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RESUMO GERAL

O género Alibertia possui espécies frutiferas nativas do Cerrado que apresentam
potencial econdmico devido as propriedades medicinais, madeireiras,
ornamentais e alimenticias. Objetivou-se estabelecer o cultivo in vitro e
conservacdo a longo prazo de Alibertia sessilis Schum, bem como também a
conservacdo a longo prazo para Alibertia edulis Rich. Em sementes de A.
sessilis foi realizada a caracterizacdo da curva de embebicdo de &gua. Para as
andlises da composicdo quimica foram realizadas as determinagdes de extrato
etéreo, proteina, fibra, cinza, grau de umidade, amido, aglcar redutor, agicar ndo
redutor e agucar solUveis totais. Para o cultivo in vitro as sementes foram
inoculadas em meio de cultivo MS. Na inducdo de brotagdes foram utilizados
segmentos nodais inoculados com diferentes concentragdes de BAP (0,0; 0,62;
1,25; 2,5; 5,0 e 10 uM). Para a indugdo de calos os explantes foliares foram
excisados e inoculados com diferentes concentragdes de 2,4-D ou Picloram (0,0;
2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 uM). Com o intuito de induzir calos em explantes
alternativos, apices caulinares foram inoculados em diferentes concentracGes de
2,4-D (0,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 uM). Para a criopreservagdo das sementes foi
determinado o teor de agua e em seguida foi realizada a desidratacdo em silica
gel nos periodos de 0, 15, 30, 60 e 90 min. e posteriormente foi feita a imerséo
em nitrogénio liquido. Os embrides foram excisados e posteriormente,
submetidos a técnica droplet vitrification, para a realizagdo da criopreservagédo
de embrides zigdticos. Ja em sementes de A. edulis foi determinado o teor de
agua e em seguida foi realizada a desidratacdo em silica gel nos periodos de 0,
10, 20, 40 e 60 min. e posteriormente as sementes foram imersas em nitrogénio
liquido, apés 60 dias da criopreservacdo as plantulas germinadas foram
aclimatizadas. Sementes de A. sessilis apresentam umidade de 31,16% as quais
sdo classificadas como amilaceas devido seu conteudo de amido 16%. A
germinagéo in vitro de sementes de A. sessilis foi de 93% aos 30 dias em meio
de cultivo MS. A concentracdo 6tima estimada para inducdo de brotos em
segmentos nodais foi de 8,0 uM de BAP. Para inducdo de calos em segmentos
foliares a concentragdo 6tima estimada é de 12,67 uM de 2,4-D. Para inducdo de
calos em &pices caulinares a concentragdo 6tima estimada foi de 12,42 uM de
2,4-D. As sementes e os embrides de A. sessilis ndo sobreviveram a
criopreservagdo em nitrogénio liquido, porém, ambas apresentaram respostas
positivas na questdo de sobrevivéncia a desidratacdo. Para obtencdo de maxima
sobrevivéncia de sementes A. edulis, ap6s a criopreservacdo recomenda-se a
desidratagdo em silica gel por 73minutos.

Palavras-chave: Cultivo in vitro. Criopreservacdo. Sementes. Medicinal.



GENERAL ABSTRACT

The genus Alibertia has native fruit species of the Cerrado that have economic
potential due to the medicinal properties, timber, ornamental and food. The
objective was to establish in vitro culture and long-term conservation of
Alibertia sessilis Schum, as well as long-term conservation also to Alibertia
edulis Rich. In seeds of A. sessilis was performed the caracterization of the
water imbibing curve. For the analysis of the chemical composition were held
the ether extract determinations, protein, fiber, ash, moisture content, starch,
reducing sugar, non-reducing sugar and total soluble sugar. For cultivation in
vitro seeds were inoculated in MS culture. In shoot induction were used nodal
segments inoculated with different concentrations of BAP (0,0; 0,62; 1,25; 2,5;
5,0 and 10,0 mM). For induction of callus foliar explants were excised and
inoculated with different concentrations of 2,4-D and Picloram (0,0; 2,5; 5,0;
10,0 and 20,0 mM). In order to induce calluses on alternative explants, shoot tips
were inoculated at different concentrations of 2,4-D (0,0; 2,5; 5,0; 10,0 and 20,0
mM). For cryopreservation of seeds was determined water content, and then
dehydration was carried out on silica gel to periods of 0, 15, 30, 60 and 90
minutes and it was later made immersion in liquid nitrogen. The embryos were,
then, excised and subjected to droplet vitrification technique, to carry out the
cryopreservation of zygotic embryos. Already in A. edulis seed was determined
water content, and then dehydration was carried out on silica gel to periods of 0,
10, 20, 40 and 60 minutes and after that the seeds were immersed in liquid
nitrogen, after 60 days of cryopreservation the germinated seedlings were
acclimatized. A. sessilis seeds have a moisture 31,16% which are classified as
starch because of its starch content 16%. The in vitro germination of A. sessilis
seeds was 93% at 30 days in MS medium. The optimum concentration for
induction estimated shoots in nodal segments was 8.0 mM of BAP. For
induction of callus from leaf segments estimated optimal concentration is 12,67
mM of 2,4-D. For callus induction in shoot tip the optimum estimated
concentration was 12,42 mM of 2,4-D. The seeds and embryos of A. sessilis did
not survive the cryopreservation in liquid nitrogen, however, both showed
positive responses in question survival to dehydration. To obtain maximal
survival A. edulis seed after cryopreservation recommended dehydration silica
gel for 73 minutes.

