetais, além, é claro, de condi¢cdes de temparatluminosidade adequadas
(GEORGE et al., 2008).

Os reguladores de crescimento apresentam ativiiatfigica igual ou
superior ao das substancias naturais produzidas p&ntas, de acordo com o
balanco entre concentracdes enddgenas e exdgeesse balanco influencia a
inducdo de brotacdes, 0 enraizamento, assim codw dalesenvolvimentm
vitro (BIELACH et al., 2012).

Em plantas nativas do Cerrado, os estudos sobmepnipagacdo vém
crescendo, mas ainda sdao muito incipientes, paisairia das espécies se
encontra em estado selvagem, sendo muitas vezdifideestabelecimentdn
vitro (ALMEIDA, 2009; PINHAL et al., 2011). Especificami& para espécies
do género Campomanesia, muitos autores descrevem suas propriedades

medicinais e seu potencial de aplicacdo, entretantoicropropagac¢do ainda é
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muito pouco investigada (SCUTTI; ZANETTI, 2000, S et al., 2009;
KLAFKE et al.,, 2010; 2012; CHANG et al., 2011; HEG® et al., 2012;
MADALOSSO et al., 2012; SANTOS et al., 2013). Defsana, ao se trabalhar
com novos genotipos é necessario avaliar a resgest®es materiais ao cultivo
invitro e, posteriormente, fazer 0s ajustes necessarnaspmizar 0 processo
de micropropagacédo (BORGES et al., 2012).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi emtadguns aspectos a

respeito da micropropagac@ampomanesia pubescens.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

O material vegetal foi estabelecido a partir de es#tes coletadas na
Zona Rural de Lavras, Minas Gerais, em dezembgddeé e 2011.

Foi produzida uma exsicata a partir de um individadocal de coleta
dos frutos que foi submetida a identificacdo nobideo do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras, queficnou a espécie como

Campomanesia pubescens.

2.2 Estabelecimentan vitro

O processo de estabelecimeritovitro foi realizado com base em
experimentos realizados anteriormente para espicimesma familia (dados
nao mostrados).

Depois da coleta, os frutos foram lavados em aguamte durante 10
minutos, imersdo em alcool 70% por 30 segundogdalizado seguido de
imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio com ¥aocldro ativo, onde
permaneceram por 20 minutos. Apds esse periodwitos foram entdo lavados
em 4gua destilada por trés vezes antes da retiesdsementes.

As sementes apresentam uma mucilagem fortememtédadque foi
removida por acdo mecénica (esfregaco) em peneingldn sob dgua corrente.
Apo6s a remocgdo da mucilagem das sementes, a asf@psializada em camara
de fluxo laminar utilizando alcool 70% e hipoclorile sédio nas mesmas
concentracdes e tempos de exposicdo descritos pesepsia dos frutos.

Apls a assepsia, as sementes foram entdo inosutadameio MS
(MURASHIG; SKOOG, 1962) com metade das concentraglies sais e sem
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sacarose, 0,7% de agar e pH ajustado para 5,8. éAgésminacdo, o material
foi mantido em sala de crescimento com fotoperitel6 h e temperatura de 25
+2°C.

2.3 Inducéo de brotacbes

Brotacbes foram excisadas de plantas germinagasvitro e
subcultivadas a cada 45 dias em MS suplementado2;2mM de BAP (6-
Benzilaminopurina), 0,09 M de sacarose e 0,7% de @gH de 5,8. Apo6s oito
ciclos de multiplicacdo, foi elaborado um experitoepara a inducdo de
multibrotacdes.

Segmentos nodais com cerca de 2 cm de compringeatmtendo um
par de gemas axilares foram inoculados em MS ceredites concentractes de
BAP (1,1; 2,2 e 4,4 uM, além da auséncia do regujadpds a inoculagdo os
explantes foram mantidos em sala de crescimentenmgeratura de 24 +2 °C e
fotoperiodo de 16 horas. Os parametros: numermltiad, sobrevivéncia dos
explantes, altura das brotacdes, nimero de bratafmmacao de calo na base
do explante foram avaliados a cada duas semanasirpoperiodo de seis
semanas.

Um segundo experimento para inducdo de multibdesdoi realizado
utilizando as mesmas condi¢cdes descritas no expetaranterior, entretanto
com a adicdo de mais duas concentracdes de BAR: 8,8 uM. Para esse
experimento ndo foi avaliado a formacéo de caldsase dos explantes.

Foram utilizadas 20 repeticbes para cada tratamerfoi utilizado o
meio MS suplementado com 0,09 M de sacarose e @e3Phytagél. O pH foi
aferido em 5,8 + 0,1 antes da autoclavagem a 1p&fQ0 minutos.
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Apés o periodo de avaliagbes (seis semanas), dacbes foram
repicadas e o numero de novos explantes obtidgsmé&®os contendo um par

de gemas) oriundos de cada tratamento tambémdbadu.

2.4 Enraizamentoin vitro

2.4.1 Enraizamento de brotac6es apés dois subcultivos:eitfo do AIB

Brotagcbes de gabirobeira mantidasitro e com dois subcultivos foram
utilizadas como explante para o enraizamento. Fotastadas diferentes
concentracdes de AIB (1,5; 3; 4,5; 6; 7,5 e 9 uMammbém a auséncia desse
regulador em meio MS.Todos os meios utilizadosnforuplementados com
0,09 M sacarose e 0,7% de agar, o pH foi ajustados@® *+ 0,1 antes da
autoclavagem a 121 °C por 20 minutos. As brotafdiesn mantidas em sala de
crescimento a temperatura de 25 + 2 °C e fotoperidel 16 horas por 6

semanas, quando foi avaliado o nimero de brotagtaizadas.

2.4.2 Enraizamento de brotac6es apds oito subcultivos

2.4.2.1 Efeito do AIB e AIA no enraizamento de brotagbes

Brota¢cbGes de gabirobeira mantidasiitro por 30 dias em meio MS na
concentracdo de 4,4 uM de BAP foram transferidestathente para meio de
enraizamento contendo auxina ou para MS suplenewciam 1g [* de carvéo

ativado por uma semana antes da transferéncia rpaei@ de enraizamento.
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Foram testadas diferentes concentracdes (1, 5, 240 gM e a auséncia do
regulador) de AIB (acido indolbutirico) ou AIA (&l indolacetico). As
brotacbes forma mantidas nas mesmas condigcbes dévo cieitadas
anteriormente. Todos os meios utilizados foram @datados por 20 minutos a
121 °C e suplementados com 0,09 M de sacarose% 6gPhytagel ®.

2.4.2.2 Efeito do ANA no enraizamento de brotacdes

Brotacdes cultivadas em meio MS suplementado cdmu¥| de BAP
foram inoculadas em meio MS suplementado com ANAamacentracdes de 1,
5, 10, 20 e 100 uM e sem a adi¢do do reguladobrémcdes foram mantidas
nas mesmas condicdes dos experimentos anteriorapég uma semana,
transferidas para meio MS ou WPM (LLOYD; MCCOWN,809 livres de
auxina. As brotagBes foram mantidas nessas corgpgie6 semanas, sendo as

avaliacOes realizadas a cada 2 semanas.

2.4.2.3 Condi¢des de cultivo durante o enraizamento e avaljdes

Em todos os experimentos de enraizamento acimaitdssos meios de
cultivo foram suplementados com 0,9 M de saca®8e% de Phytag® o pH
foi aferido em 5,8 £ 0,1 antes da autoclavagemla@2lurante 20 minutos.

Os explantes foram mantidos em sala de crescimmantemperatura de
25 + 2 °C e fotoperiodo de 16 h durante seis sespamman avaliacbes a cada
duas semanas.

Os parametros avaliados foram a porcentagem deddes enraizadas,
0 numero de folhas e o comprimento da brotacd@rattilizadas 10 repeticoes
por tratamento.
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2.5 Andlises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o Inteiemte Casualizado e
os dados foram submetidos a ANAVA e as médias sadds pelo teste de
Scott-Knott com 5% de significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Inducéo de brotacbes

A utilizacdo de diferentes concentracbes de BAP 4tk uM foi
significativa (0,05) para a inducdo de brotacdes e para o niredahds, em

gue as maiores médias foram obtidas na concentragfiona testada (Graficos
le?2).