Keywords: In vitro culture. Cryopreservation. Seeds. Medicinal.
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1 INTRODUGAO GERAL

A insercdo e disponibilizacdo de plantas nativas para a comercializacdo
representa um diferencial para o mercado, que esta sempre a procura de
novidades e produtos considerados de impacto ambiental reduzido, garantindo
maior competitividade. Diversos estudos tem refor¢ado a possibilidade do uso
de espécies nativas do Cerrado com potencial ornamental, visando colaborar
com a preservacédo da flora local e reforgar as identidades regionais. Além disso,
as especies nativas do Cerrado podem ser usadas na recuperagdo de areas
degradadas (HEIDEN; BARBIERI; STUMPF, 2006).

Dentre as espécias nativas do Cerrado com potencial ornamental a
Alibertia sessilis Shum e Alibertia edulis Rich se destacam por apresetarem
altura maxima de oito metros, copa densa sem necessidade de poda frequente,
frutos pequenos, com folhagem bonita e flores brancas exuberantes. Além do
potencial ornamental, sdo espécies de grande importancia alimenticia para a
fauna local e por fazerem parte de florestas riparias e matas ciliares sdo
indicadas para recuperacdo de areas degradas. Além disso, merecem atencgdo
especial devido seu uso na medicina popular (ARAUJO; PIRES, 2009;
GUARIM NETO; MORAIS, 2003).

No entanto, um dos dominios fitogeograficos das espécies em questdo é
o Cerrado, e este por sua vez estd sendo constantemente ameagado, devido a
exploracéo acelerada da agropecuaria, queimadas, desmatamentos e remocao da
mata nativa. Desta forma, a biodiversidade é prejudicada, ocorrendo
desequilibrios ecoldgicos e aumento do risco de extingdo das espécies. O que
torna necessario & busca por alternativas destinadas a manutencdo e ou
conservagdo (BERNACCI; IMIG; MEZZONATO, 2015; CENTRO
NACIONAL RECURSOS GENETICOS - CENARGEN, 2015).
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Uma das alternativas para manutencgdo de espécies nativas do Cerrado é
a cultura de tecidos, por viabilizar a inclusdo em bancos de germoplasma in vitro
e a troca de materiais genéticos com maior facilidade, além, da obtencdo de
mudas em larga escala com menor espaco de tempo (KELLER et al., 2013;
PINHAL et al., 2011). Outra importante ferramenta utilizada na preservacao de
espécies € a Criopreservacdo, que consiste na conservacdo em longo prazo, por
meio do resfriamento em nitrogénio liquido em temperaturas ultra baixas (-196
°C). Nesta técnica muitos explantes podem ser utilizados, incluindo, sementes,
tecidos e embrides (SALAJ, 2011).

Apesar do alto potencial de uso dessas espécies e a constante devastacéo
do seu habitate natural, ainda sdo poucas as informacdes encontradas a respeito
do cultivo in-vitro e conservacdo a longo prazo. Diante do exposto, objetivou-se
estabelecer o cultivo in vitro de A. sessilis e conservagdo a longo prazo de A.

sessilis e A. edulis.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Alibertia sessilis e Alibertia edulis

A. sessilis e a A. edulis sdo espécies nativas pertencentes a familia
Rubiaceae. Estdo presentes no Norte (Acre, Amazonas, Para, Ronddnia,
Tocantins), Nordeste (Bahia, Ceard, Maranhdo, Piaui), Centro-oeste (Distrito
Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso) e Sudeste (Minas Gerais, Sao
Paulo), tendo como dominios fitogeograficos o Cerrado e a Amazbnia
(BARBOSA; ZAPPI, 2015).