2,0 -

1,0 -

NiUmero de brotos

0,0 -

r

’ .

BAP (M)

Gréficol Média do numero de brotacbes de gabirab&m meio MS com
diferentesconcentracdes de BAP apds 6 semanasltd® ¢o vitro. Letras
iguais ndo diferem entre si estatisticamente seguaeste de Scott-Knott
com 5 % de significancia.
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Gréfico 2 Média do namero de folhas de gabirobeima meio MS com diferentes
concentracdes de BAP ap6s 6 semanas de cutftivitro. Letras iguais ndo
diferem entre si estatisticamente segundo test8cd#é-Knott com 5 % de
significancia.

A utilizacdo de concentracdes maiores que 4,4 pBAR também foi
significativa (p<0,05), entretanto, foi observadaauinibicdo na inducdo de
brotacdes e na formacédo de folhas em explantesltsitcom 6,6 ou 8,8 UM de
BAP, confirmando a concentracdo de 4M como melhor concentragcdo para

inducao de brotagbes (Graficos 3 e 4).
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Grafico 3 Média do n° de brotagdes de gabirobeira mmeio MS com diferentes
concentracdes de BAP ap0s seis semanas de cintiitro. Letras iguais
nao diferem entre si estatisticamente segundo tiestécott-Knott com 5 %
de significancia.
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Gréfico 4 Média do n° de folhas de gabirobeira emeiom MS com
diferentesconcentracfes de BAP apds 6 semanasltdeicuvitro. Letras
iguais ndo diferem entre si estatisticamente segueste de Scott-Knott
com 5 % de significancia.
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Concentragdes elevadas de citocininas no meioltleapodem levar a
um balan¢o hormonal desfavoravel ao desenvolvimeéatorotacdem vitro, ja
gue esse fator é altamente dependente da rela¢@o aexinas e citocininas
(GEORGE, 2008). Além disso, a exposicdo a elevad@sentracdes de
citocininas leva a um aumento na producéo de feodjsie aumenta a atividade
das peroxidases levando a um maior acimulo denfigjue pode prejudicar a
formacgé&o de novos brotos (SCHNABLOVA, 2006).

A sobrevivéncia média dos explantes apés seisrseniai de 92,5% e a
altura média das brotagdes foi de 4 cm quandovedtis em meio de inducéo de
brotacbes com concentracdes de BAP até 8,8 uM, sambgarametros ndo
apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05).

A porcentagem de explantes com formacdo de caldsasa nao foi
evidenciada ap6s duas semanas de cultivo, senddanatpenas apds quatro
semanas de cultivo, se mantendo constante na &nsemuando foi feita a
Ultima avaliacdo. Nao foi verificada a formacéocdés apenas na auséncia do
regulador de crescimento, sendo este tratamerdatistisamente diferente dos
demais, a média de brotacdes tratadas com BAP alms ©a base foi de 89,2%
(Grafico 5).



54

100 - a a a a
[=]
= i a
b 90
E 80 -
=3 70
2 &
Sz 60 -
= -
¢ = 50
= 30
g R
s 07

1041 b

0 T T T T T
0 1.1 2.2 4.4 6.6 8.8

BAP (uM)

Grafico 5 Porcentagem de explantes com formacamaldena base apés 6 semanas de
cultivo. Letras iguais ndo diferem entre si estiaisnente segundo teste de
Scott-Knott com 5 % de significancia.

O numero de segmentos caulinares contendo um pgerdas axilares
gue puderam ser extraidos das brotacfes tratadas BAP até 8,8 uM
apresentou diferencas estatisticas (p<0,05). Aadfies tratadas com 4,4 uM de
BAP produziram o maior nimero de explantes passigtei serem utilizados
para novos ciclos de multiplicacdo (Gréafico 6), traxedo uma relacé@o direta
entre o nimero de brotos desenvolvidos e o nuneegehas presentes.
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Gréfico 6 Média do numero de segmentos caulinayetendo um par de gemasgerado
por broto em cada tratamento apds seis semanasltde® @m meio com
diferentes concentragcbes de BAP. Letras iguais diferem entre si
estatisticamente segundo teste de Scott-Knott c&#rdg significancia.

O BAP ¢ a citocinina mais comumente utilizada rs& fde multiplicacéo
da micropropagacao (ARAGAO et al., 2011; BIST et2011; BANERJEE et
al., 2010) e tem sido aplicada com sucesso emsdigegspécies, inclusive em
espécies lenhosas como o pau-brasil e o eucalPrRA et al., 2009;
ARAGAO et al., 2011), entretanto, a concentracd@madt pode variar
dependendo da espécie objeto de estudo. Scuttint§2000) relatam que o
maior comprimento de brotagfes durante a microgagin deC. xanthocarpa,
uma espécie de gabirobeira nativa encontrada nemaelocais de ocorréncia
de C. pubescens, ocorreu na auséncia de reguladores de crescineeqte o
maior niumero de brotacdes foi obtido na presen¢a 2igM de BAP, ou seja,
utilizando a metade da concentragcdo da mesmarniitacque gerou melhores
resultados neste trabalho.
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De acordo com Grattapaglia & Machado (1998), a wligo no
ndmero brotos a partir de terminada concentra¢&®Ad® pode ser causada por
um efeito citotdxico da citocinina ou por uma atgfo hormonal. O eucalipto
(Eucalyptus spp), uma das espécies mais importantes comeegitdne mais
estudadas da familia Myrtaceae, tem mostrado besdtados na propagacédo
clonal via micropropagac¢éao utilizando o BAP compriacipal citocinina para
inducdo de brotacdes em concentracdes que varia®OdepM a 8,8 uM
(DUTRA et al., 2009; BORGES et al., 2012, NAVROSKi al., 2013) € 0 meio
MS como meio de cultura tem sido o mais utilizaBbTRA et al., 2009;
BORGES et al., 2012).

Baixas concentragcbes de auxinas, geralmente coddsinacom
concentracdes mais elevadas de citocininas, podetmeséficas na inducéo de
brotacdes por estimular ainda mais as divisdbedarekl(CHENG et al., 2013).
Por exemplo, enByzygium francissi, uma espécie da familia Myrtaceae, a
adicdo de 0,5 uM de AIB no meio de cultura em amigjcom 4,5 uM de BAP
proporcionou o maior nimero de brotos (SHATNAWABEL 2004). Da mesma
forma, a multiplicacédo deuUgalyptus dunnii MAIDEN é realizada com o uso de
0,5 mg L* de AIB e 0,1 mg L:!de BAP (NAVROSKI et al., 2013). Entretanto,
auxinas também estdo muito relacionadas com o aamenformagéo de calos
exatamente pelo estimulo das divisbes celularesOREEE et al., 2008).
Conforme observado no Grafico 5, a adicdo de apgfdagM de BAP ja foi
suficiente para promover a formagéo de calos na bas 90% das brotacdes.
Esta observacao foi suficiente para rejeitar adgéo entre BAP e uma auxina

para a indugéo de brota¢des €npubescens.
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3.2 Enraizamento

3.2.1 Efeito do AIB no enraizamento de brotacdes apés dosubcultivos

Apés 6 semanas em sala de crescimento, foi vetdigaesenca de
raizes em todos os tratamentos, com excecdo dongato com auséncia do
regulador AIB. Os tratamentos com 4,5 e 6 uM de Ai@straram maior média
de enraizamento, 53 e 33 % respectivamente e festatisticamente diferentes
dos demais (p<0,05) (Gréfico 7).
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Gréfico 7 Porcentagem do nimero de raizes de adaia em meio MS com
diferentes concentracdes de AIB apds 6 semanasiltieoc Letras iguais
ndo diferem entre si estatisticamente segundo testcott-Knott com 5 %
de significancia.
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O AIB tem sido a auxina mais comumente utilizadzom sucesso no
enraizamentdn vitro de diferentes espécies, inclusive para espéciesadipto
(DUTRA et al., 2009; BORGES et al., 2012). Scuttz&netii (2000) obtiveram
raizes entC. xanthocarpa em meio MS sem adicao de fitorreguladores, o que
contrasta com o resultado obtido neste trabalhde @penas no meio MS sem
regulador ndo foram obtidas raizes apesar de stamamesma familia e género.
Essa diferenca no comportameimiitro pode ser explicada pela diferenca nos
gendtipos, ou mesmo pelas condicBes das cultu@®o co nimero de

subcultivos.
3.2.2 Efeito do AIB, AIA e carvao ativado no enraizamento

A espécieC. pubescens mostrou-se recalcitrante para o enraizamanto
vitro com auséncia de formacédo de raizes adventicias @i subcultivos,
independentemente dos fitorreguladores analisadodaopresenca de carvao
ativado. Para todos os outros parametros avali@dioga da planta, nUmero de
brotos e numero de folhas) também nado foram obdasvadiferencas
significativas (p>0,05).

Diante da dificuldade de enraizameitovitro apresentado pela espécie
apos sucessivos subcultivos, foi montado um testeapenas seis brotacdes em
substrato comercial e com o uso do pé para o emaiato de estacas RootBne
gue apresenta uma alta concentracdo de AIB (3.p89.pA parte basal foi
tratada com o po6 e, em seguida, as brotacdes facandicionadas em frascos

contendo vermiculita (Figura 1).
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Figura 1Teste para o enraizamento utilizando ognéeccial Rooton
Nota: Barra = 0,5 cm

Apb6s 45 dias de cultivo, foi constatado o enraizémeem 66% das
brotacbes submetidas ao tratamento (Figura 2). Eankbgse teste ndo se
configure um experimento passivel de ser analissthtisticamente, a inducéo
do enraizamento adventicio neste sistema apontadinegiio para a obtencao
do processo de enraizamento antes da fase de tizdigd®w, o que permitiria a
formacg&o de um protocolo completo de micropropagae. pubescens. Além
disso, o0 enraizamento realizado diretamertétro pode ser mais econémico ao

excluir uma fase da micropropagag¢awitro.

Figura2 Enraizamento de gabirobeira com a utiivage Rootorfe
Barra=0,5cm
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Ha pesquisas indicando que o numero de subcultilesmateriais
vegetaisin vitro afeta diretamente a capacidade de enraizamentooth;ties
(HOU et al., 2010). Embora a maioria dos trabalfedatem o incremento do
enraizamento com o aumento de subcultivos (PEL e2@02; WANG; GUO,
2007; HOU et al., 2010), os resultados obtidosGepubescens mostram que o
nimero de subcultivos influencia negativamente nmaizamentdn vitro desta
espécie. A experiéncia pratica com micropropagatgaliversas espécies do
Cerrado tem mostrado a influéncia negativa do atonel ndmero de
subcultivos, ndo s6 para o enraizamento, como tangada a multiplicacan
vitro. Essa constatacdo pode ser explicada pelo famuedesxplantes juvenis
respondem melhor a estimulos hormonaisvitro do que explantes mais
maduros ou envelhecidos (PIERIK et al., 1997; SCHD €t al., 2007). Além
disso, subcultivos podem aumentar a producdo depastos fendlicos,
especialmente em espécies lenhosas, 0 que difiault@nutencéan vitro.
(GEORGE, 2008).

A dificuldade de enraizamento, a pouca quantidadeatzes formadas
ou a baixa funcionalidade das mesmas é o maioaallst a ser superado na
aplicacdo da micropropagacédo (DeKLERKE, 2002). EsSauldade deve-se,
em parte, aos diversos fatores externos e intaynesegulam esse processo e
gue ainda néo estdo completamente elucidadosyltificio assim o controle ou
inducdo do enraizamento (SOUZA; PEREIRA, 2007; SAdNal., 2013), além
disso, alguns gendtipos se mostram recalcitrantastq a esse fator (SAINI et
al.,, 2013). Em um estudo sobre a micropropagacamfdével (Mandevilla
velutina), também uma espécie do Cerrado, Souza et all2@b conseguiram
obter raizesn vitro com o uso de diferentes concentracdes de AIB ou ANA
assim como algumas espécies de eucalipto cBowalyptus globulus séo,
reconhecidamente, recalcitrantes ao enraizamerBREES et al., 2012) da

mesma forma qué. pubescens se mostrou apds sucessivos subcultivos.
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Atualmente é aceito cientificamente que o enraizairia vitro consiste
de trés fases: inducao, iniciacdo e expressdoegepta de auxinas é necessaria
para a fase de inducdo, mas € inibitéria nas oulvas fases (DeKLERKE,
2002). Porém, erByzygium franciss, (cravo da india) o enraizamento foi obtido
com as brotacdes em contato com auxinas por semnss (SHATNAWI et al.,
2004). A longa exposi¢cdo das brotacdes a citocgnimabém pode inibir o
enraizamento nas trés fases descritas acima (DeKLERO02). O carvdo
ativado pode ser utilizado para eliminar possivefgitos residuais de
reguladores, especialmente das citocininas queapo#sibir o enraizamento,
além de adsorver diversas outras substéncias do ki cultura como
compostos fendlicos que prejudicam o enraizamdiOMAS, 2008), mas em
C. pubescens, a adicdo de carvao ativado ndo mostrou nenhunoegfeita o
enraizamentdn vitro.

Concentracdes enddgenas de auxinas também influencho
enraizamenton vitro (SOUZA; PEREIRA, 2007). Ford et al. (2002) mostrar
gue em alguns casos, quando ha a adicdo de axxigare, ocorre o aumento
nos niveis endégenos de AIA que decresce antesrae¢ado das raizes o que
dificulta ou mesmo impede o enraizamento. Alémajiss células presentes na
base das microestacas usadas como explantes pedemmar menos sensiveis
ao efeito das auxinas ou menos competentes pageemtifacdo em raizes
(FORD et al., 2002; SOUZA & PEREIRA, 2007).
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4 CONCLUSOES

O meio mais indicado para inducéo de brotacBeLepubescens € o
MS suplementado com 4,4 uM de BAP, por promoveammmumero de brotos
e também de folhas.

O enraizamento dessa espécie parece ser influenpield nimero de
subcultivos, sendo possivel uma porcentagem de adrai®% de enraizamento
quando este é realizado até o segundo subcultiyads A8 subcultivos, o
enraizamento foi possivel aperexsvitro com a utilizacdo de p6 contendo alta
concentracéo de AIB (3000 ppm).
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CAPITULO 3 Influéncia do tipo de explante e constiticdo da capsula na
producado e armazenamento de unidades encapsulavdes

gabirobeira (Campomanesia pubescens)

RESUMO

O encapsulamento em matriz de alginato é uma &eimaples, barata e
eficiente de preservacdo de germoplasma, sendaiaspente empregada em
espécies que produzem sementes nao viaveis, tesraies ou com dificuldade
de propagacdo ou conservacdo. Varias espéciesaigegee importancia
econbmica sdo encontradas no Cerrado, como porpdxem gabirobeira
(Campomanesia pubescens), que além de frutifera, apresenta também
importantes propriedades medicinais. Porém a esp@cissui sementes
recalcitrantes inviabilizando o armazenamento esemacdo por métodos
convencionais. Os objetivos deste trabalho foratabelecer um protocolo para
producdo de unidades encapsulaveis de gabirob&stando diferentes
explantes e constituicbes para a matriz de algmatealiar o efeito de diferentes
periodos de armazenamento (1, 7, 15 e 30 diasasledpsulas em refrigerador
a 4°C. Foram testados dois meios para a constitidgdcépsula (MS e agua
destilada) e dois tipos de explante (apices caein@ gemas axilares). A
constituicdo do meio apresentou influéncia apeass @ tipo de explante gemas
axilares. A taxa de rompimento das capsulas contépites caulinares foi de
100% enquanto que capsulas contendo gemas avdlaresentaram rompimento
inferior a 8%. O armazenamento de apices caulinard8C foi possivel por
apenas sete dias sem o comprometimento da taxsngémento das capsulas, o
gue pode ser utilizado para facilitar o transpatte material genético entre
diferentes instituicbes de pesquisa.