Os frutos dessas espécies sdo fonte alimentar de aves e nativos da
regido, podendo ser consumidos frescos ou como geléias, doces e sorvetes, além
disso, sua madeira pode ser empregada para lenha e carvdo (LORENZI, 2002;
SILVA et al., 2001). As suas sementes possuem variagdes no tamanho, forma e
coloracdo, sendo estas variacbes de grande importancia na sua identificacéo
(APPEZZATO-DA-GLORIA; GUERREIRO, 2006).

A A. sessilis € conhecida como marmelada de cachorro e é uma planta
dotada de copa baixa, chegando a atingir de 3 a 4 metros de altura. Os frutos
apresentam formato ovdide, globulosos, epicarpo de coloragdo atropurpureo
(negro-violaceo), mesocarpo carnoso, com polpa de coloracdo castanho-
esverdeada escura (APPROBATO; GODOY, 2006; LORENZI, 2002;
MATHEUS; BACELAR; OLIVEIRA, 2008).

A A. edulis é conhecida como marmelada bola, possui porte pequeno, de
3 a 8 metros de altura e copa de 2 a 3 metros de diametro, com frutos de
formato globoso e coloracdo negra quando maduro. Sendo amplamente
distribuida no Cerrado (LORENZI, 2002; MARGALHO; ROCHA; SECCO,
2009; TAYLOR; CAMPOQOS; ZAPPI, 2007).
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Essas espécies possuem flores brancas, com folhagem bonita e a
floracdo podendo variar entre agosto a fevereiro. Os frutos de A. sessilis
amadurecem entre novembro e fevereiro. Enquanto os frutos de A. edulis de
setembro a novembro (APPROBATO; GODOY, 2006; MARGALHO;
ROCHA,; SECCO, 2009; MATHEUS; BACELAR; OLIVEIRA, 2008).

Ambas as espécies apresentam potencial ornamental, sendo indicadas
para arborizacdo de pragas publicas e ao entorno de estradas, ainda podendo ser
utilizadas para reflorestamentos visando & recuperacdo de areas degradadas
(APPROBATO; GODOY, 2006; LORENZI, 2002; MATHEUS; BACELAR;
OLIVEIRA, 2008). Na periferia de Goiania-GO a A. edulis foi indicada como
uma das espécies mais apropriadas para arborizacdo urbana, por apresentar
altura maxima de oito metros, copa densa sem necessidade de poda frequente,
além de floragdo e frutificacdo restrita ha poucos meses no ano (ARAUJO;
PIRES, 2009).

Tanto a A. sessilis quanto a A. edulis apresentam potencial medicinal. A
A. sessilis possui folhas, ramos e brotos que podem ser utilizados no tratamento
de lesdes na pele, devido as suas propriedades anti-inflamatorias, cicatrizantes e
antifungicas dos ramos (BARREIRO; MACHADO, 2007; MACHADO et al.,
2012; RODRIGUES; CARVALHO, 2001; SILVA et al., 2006). Enquanto em
folhas de A. edulis encontra-se a presenca de alcaldides, taninos e saponinas
(SILVA; MIRANDA; CONCEICAOQ, 2010).



Figura 1A, 1B e 1C: A. sessilis- Fruto (A), sementes (B) e folhas (C).
Fonte: Arquivo pessoal

Figura 3A, 3B e 3C: A. edulis- Fruto (A), sementes (B) Folhas(C).
Fonte: Arquivo pessoal
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2.2 Caracterizacdo das sementes de A. sessilis

Apesar do potencial de uso das espécies nativas do Cerrado, existem
muitos aspectos ainda desconhecidos. O fruto de A. sessilis contém 37 sementes
(+ 8), que levam de 4 a 6 semanas para germinar apresentando uma taxa superior
a 50% de germinacdo (LORENZI, 2002; MATHEUS; BACELAR; OLIVEIRA,
2008). No entanto, até 0 momento ndo se sabe como as sementes de A. sesslis se
classificam. Dessa maneira a caracterizagdo e 0 conhecimento do
comportamento fisioldgico da espécie podem contribuir com as técnicas
utilizadas para conservagdo da mesma.

A germinacdo das sementes inicia-se com a imbebicdo e constitui a fase
do ciclo de vida que influéncia diretamente a distribuicdo das plantas na
natureza. A embebicdo por sua vez é considerada o mecanismo de absorcdo de
agua, um fendmeno biol6gico que pode ser definido como a retomada do
crescimento do embrido, com subsequente rompimento do tegumento pela
radicula e posterior desenvolvimento da raiz principal (ANDRADE; JESUS;
MARTINS, 2006; MARCOS FILHO, 2005; SOUZA et al., 2007).

Durante o processo de germinacdo, a absorcao de agua pelas sementes, é
crucial na retomada das atividades metabdlicas e segue padrdo trifasico na
maioria das espécies. A primeira fase ocorre de forma réapida, devido a diferenca
de potencial de &gua, entre a semente e o substrato. A segunda fase da
germinacdo € caracterizada por perda extrema na velocidade de absorcéo,
marcada pela reativacdo do metabolismo. Enquanto a terceira fase inicia-se com
a projecdo da raiz primaria. Essas trés fases originam a curva de absor¢do de
agua pela semente (BEWLEY; BLACK, 1994; MARCOS FILHO, 2005).

A curva de absorcéo de agua pelas sementes evidencia sua importancia
através das suas fases de entrada de agua, essas estdo ligadas tanto com o

esclarecimento do processo germinativo, quanto com a defini¢do da duracédo de
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tratamentos com reguladores vegetais e pré-hidratacdo (ALBUQUERQUE;
RODRIGUES; MENDONCA, 2000; CARVALHO; NAKAGAWA, 2000;
FERREIRA et al., 2006). De modo que, o conhecimento do padréo de absor¢éo
de agua em sementes é significativo na medida em que se permite avaliar as
condicBes adequadas para a rapida emergéncia das plantulas (SMIDERLE;
LIMA; PAULINO, 2013).

As analises de composicdo quimica das sementes tem grande valor, pois
este conhecimento pode auxiliar, na obtencdo de plantas de maior vigor,
considerando que, quanto maior o teor de reservas das sementes, maior sera o
vigor das plantulas originadas (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000;
FERREIRA; BORGHETTI, 2004). Além disso, a germinagéo e o potencial de
armazenamento das sementes podem ser influenciados pelo contetdo dos
compostos presentes nas mesmas (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

A compreensdo prévia do comportamento fisiologico das sementes
durante a secagem e 0 armazenamento, pode influenciar para a conservacdo
eficiente das mesmas, sendo que nem todas as espécies sdo tolereantes a
desidratacdo, requerindo condicfes especiais de armazenamento. Nesse sentido,
as sementes sdo classificadas em trés grupos quanto ao seu comportamento:
sementes ortodoxas, sementes intermediarias e sementes recalcitrantes (ELLIS;
HONG; ROBERTS, 1990; HONG; LININGTON; ELLIS, 1996; SACANDE et
al., 2004).

Desse modo, os estudos da curva de absorcao de dgua pelas sementes de
A. sessilis e a composic¢do quimica contribuirdo para caracterizar o processo de
germinacdo e agregar informagGes importantes sobre o comportamento desta

espécie.
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2.3 Cultura de Tecidos

A cultura de tecidos é uma alternativa para a propagacdo de espécies
vegetais por meio de diferentes técnicas. Essa ferramenta permite a propagacéo
de espécies que apresentam dificuldade de germinacéo, a producao de mudas em
larga escala e a inclusdo de espécies em bancos de germoplasma, além de
aumentar a facilidade de trocas de materiais genéticos (KELLER et al., 2013;
PINHAL et al., 2011).

Assim, a técnica de propagacdo in vitro tem contribuido para
propagacdo de espécies nativas do Cerrado (PEGO; PAIVA; PAIVA, 2013). As
técnicas de propagacdo vegetativa apresentam a finalidade de obter a
multiplicacdo de plantas, seja através de embriogénese somatica, direta ou
indireta, inducdo de calos e formacdo de novos brotos (AHMED et al., 2001).
Ela facilita a produgdo uniforme e reduz o tempo de propagacdo, nédo
dependendo das condicBes climéticas e sendo especialmente Gtil em espécies
que apresentam sementes recalcitrantes, que rapidamente perdem sua viabilidade
(SIDDIQUE, 2003).