Palavras-chave: Sementes recalcitrankdgtaceae. Cerrado. Conservacao
vitro.
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ABSTRACT

The sodium alginate encapsulation is a simple, mhead efficient
technique for preservation of germplasm, and isleyegl especially in species
that produce non-viable seeds or hard of propageadimd preserving seeds.
Many plant species of economic importance are fanride Cerrado, especially
species such as gabirobei@afnpomanesia pubescens), which in addition to be
fruitful, it also presents important medicinal pesiies. But as this specie
presents recalcitrant seeds, its storage and a@tigear by conventional methods
is impracticable. The objectives of this study weestablish a protocol for
producing encapsulated units of gabirobeira, tgstiifferent explants and
constitutions for the alginate matrix, and evaluhi effect of different storage
periods (1, 7, 15 and 30 days) of these capsulesrifrigerator at 4°C. The
capsules were performed using the MS culture meddistilled water and two
types of explants (apical and axillary buds) wetso atested. Differences
regarding the medium constitution were only obsgrwhien the axillary buds
were used as an explant. The rate of rupture ofdbsules containing shoot tips
was 100% while capsules containing axillary buds waly 8%. The storage
shoot apices at 4°C was possible only by seven difieut compromising the
rate of rupture of the capsules

Keywords: Recalcitrant Seelllyrtaceae. Cerradoln vitro Conservation
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1 INTRODUCAO

A técnica de encapsulamento de diferentes tipogxgdantes, como
embries somaticos, apices caulinares e gemasitatem uma matriz de
alginato € uma alternativa simples, barata e efieiede preservacdo de
germoplasma (HUNG; TRUEMAN, 2012; MISHRA et al., 14), sendo
especialmente empregada em espécies que produpeentse ndo viaveis ou
gue apresentem alguma dificuldade de propagacénsevacdo, COmo no caso
das sementes recalcitrantes (DAUD; TAHA; HASBULLABQO08). Além da
conservacao genética, a producdo de unidades etfags permite a troca de
germoplasmas de forma segura e eficiente (GERMAMNAL¢e 2011; HUNG;
TRUEMAN, 2012).

As unidades encapsulaveis sdo, na grande maiora tiddralhos,
produzidas em uma matriz de alginato, pois ess@aoente apresenta diversas
facilidades de aplicacdo, como a boa solubilidadeesnperatura ambiente, boa
propriedade geleificante, baixo custo, facil matdpéo além de nado apresentar
efeito toxico nem para as plantas nem para o ho(REREIRA et al., 2008).
Porém, apesar de ja terem sido obtidos diversadtadss promissores da
aplicacdo dessa técnica (BUSTAN et al.,, 2013; HUNKUEMAN, 2012;
RIHAN et al., 2012), o tipo de explante e os cdusties das capsulas ainda
carecem de investigacdo (GUEDES; COSTA; PEREIRA72(PEREIRA et
al., 2008) pois, as necessidades de nutrientegasios organicos e inorganicos
sdo espécie-especifico requerendo estudos direlcienpara a espécie de
interesse  (SHARMA; SHAHZAD; SILVA, 2013; SUNDARARAJ
AGRAWAL; TYAGI, 2010). Com relacdo a espécies nasivdo Cerrado
brasileiro, os estudos sobre a producdo e o arrmaammio de unidades

encapsulaveis ainda sédo bastante incipientes.
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O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, a#gsnas da
Amazobnia, ocupando cerca de um quarto de toddadearinacional (KLINK;
MACHADO, 2005). Possui grande diversidade de flayen um elevado grau de
endemismo. Apesar da importdncia do Cerrado paraaautencdo da
biodiversidade vegetal, calcula-se que aproximadeaes% da area original ja
sofreu com o desmatamento predatério (MACHADO et 2004; SANTOS,
2001), havendo risco do seu completo desapareanaa@t2030 (MACHADO
et al., 2012).

Dentre as diversas espécies presentes no Cerragmgsuem potencial
comercial para a exploracdo de frutos, além derjgagdes medicinais, pode-se
citar a gabirobeiraGampomanesia pubescens), que é uma espécie arbustiva da
familia Myrtaceae, podendo ser encontrada desde o estado de Mimais @& o
Rio Grande do Sul (ALICE et al., 1995).

As propriedades medicinais do cha das folhas easade caule de
gabirobeira sdo utilizadas popularmente no combatfeccbes do aparelho
urinario e contra diarreia devido a acdo adstritgefrERREIRA, 1972;
RODRIGUES; CARVALHO, 2001). Estudos mostram queso gontinuo do
cha das folhas de gabirobeira contribui para agé@oluda massa corporal
(BIAVATTI; FARIAS; PRADO, 2004) e na regido sul ddrasil, o cha é
utilizado para reduzir a obesidade (DICKEL; RATIRSTTER, 2007).

Recentemente tem sido estudada a acdo do extratofotteas da
gabirobeira no controle da diabetes e como anitlidCARDOSO et al., 2010;
VINAGRE et al.,, 2010). Pavan et al. (2009) tambéemdnstraram que o
acetato de etila, extraido dos frutos da gabirabeipresenta atividade contra o
patégeno causador da tuberculosldobacterium tuberculosis). Ha pesquisas
também mostrando a reducdo do nivel de colesterdatigue em pacientes
afetados pela hipercolesterolemia (KLAFKE et 801@.
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Apesar do potencial para a exploracdo econdmigabmobeira devido
as suas propriedades medicinais comprovadas dalddajue a espécie produz
sementes recalcitrantes, impedindo o0 armazenamgertonsequentemente a
conservacdo pelos métodos convencionais (DOSSEAUalet 2011), a
conservacao do germoplasma de gabirobeira naceisehido a devida atencéo.

Diante da importancia de conservacdo da biodivedsidvegetal do
Cerrado, e nesse caso especificamente da gabaol€mmpomanesia
pubescens), o objetivo deste trabalho foi estabelecer umtqmao para a

producdo e armazenamento de unidades encapsudévgébirobeira.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

Sementes de gabirobeir&Cafnpomanesia pubescens) coletadas de
populagbes nativas foram germinadasitro e utilizadas para a multiplicagéo
de plantas em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) som@ntado com 2,2
UM de BAP (6-benzilaminopurina), 3% (p/v) de sasare 0,7% (p/v) de &gar
com pH ajustado em 5,8. As plantas foram mantigassala de crescimento
com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 283Gt utilizados como fonte
de explantes. Em camara de fluxo laminar, apicetineaes e gemas laterais
com aproximadamente 0,5 cm foram excisados com xdiawde pincas e
bisturis em um microscopio estereoscépico e utibzacomo explantes para o

encapsulamento.

2.2 Producéo de unidades encapsulaveis

Foram testados, como meio para diluicdo da matrialginato (2,5%),
agua destilada e meio de cultura MS sem adicdo altdoc Os explantes
excisados (segmentos contendo apices ou gemasaidatdioram entdo
misturados as diferentes matrizes de alginato & ooauxilio de pipetas
automaticas, cada explante foi resgatado numaaatigle 500 uL e gotejado um
a um em solucao com cloreto de célcio (100 mM) paraplexacdo da capsula
durante 20 minutos.

Apés periodo de complexacdo, as capsulas formaoiasnfentdo
mergulhadas em agua estéril para remoc¢éo do exdesdoreto de calcio e, em
seguida, mergulhadas em solucdo de nitrato de gt§400 mM) para
descomplexacdo durante 15 minutos. Apds esse pmcess unidades
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encapsulaveis foram inoculadas uma a uma em tubesshio contendo 10 mL
de meio para germinacdo constituido de MS supladentom 0,09 M de
sacarose, 0,7% de agar e 2,2 uM de BAP e pH d®©S5,81bos de ensaio foram
mantidos em sala de crescimento com fotoperioddbdee temperatura de 25 +
2°C por 30 dias. A taxa de germinacao (rompimeatoapsula) foi avaliada aos
15 e 30 dias apés a inoculacdo. Cada tratament@ode diluicdo da matriz
de alginato x tipo de explante) continha 12 repes¢ cada tubo contendo uma
capsula considerada como uma repeticao.

O delineamento experimental utilizado foi o DIC (jBeamento
Inteiramente Casualizado) em esquema fatorial{Rexas médias de ruptura da
céapsula foram avaliadas pelo teste de Tukey a S#¢atmbilidade n@oftware
Sisvar (FERREIRA, 2011).