Foram realizados estudos com A. edulis estabelecendo o protocolo de
micropropagacao para esta espécie (SILVA; PEREIRA; SILVEIRA, 2008). Mas
para a A. sessilis ndo ha estudos realizados para o cultivo in vitro, sendo
encontrados apenas estudos para aplicabilidade tecnoldgica de A. sessilis
(SILVA et al., 2013), para a descricio morfologica de fruto e sementes
(MATHEUS; BACELAR; OLIVEIRA, 2008), além do uso medicinal e
composicao quimica dos seus ramos (OLIVEIRA, 2011).
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2.4 Criopreservagio

A criopreservacdo é uma técnica de conservacdo a longo prazo, capaz de
reduzir todo o metabolismo celular. Tem sido considerada a maneira mais
promissora de preservacdo a longo prazo para células, tecidos e 6rgdos vegetais,
uma vez que, a partir desses explantes, poderdo ser regeneradas plantas em
qualquer época, sem risco de variacBes genéticas no material preservado
(CARVALHO; VIDAL, 2003; CHEN et al., 2011). Ou seja, é uma técnica de
armazenamento de material biolégico vivo, em temperaturas ultra baixas, que
pode ser considerada viavel para uma série de espécies que apresentam
dificuldades de armazenamento pelos métodos tradicionais (ENGELMANN,
2004, 2011).

A criopreservagdo apresenta algumas vantagens em relagdo a outras
metodologias de conservacdo, entre elas a reducdo ou eliminacdo de danos
causados no DNA, a possibilidade de controlar a variabilidade, avaliacGes
periddicas diminuidas e ainda contorna problemas como doencas. Além disso, é
0 método que melhor garante o0 armazenamento em longo prazo de germoplasma
em pequenos volumes e teoricamente por periodo ilimitado (ENGELMENN,
2011; KACZMARCZYK et al., 2011; PENCE, 2011).

Quando expostos a baixas temperaturas a maioria dos materiais
utilizados na criopreservacdo (sementes, calos, embrides, entre outros) podem
sofrer lesdes de congelamento causadas pela formagdo de cristais de gelo, isso se
deve as quantidades elevadas de agua intracelular que os mesmos contém,
tornando-os extremamente sensiveis (REED, 2008). Assim, para que a
criopreservagdo seja entdo alcancada com éxito € preciso que ndo haja a
formacdo de gelo no interior dos tecidos (ENGELMANN, 2011; PANIS;
PIETTE; SWENNEN, 2005).
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Dessa forma, a desidratacdo artificial & necessaria para que se evite a
formacdo dos cristais de gelo intracelular, que pode ocorrer durante o
resfriamento e reaquecimento, mas essa desidratagdo tem que ser a um teor de
umidade baixo, porém que ndo cause a desidratacdo severa das células
(GONZALEZ-ARNAO et al., 2008; SANTOS, 2001).

Para criopreservacdo diferentes métodos podem ser empregados, sendo
classificados de acordo com 0s mecanismos 0s quais se baseiam. Esses métodos
sdo diferenciados como metodologia classica na qual é realizado o resfriamento
lento do material a uma temperatura pré-determinada, seguida de imersdo rapida
em nitrogénio liquido, onde a desidratacéo é induzida durante o resfriamento, e a
metodologia contemporanea na qual é realizado o resfriamento rapido, onde a
desidratacgdo € baseada na vitrificacdo (ENGELMANN, 2011; REED, 2008).

Na vitrificagdo a maior parte da agua intracelular é retirada antes do
resfriamento da amostra. Visto que, ao se realizar a desidratacdo, o material é
submetido ao resfriamento réapido pela imersdo em nitrogénio liquido induzindo
a vitrificacdo dos solutos internos. A solidificacdo dos liquidos ocorre sem
passar pela fase de cristalizacdo, pela utilizacdo de crioprotetores em altas
concetracBes as quais as amostras sdo expostas (GONZALEZ-ARNAO et al.,
2008; REDD, 2008).
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RESUMO