2.3 Armazenamento a baixa temperatura

Para testar o armazenamento das unidades encagisulde
Campomanesia pubescens, as capsulas foram produzidas utilizando o mesmo
protocolo citado anteriormente, porém usando aper@s de cultura MS sem
adicédo de calcio para diluicdo da matriz de algir@ipices caulinares como
explantes. Cada explante foi resgatado em 500 plmawiz de alginato e
complexado durante 20 minutos em cloreto de cfldi® mM). Imediatamente
apos a complexagéo, as cipsulas foram lavadasiareatgril para remogéo do
excesso de cloreto de calcio e acondicionadas aoaplde Petri previamente
esterilizadas. As placas contendo as cépsulas f@am@o armazenadas e
mantidas em refrigerador na temperatura de 4°Gifenentes periodos (1, 7, 15
e 30 dias).

Para o tratamento controle, as capsulas ndo aradasna 4°C passaram

por todo o processo, incluindo a descomplexac&anfanoculadas uma a uma
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em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio MS sgpimio com 2,2 uM de
BAP, 0,09 M de sacarose e 0,7% de agar e mantidaska de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2°C.

Apb6s cada periodo de armazenamento, as capsuas fetiradas do
refrigerador e submetidas ao processo de descoagdlexEm seguida, foram
inoculadas no mesmo meio do tratamento controleastidas sob as mesmas
condi¢cdes de cultivo. Ap6s 30 dias da inoculac&o, aivaliada a taxa de
germinagdo (rompimento da capsula). Cada tratamfemtoomposto por 12
repeticbes em que cada tubo com uma capsula f@idemado como uma
repeticao.

Para estudar o armazenamento das unidades encapsulé®d
delineamento experimental foi o DIC e as médiasug¢ura da capsula foram
avaliadas pelo teste de Tukey com 5% de signifiedno software Sisvar
(FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Unidades encapsulaveis

A utilizacdo de apices caulinares como explantea paproducdo das
unidades encapsulaveis, independente dos meidzadts para diluicdo da
matriz de alginato (agua destilada ou meio MS)mgar uma taxa de
rompimento de 100% das cépsulas contendo o mei@ ME7% das capsulas
contendo agua como meio de diluicdo, sendo essaed{fa significativa
estatisticamente ap6s 15 dias do encapsulamentd 0§<¢Grafico 1). Em
contraste, os tratamentos que utilizaram gemasaiateomo explantes néo

apresentaram o rompimento da capsula apés 15aiasahpsulamento.
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Gréfico 1 Taxa de ruptura de capsulas de alginatopostas de meio MS ou apenas
agua contendo como explantes apices caulinarescatelo com o teste de
Tukey a 5% de probabilidade
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Apds 30 dias do encapsulamento das gemas latemaigxa de
germinagdo das capsulas contendo agua destiladeemuMS foi de 8,4% e
16,7%, respectivamente, sendo que essa diferencastétisticamente
significativa (p<0,05)(Grafico 2). Quando foramlisidas gemas apicais como
explantes, a taxa de germinacdo permaneceu a mapd® 30 dias do
encapsulamento, porém as brotacfes ja mostravaemwbdgimento avancado,

apresentando primérdios foliares desenvolvidosgglado mostrados).
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Gréfico 2 Taxa de ruptura de capsulas de alginatstituidas de dgua destilada ou meio

MS e contendo gemas axilares de acordo com o tkst€ukey a 5% de
probabilidade

Os primeiros estudos com unidades encapsulavédizadm embrifes
somaticos como fonte de explantes, porém a difemlédde obtencdo desse tipo
de material em algumas espécies levou ao uso desarplantes, como gemas
laterais e apicais (PATTNAIK; CHAND, 2000). Atualnte esses sdo 0s tipos
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de explantes mais utilizados para a producéo dtades encapsulaveis devido a
sua facilidade de obtenc&o e do menor risco deagéwi somaclonal, muito
comum em culturas embriogénicas (ARA; JAISWAL; JWMSL, 2000;
SHARMA; SHAHZAD; SILVA, 2013; STANDARDI; PICCIONI,1998;). E
comum apices caulinares apresentarem melhoresa@assyl ja que normalmente
gemas axilares possuem certo grau natural de doianéevido a dominancia
exercida pelos apices (SHARMA; SHAHZAD; SILVA, 2013

A qualidade das capsulas e o desenvolvimento daardes dependem,
primeiramente, da constituicdo da prépria capsule gor sua vez esti
relacionada com a quantidade e disponibilidade deiemtes, do tipo de
explante utilizado e, eventualmente, da quantidad@o de reguladores de
crescimento adicionados (SENARATNA; MCKERSIE; BOWYE 1992;
SHARMA; SHAHZAD; SILVA, 2013). Para a maioria dasspg&cies ja
estudadas, a adicdo de nutrientes presentes no M&ioé altamente
recomendada, porém, algumas espécidddlimceae mostraram melhor taxa de
ruptura das capsulas quando essas foram produssdas adicdo de acUcar ou
nutrientes (SHARMA; SHAHZAD; SILVA, 2013). Para ngabeira, foi obtido
90% de sobrevivéncia com a utilizacdo do meio WRMOYD; MCCOWN,
1980) na constituicAo da capsula e apices caulina@mo explantes
(NOGUEIRA, 2010).

3.2 Encapsulamento e armazenamento

O tratamento controle (capsulas ndo armazenaddh apresentou
uma taxa de 95% de rompimento das unidades enéapmul Para os demais
tratamentos, foi observado um decréscimo acentuzloporcentagem de

rompimento das capsulas, com 70% de rompimento @pdiss, chegando a
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auséncia de rompimento apés 15 dias de armazermmdf€ (p<0,05)(Grafico
3).
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Gréfico 3 Taxa de ruptura da cdpsula em funcéenhpod de armazenamento a 4°C.

As condi¢Bes mais utilizadas e que apresentam meslesultados para
a conservacgédo de plantasvitro em médio prazo (por até 10 meses) sdo: baixa
luminosidade e baixas temperaturas, porém, algymaascularidades podem
explicar a baixa eficiéncia no armazenamento deladds encapsulaveis. O
alginato ao ser polimerizado com o cloreto de oaleimbora exer¢ca uma
protecdo sobre o explante, pode sofrer uma forépida desidratacdo ao entrar
em contato com o ar, tornando a capsula endurecitificultando, ou mesmo
impedindo, o desenvolvimento dos explantes e camsggmente o rompimento
da capsula (LAMBARDI; BENELLI; OZUDOGRU, 2006). Alé disso, a
desidratacdo da capsula limita a respiracdo dorimategetal levando a uma
rapida perda da viabilidade germinativa (REDENBAUGFJJII; SLADE,
1993). Todas essas dificuldades tendem a aumermar ¢ tempo de
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armazenamento (LAMBARDI; BENELLI;, OZUDOGRU, 2006) oroo
confirmado nos resultados obtidos no presenteltraba

Outro fator importante que influencia o armazendmeéna temperatura
podendo variar para cada espécie (AHMAD; ANIS, 200ABASSUM et al.,
2010). Para algumas culturas tropicais e subtrizgpicaltas temperaturas,
chegando algumas vezes a 25°C, podem ser maiendéisi que baixas
temperaturas para o0 armazenamento e desenvolvimdaso explantes,
entretanto, o periodo de armazenamento é drastitameaeduzido
(SUNDARARAJ; AGRAWAL; TYAGI, 2010). O armazenamendie unidades
encapsulaveis de espécies da fanhlgliaceae e Myrtaceae foi mais eficiente
na faixa de temperatura de 10 —14°C do que a 4fi€stanto, as capsulas foram
armazenadas em placas contendo meio de cultura @URUEMAN, 2012)
diferentemente do que foi feito neste presentealinab Assim como os
resultados par€&. pubescens, Nogueira (2010), conseguiu armazenar unidades
encapsulaveis de mangabeira a 4 °C por um curtodzede tempo.

Apesar do curto periodo de armazenamento das e&pshtido neste
trabalho (sete dias), 0 armazenamento diretamemglaca de Petri sem adicao
de nenhum meio de cultura ou agente osmoéticottaeilbarateia o transporte e a
troca de material genético entre diferentes ingéies de pesquisas.
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4 CONCLUSOES

E possivel realizar a producio de unidades enéamsside gabirobeira
utilizando MS na constituicdo da capsula e apieedirtares como explantes.

O armazenamento das unidades encapsulaveis é glogsivaté sete
dias em refrigerador a 4°C, o que facilita e bdmatetransporte e troca de
germoplasma entre diferentes instituicbes de psaqui
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CAPITULO 4 Criopreservervacgio de apices caulinaresle gabirobeira via

droplet vitrification
RESUMO

A criopreservacdo, armazenamento de material bamdégm ultrabaixa
temperatura, € uma ferramenta poderosa e que vaio splicada com sucesso
na conservacao da biodiversidade vegetal, espemitdnem espécies que so se
propagam vegetativamente ou que possuem semeptdsitrantes. Dentre as
técnicas de criopreservacéo, tem-se destacaflopket-vitrification em que os
explantes sao colocados diretamente em contato @onitrogénio liquido
envolto em apenas uma gota do crioprotetor, o quen¢e taxas ultrarrapidas de
resfriamento e reaquecimenttampomanesia pubescens € uma espécie nativa
do Cerrado que produz sementes recalcitrantesp ggndesse motivo de dificil
armazenamento. Nesse caso, a aplicacdo da crio@ede, especificamente da
droplet vitrification, é vista como uma maneira eficaz de preservaca@a Pa
aplicacdo dalroplet-vitrification em gabirobeira, foram avaliados o crescimento
de apices caulinares e gemas axilares com tamanlkaprdximadamente 1mm
em meio para regeneracdo com diferentes conceasal® BAP (2,2; 4,4; 6,6
ou sem o fitorregulador). O efeito do pré-cultiva eneio rico em sacarose e 0
tempo de exposicdo ao crioprotetor PVS2 tambémmmfonavestigados. A
criopreservacdo foi feita com a imersédo direta dgglantes em nitrogénio
liquido com uma gota de PVS2 e a retomada do cnesto também foi
avaliada. Apices caulinares regeneraram mais Bf@ieente que gemas
axilares, e ndo houve diferenca na utilizacdo d® mtS suplementado com
diferentes concentracdes de BAP. O pré-cultivo mastser essencial a
sobrevivéncia dos explantes submetidos a solugdovildicacdo PVS2,
independente do tempo de exposi¢do a essa sol0¢@mpo de exposi¢cdo ao
PVS2 de 45 minutos prejudica a sobrevivéncia emdebémento dos apices. A
utilizacdo de PVS2 por 15 ou 30 minutos foi efibtkena criopreservacao de
apices caulinares de gabirobeira, proporcionanda smbrevivéncia de mais de
50% apos a criopreservagao.

Palavras-chave: Campomanesia pubescens. Cerrado. Frutiferas. Plantas
Medicinais. Vitrificacdo. PVS2.
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ABSTRACT

Cryopreservation, the storage of biological matsriat ultra-low
temperature, is a powerful tool that has been sstoly applied in the
conservation of plant biodiversity, especially ipesies with vegetative
propagation or producing recalcitrant seeds. Amdhg cryopreservation
techniquehighlights the droplet-vitrification wetee explants are placed directly
in contact with the liquid nitrogen wrapped in justdrop of cryoprotectant,
which ensures ultra-fast cooling and rewarmingrafasnpomanesia pubescens
is native Cerrado producing recalcitrant seedsefbee, are difficult to store. In
this case, the application of cryopreservation, cidally the droplet-
vitrification is seen as an effective way of presd¢ion. For the application of
droplet vitrification in gabirobeira were evaluatée growth of shoot tips and
axillary buds with about 1mm in size medium forargration with different
concentrations of BAP (2.2, 4.4, 6.6 or withoutwgtio regulator). The effect of
pre-culture in medium rich in sucrose and exposiore to cryoprotectant PVS2
were also investigated. Cryopreservation was padrby direct immersion of
explants in liquid nitrogen with a drop of PVS2 amdumption of growth was
also evaluated. Shoot tips were more efficient megeted compared to axillary
buds, and no difference was observed in the uskI®fsupplemented with
different BA concentrations. The preculture wasvamdo be essential for the
explants survival undergoing vitrification solutid®VS2 independent of the
exposure time in that solution. The exposure timd3 minutes in PVS2 was
detrimental to the survival and development ofgheot tips. The use of PVS2
for 15 or 30 minutes was effective in cryopresaoragabirobeira shoot tips,
providing a survival rate higher than 50% afteropmeservation.

Keywords: Campomanesia pubescens. Cerrado. Fruitful Plants. Medicinal
Plants. Vitrification. PVS2
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um dos grandes centros de diversidaddddica,
apresentando cerca de 20% da biodiversidade mymrdisATTI et al., 2011). O
Cerrado é o segundo maior bioma do pais, apreskntana grande diversidade
vegetal, sendo que grande parte das espécies s@idaradas endémicas
(KLINK; MACHADO, 2005). Muitas dessas espécies aprgam potencial para
serem exploradas comercialmente seja para alim@mtagnamentacao ou para
a exploracdo de suas propriedades medicinais. digso, é possivel que ainda
haja espécies nao identificadas e/ou com poucodas{PILATTI et al., 2011).
Apesar de ser tdo importante para a diversidadetae@ Cerrado vem sofrendo
com o desmatamento e é considerado um bioma em(R&LFILI et al., 2004;
PILATTI et al., 2011).

Dentre as muitas espécies importantes encontrad@emado, pode-se
citar a Campomanesia pubescens, ou gabirobeira como € popularmente
conhecida (OLIVEIRA et al., 2011; SOUZA; LORENZIQ@5). Espécies desse
género, pertencente a familia Myrtaceae, apreseatém de potencial para
exploracdo comercial de frutos, importantes prajades medicinais, muitas ja
consagradas pelo uso popular e com recentes coagiies cientificas
(CARDOSO et al., 2010; DICKEL; RATES; RITTER, 200RLAFKE et al.,
2010, 2012; MELCHIOR et al., 2006; PAVAN et al.,08) SANTOS et al.,
2013; VINAGRE et al., 2010). ACampomanesia pubescens possui sementes
recalcitrantes (DOUSSEAU et al., 2011) ou seja, sdpgortam dessecacao e
baixas temperaturas de armazenamento, 0 que ingpeda conservagcao por
metodologias convencionalmente empregadas na c@gser de sementes
(DOUSSEAU et al., 2011; MASETTO et al., 2008).

Um método efetivo para conservacdo da biodiversidadpecialmente
para espécies que se propagam vegetativamente eopprqduzem sementes
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recalcitrantes, € a criopreservacao (ENGELMANN,130tjue pode ser definida
como o armazenamento de material biolégico em temtymas ultrabaixas em
nitrogénio liquido (-196 °C) ou em sua fase de vapds50 °C) (KHARTA,
1985).

Dentre as diversas técnicas usadas na criopredervag droplet
vitrication, desenvolvida por Panis et al. (2005), € uma prarase poderosa
ferramenta para preservacdo de explantes vegeaiais @pices caulinares e
axilares. A grande vantagem dessa técnica sdo as taltra rapidas de
resfriamento e reaquecimento, que podem ser aldascgracas ao volume
diminuto de crioprotetor utilizado e ao uso de dallde aluminio (KAYA et al.,
2013). Embora ja seja usada rotineiramente e ceassa em algumas espécies
como a banana, para espécies da flora brasileistesx poucos estudos sobre
criopreservacdo, em especial utilizando a técnieadubplet vitrification
(SANTOS, 2013; SILVA et al., 2013).

Diante da importadncia de conservacdo da biodivedsiddo Cerrado,
neste caso, em especial da gabirobeira, o objetgte trabalho foi preservar
apices caulinares de gabirobeira utilizandiaplet vitrification.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

Em camara de fluxo laminar e com auxilio de bistirmicroscépio
estereoscopico binocular, apices caulinares e gariases com tamanho de 1
mm (Figura 1) foram excisados de brotacdes de gadiita cultivadasn vitro
em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementadme},4 uM de 6-
benzilaminopurina (BAP) e 0,09 M de sacarose, fautiizados para os teste de

regeneracao.

[ osmm 05

Figura 1 Apices caulinares (A) e gemas axilaresig}. pubescens

2.2 Meio de regeneracéo de apices caulinares e gemasars

Para a regeneracédo de apices caulinares e gemrassiatoram testadas,
com base nos resultados obtidos no capitulo Qyraceatracbes de 2,2; 4,4 e 6,6
UM de BAP, além da auséncia do regulador em meiosM#ementado com
0,09 M sacarose, 0,3% de Phyt&geB0 ppm de &cido ascoérbico. O pH do meio
foi aferido em 5,8 + 0,1 antes da autoclavagemla°@2por 20 minutos. Foram

utilizados 30 explantes por tratamento, divididostegs replicatas. Os explantes
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foram mantidos em sala de crescimento com tempard&u25 + 2 °C no escuro
por uma semana antes da transferéncia para satastémento com fotoperiodo
de 16 horas e temperatura de 25 + 2 °C. Os mea@stgrarmaneceram sob as
mesmas condicdes mencionadas por 30 dias, quandavdbada a taxa de

sobrevivéncia dos explantes.
2.3 Efeito do pré-cultivo e do tempo de exposicdo ao B2

Para investigar o efeito do pré-cultivo, 4piceslinates foram pré-
cultivados ou ndo durante 24 horas no escuro, dotemtamento com a solucao
de vitrificac@o de plantas nimero 2 (PVS2) desefidalpor Sakai, Kobayashi e
Oiyama (1990). O meio de pré-cultivo era composis gais e vitaminas do
meio MS acrescido de 50 ppm de &cido ascoérbic8p PBytagel, 0,3 M de
sacarose e pH ajustado para 5,8 antes da autoetavdds explantes nao pré-
cultivados foram mantidos em meio semelhante, masaconcentragédo padrao
de sacarose (0,09 M) até o final do processo de&@xdos apices.

Os apices, pré-cultivados ou nao, foram imersos satucdo de
carregamento (0,4M de sacarose e 2 M de glicessbtliidos em meio MS) por
20 minutos a 25 °C antes da imerséo por diferd¢atepos (15, 30 e 45 minutos)
em PVS2 (30% glicerol, 15% etileno glicol, 15% DM®&M,4 M de sacarose
dissolvidos em meio MS) a 0 °C. O tratamento céomtronsistiu da ndo imerséo
em PVS2.

Apb6s cada periodo de tratamento em PVS2, os eggldatam entdo
submetidos a 15 minutos em solu¢édo de descarregamed °C composta por
1,2 M de sacarose dissolvido em meio MS. Todaokg®es acima descritas
tiveram o pH ajustado em 5,8 antes da filtroestefio. ApOs os tratamentos
com as solucdes crioprotetoras, 0s apices foraotadbs sobre disco de papel

filtro esterelizado em meio de pés-cultivo (idéatao meio de pré-cultivo). Os
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apices utlizados como controle passaram diretaanedid solugcdo de
carregamento para a solucao de descarregamento.

Decorrido o tempo de 24 h, os apices caulinaresrfantao transferidos
para MS acrescido de 50 ppm de Acido ascérbicés ®Bytagel, 0,09 M de
sacarose e suplementado com o fitorregulador BABonaentracdo de 2,2 ou
4,4 uM e com pH ajustado para 5,8 antes da autmgpden. Os explantes foram
mantidos em sala de crescimento a 25 + 2 °C na@gmur mais sete dias antes
da transferéncia para sala de crescimento comddtmp de 16 horas.

A avaliacéo foi feita apés 30 dias, quando foi obs#a a porcentagem
de sobrevivéncia dos explantes. Para cada tratamdotam feitas trés

repeticdes com cinco replicatas cada.
2.4 Criopreservacao, reaquecimento e retomada do creseento

A criopreservacdo dos apices caulinares foi reddizatilizando a
técnicadroplet vitrification desenvolvida por Panis et al. (2005).

Apbs 24h de pré-cultivo em meio MS suplementado €& M de
sacarose, 0s apices foram imersos em solucdo dgaarento em temperatura
ambiente por 20 minutos e transferidos para PVER°€ por 15, 30 e 45
minutos. Apos cada tempo de exposicao ao PVS2iossaforam acomodados
juntamente uma gota de PVS2 em pequenas folhasiména (0,5 x 2,0 cm) e
imersos em nitrogénio liquido. Os explantes foraamtidos a -196 °C por 24
horas e entdo imediatamente submetidos a reaqudcingn solucdo de
descarregamento em temperatura ambiente por 15awinu

Depois do reaquecimento, os apices foram colocsolo® um disco de
papel filtro em meio de pés-cultivo (MS + 0,3 Mshearose) em placa de Petri
(92 x 16 mm), onde permaneceram por 24 h em sateedeimento escura antes

da transferéncia para meio MS suplementado comM,dle BAP. Os explantes
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foram mantidos em sala de crescimento no escurmpiw seis dias e, apos esse
periodo, os explantes foram entdo transferidos gala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + Zas 30 dias da
criopreservacdo foramavaliadas a porcentagem dewsedncia dos apices e o
desenvolvimento dos primoérdios foliares.

A criopreservacéo foi realizada em triplicata era,quara cada tempo de
exposicdo ao PVS2 foram 10 apices caulinares, seés@omo controle e sete

criopreservados.
2.5 Analises estatisticas

Os dados referentes ao teste de toxicidade, ptigecel criopreservacéo
foram transformados pelo arcoseno (y' = arcoséffpande y = porcentagem
original/100). Para o experimento de regeneracém fodl feita nenhuma
transformagéo e assim como os demais dados forlamesidos a ANAVA e as

médias comparadas segundo teste de Scott-Knotb%one significancia
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Regeneracdo de 4pices caulinares e gemas axilares

A taxa de sobrevivéncia dos explantes apicais darasi foi
estatisticamente significativa (p<0,05), sendo qog explantes apicais
mostraram taxa de sobrevivéncia superior as gemxi@ses independente do
meio de crescimento utilizado. A interacdo conemites de BAP x tipo de
explante ndo foi significativa(p>0,05Pentre as diferentes concentracdes de
BAP testadas para os apices caulinares, as coacées de 2,2 e 4,4 uM de
BAP proporcionaram a maior taxa de crescimentd@,0de 80% respectivamente
(Grafico 1). Na comparacgdo entre as diferentes estrecdes de BAP com
gemas axilares como explante, apenas a concentrded®,6 pM foi

significativamente diferente dos demais tratame(gg8,05).
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Grafico 1 Explantes apicais e axilares @epubescens em meio MS com diferentes
concentracdes de BAP ap6s 30 dias de cultivo. et@lsculas iguais ndo
diferem entre si segundo teste de Scott-knott cnd® significancia dentro

do explante apical. Letras mindsculas iguais nderefin estatisticamente
entre dentro do explante lateral.

Embora o uso de gemas axilares na criopreservajdadssejavel por
proporcionar maior namero de explantes, 0 uso desgraulinares € mais
comumente encontrado na literatura (PANIS; SWENNEDN5; SILVA et al.,
2013). Silva et al. (2013) relataram maior taxasdbrevivéncia e também
desenvolvimento mais acelerado de apices caulimaresomparacdo a gemas
axilares. Apices caulinares correspondem ao loealnthior producio de
auxinas, o que promove a dominancia apical, residtaem um menor
desenvolvimento das gemas laterais (GEORGE; HALE KRERK, 2008).

Mesmo com a excisdo das gemas laterais, as mesmesvgimente
ainda estavam sob influéncia dessa dominanciassitaedo de adaptacdes no

meio de cultura para otimizar o crescimento déstede explante.
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3.2 Pré-cultivo e exposicao ao PVS2
O pré-cultivo em meio rico em sacarose (0,3 M) @dhoras aumentou
significativamente (p<0,05)a sobrevivéncia em todss tempos de PVS2

testados independentemente da concentracdo de HAdada no meio de
crescimento (Grafico 2).

100 - A

40 -

Sobrevivéncia (%)

20 -

SIM NAO

Pré-cultivo

Grafico 2 Efeito do pré-cultivo na sobrevivénciadgeces caulinares d& pubescens
apos 30 dias de cultivo. Letras iguais ndo difeestatisticamente entre si,
segundo teste de Scott-Knott com 5% de signifiganci

Né&o foi verificada diferenca estatistica entreiferehtes concentracdes
de BAP utilizadas em meio MS (p > 0,05). A maiotatale sobrevivéncia foi
obtida no tratamento controle e, dentre os difeetémpos de exposi¢cdo ao
PVS2, nédo foi verificada diferenca estatistica eeris tempos de 15 e 30
minutos. A baixa porcentagem de sobrevivéncia gosea tratados com 45

minutos de PVS2 indica toxidez provocada pela saule vitrificacdo (Grafico
3).
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Grafico 3 Porcentagem de sobrevivéncia de explaapésais deC. pubescens em
relacdo ao tempo de exposicdo ao PVS2. Letrassigiiad diferem entre si
estatisticamente segundo Teste de Scott-Knott érdésignificancia.

Em relacdo ao nimero de folhas desenvolvidas ap@sa3 de cultivo,
o tratamento controle foi o que apresentou os methoesultados, os demais
tratamentos nao diferiram estatisticamente ent{@rsifico 4).
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Grafico4 Média do namero de folhas em &pices cardis deC. pubescens apis
diferentes tempos de exposi¢cdo ao PVS2. Letrassigd@ diferem entre si
estatisticamente segundo Teste de Scott-Knott @érdésignificancia

Embora ndo haja diferenca estatistica pode-se nistzsimente que no
tratamento de 45 minutos de PVS2, os 4pices sen&ano oxidados e o0s

primérdios foliares estavam bem menos desenvol\(igigsira 2).

e Y P

Figura 2 Apices caulinares @& pubescens apds o tratamento com diferentes tempos
de PVS2; 0 (A), 15 (B), 30 (C) e 45 (D) minutos.

Os acUlcares, em especial a sacarose, exercem fpagamental na
adaptacdo das células vegetais aos diferentes dipasstresse. A sacarose €
considerada como um dos principais componentest@ador ser um produto
natural da fotossintese e ser o carboidrato maisugente translocado nas
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plantas (CARPENTIER et al.,, 2010). Além disso, aasase é reconhecida
como uma importante molécula sinalizadora que afetea diversidade de
respostas fisiologicas (FINKELSTEIN; GAMPALA; ROCK002; KOCH,
1996; PANIS et al., 1996). O tratamento com corregdes mais altas de
sacarose tem se mostrado essencial a sobreviv@rsgaera desidratacédo pela
qual sdo submetidos os explantes criopreservadad|fPet al., 2002) e mais
eficiente do que o uso de outros aglcares como roit@opor exemplo
(CARPENTIER et al., 2010). Confirmando essas afffdes, Silva et al. (2013)
mostraram que o pré-cultivo de 4pices caulinaresnegio com 0,3 M de
sacarose aumentou consideravelmente a taxa de vs@maa apos a
criopreservacdo de meristemasBigsonima intermedia, uma espécie também
nativa do Cerrado. Santos (2013), estudando parmdsnda criopreservacéo de
mangabeira, também verificou aumento na sobreviaéte apices caulinares
criopreservados quando submetidos ao pré-cultiv@féd em meio com 0,3 M
de sacarose.

O uso de crioprotetores como a sacarose, DMS@netijlicol, dentre
outros, tem se mostrado essencial na criopreserypgds ajuda a proteger o
material vegetal dos danos causados pelo congelanfd@Ol et al., 2010;
SAKAI; HIRAI; NIINO, 2008), no entanto, 0s mesmosioprotetores que
protegem podem exercer efeito toxico e causar pdadaabilidade do material
vegetal se utilizados em concentracdes, tempesatwraempos de exposicao
prolongados. Por isso o estudo do periodo de exdmsilos explantes ao
crioprotetor é de extrema importancia para o sacdascriopreservacédo (HOOI
et al., 2010).

A solugdo de vitrificacao utilizada neste trabalboPVS2, tem sido
utilizada com sucesso na criopreservagdo de diverspécies (PANIS et al.,
2005; HOOI et al., 2010; SILVA et al., 2013), mas ponter DMSO pode ser
téxico as plantas (SAKAI; HIRAI; NIINO, 2008). Esteomponente &
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considerado téxico com a elevacdo da temperaturacipalmente, quando
misturado a 4gua. Além disso, esta substancia terapacidade de induzir
diferenciacao celular, podendo exercer influéncanivel de regulacdo génica,
além de promover desnaturacgédo proteica, sendo fedsess influenciados pelo
tempo de exposicao e temperatura (YU; QUINN, 1994).

O periodo 6timo de exposi¢cdo ao DMSO varia de ésmara espécie e
também entre os tecidos (HOOI et al., 2010). Sersdan, deve-se determinar,
previamente, o tempo 6timo de imersdo do explaméP¥S2 e a temperatura
(geralmente utilizada a 0° C), para que haja alta e regeneracdo apos a
criopreservacdo (ENGELMANN, 2011). Silva et al. 13} utilizando a técnica
da droplet vitrification, relataram o tempo de 30 minutos de exposicdo dos
explantes ao PVS2 como 6timo para a criopreservde&pices caulinares de
uma espécie nativa do Cerrado. Outra espécie matiyareservada com sucesso
através dalroplet vitrification, € a mangabaHancornia speciosa) (SANTOS,
2013). Para essa espécie o tempo de exposicaociGgmotetor considerado
otimo foi de vinte minutos. Kaya et al. (2013) prieservaram com sucesso 13
espécies de eucalipto utilizando a técrlapl et-vitrification, sendo que para a
maioria das espécies estudadas o tempo de expasidddS2 que proporcionou
maior sobrevivéncia dos explantes foi 60 minutamém para 3 espécies o
tempo de 30 minutos foi considerado o tempo Otiassim como o resultado

obtido neste trabalho.
3.3 Criopreservacao e retomada do crescimento
Conforme observado no Graéfico 4, a exposi¢cédo daega@o PVS2 por

45 minutos promoveu uma reducdo na sobrevivénciaedplantes. Nao foi

observada a interagdo tipo de explante x tempd/&2PApds 15 ou 30 minutos
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de exposi¢do ao PVS2, a sobrevivéncia dos explamiegreservados foi de
54% e 53,5%, respectivamente (Grafico 5).

M Criopreservados Controle

100 - A A

60 - a a

40

Sobrevivéncia (%)

wm

20 b

15 30 45

Tempo de exposicdo ao PVS2 (min)

Grafico5 Porcentagem de explantes sobreviventess ap criopreservacdo com
diferentes tempos de exposicdo ao PVS2. Letrasisigndo diferem
estatisticamente entre si segundo teste de Scaott-Erb5% de significancia.

Os apices sobreviventes provenientes dos tratameartm 15 e 30
minutos de PVS2 foram transferidos para meio detiptighcdo, MS
suplementado com 4,4 uM de BAP, e ap6s 45 dias ramast o0
desenvolvimento de primoérdios foliares, porém néovie o alongamento das
brotac6es mesmo apos 60 dias de cultivo (Figura 3).
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Figura3 Apices ca{alinares @ pubescens apgs 60 dias da criopreservagcdo em meio
MS suplementado com 4,4 uM de BAP, apés 0 (A),B)%(30 (C) minutos
em PVS2.

A criopreservacdo de apices caulinaresBygesinima intermedia foi
obtida com sobrevivéncia de aproximadamente 1Q@%&m da mesma forma
como relatado neste trabalho, o completo desemaehiio e regeneracdo dos
explantes néo foi obtida (SILVA et al., 2013). Dagma forma, Markoyiet al.
(2013) criopreservaram apices caulinares de paresgonseguiram alta taxa de
sobrevivéncia, porém a retomada do cresciment@agingcisa ser otimizada. O
nao-crescimento dos apices criopreservados podxgkcado pelo alto grau de
estresse sofrido pelos explantes, que pode causaacées metabdlicas,
necessitando assim da otimizacdo das condi¢c6eadtd® @o-crio.
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4 CONCLUSOES

Apices caulinares se regeneramvitro com mais sucesso que gemas
axilares.

O pré-cultivo em meio com alta concentracdo dersaeatem efeito
positivo na sobrevivéncia dos explantes indeperddotempo de exposicdo ao
PVS2.

A sobrevivéncia dos apices caulinares é reduzids 45 minutos de
contato com a solugdo de vitrificacdo PVS2, preailo o desenvolvimento
dos explantes.

Apices caulinares podem ser criopreservados ap@s B minutos de
exposicado ao PVS2 com taxa de sobrevivéncia supeb%.
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