A Alibertia sessilis € uma espécie nativa do Cerrado, pertencente a familia
Rubiaceae, de importancia medicinal e alimenticia, com potencial ornamental.
Objetivou-se caracterizar as sementes e estabelecer o cultivo in- vitro de A.
sessilis. Para a caracterizacdo das sementes estudou-se a curva de embebicéo,
sendo utilizadas quatro repeticdes constituidas de 10 sementes cada e para as
analises da composicdo quimica das sementes determinou-se: extrato etéreo,
proteina, fibra, cinza, grau de umidade, amido, agUcar redutor, aclcar ndo
redutor e acUcares soluveis totais. No o cultivo in vitro as sementes foram
inoculadas em meio de cultivo MS suplementado com 30 g L™ de sacarose,
gelificado com 2,5 g L™ de phytagel. Na inducfo de brotacées foram usados
segmentos nodais (2,0 cm) inoculados em meio de cultivo MS, com diferentes
concentragdes de BAP (0,0; 0,62; 1,25; 2,5; 5,0 ¢ 10 uM). Para a indugdo de
calos explantes foliares foram excisados com aproximadamente 1,0 cm’ e
inoculados em meio de cultivo MS, suplementado com diferentes concentragdes
2,4-D (0,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 uM) ou Picloram (0,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0
KUM). Com o intuito de induzir calos em explantes alternativos, apices caulinares
foram inoculados em meio de cultivo MS, foi suplementado com diferentes
concentracdes 2,4-D (0,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 pM). A curva de embebicdo
apresenta o padrdo trifdsico. Sementes de A. sessilis apresentam umidade de
31,16% e séo classificadas como amilaceas devido seu contelido de amido 16%.
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A germinacdo in vitro de sementes de A. sessilis é de 93% aos 30 dias em meio
de cultivo MS. A concentracdo Otima estimada para inducdo de brotos em
segmentos nodais é de 8,0 UM de BAP. A concentracdo G6tima estimada para
inducdo de calos em segmentos foliares é de 12,67 uM de 2,4-D. A concentracao
Otima estimada para inducdo de calos em &pices caulinares é de 12,42 uM de
2,4-D.

Palavras-Chave: Cultivo in vitro. Cerrado. Medicinal. Ornamental.
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ABSTRACT

The Alibertia sessilis is a native species from Cerrado, belonging to the
Rubiaceae family, with medical and food significance, with ornamental
potential. This study aimed to characterize the seeds and establish in-
vitro cultivation of A. sessilis. For the characterization of the seeds was
studied imbibition curve, with four replicates consisting of 10 seeds each
and the analysis of the chemical composition of the seeds was
determined: ether extract, protein, fiber, ash, moisture content, starch,
reducing sugar, non-reducing sugar and total soluble sugars. In in vitro
culture, the seeds were inoculated in MS medium supplemented with 30 g
L-1 sucrose, gelled with 2.5 g L-1 Phytagel. In the shoot induction were
used nodal segments (2.0 cm) inoculated in MS medium with different
concentrations of BAP (0,0; 0,62; 1,25; 2,5; 5,0 and 10,0 mM). For
enduction of explants leaf calli excised with approximately 1.0 cm2 and
cultured on MS medium supplemented with different 2,4-D
concentrations (0,0; 2,5; 5,0; 10,0 and 20,0 mM) or Picloram (0,0; 2,5;
5,0; 10,0 and 20,0 mM). In order to induce calluses on alternative
explants, shoot tips were inoculated in MS medium was supplemented
with different concentrations of 2,4-D (0,0; 2,5; 5,0; 10,0 and 20,0 mM).
The soaking curve shows the triphase pattern. A. sessilis seeds have a
moisture 31.16% and are classified as starch because its starch content
16%. The in vitro germination of A. sessilis seeds is 93% at 30 days in
MS medium. The optimum concentration for induction estimated shoots
in nodal segments is 80 mM of BAP. The estimated optimal
concentration for inducing callus from leaf segments is 12.67 mM of 2,4-
D. The optimum estimated concentration for callus induction in shoot tips
is 12.42 mM of 2,4-D.

Keywords: In vitro cultivation. Cerrado. Medicinal. Ornamental.
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1 INTRODUCAO

O Cerrado é um bioma brasileiro que representa 206 milhdes de
hectares, aproximadamente, 25% do territério nacional. Sua flora é rica em
espécies frutiferas nativas que produzem frutos saborosos, com elevado teor de
vitaminas, proteinas e acgucares, entre outros (AGUIAR; CAMARGO, 2004;
INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2014;
SILVA et al., 2001). Dentre as espécies nativas do cerrado destaca-se a Alibertia
sessilis conhecida como marmelada de cachorro.

E uma espécie frutifera, extensamente utilizada pela medicina
tradicional devido as suas propriedades anti-inflamatérias, cicatrizantes e
antifungicas dos ramos, além disso, apresenta potencial alimenticio, ornamental
e madeireiro (BARREIRO; MACHADO, 2007; GUARIM NETO; MORAIS,
2003; LORENZI, 2002; RODRIGUES; CARVALHO, 2001). A A. sessilis é
subarbustiva com porte pequeno, é indicada para arborizacdo de pracas publicas,
plantio sob rede elétrica e ao redor de estradas, podendo ser aproveitada para
reflorestamentos visando a recuperagdo de areas degradadas (APPROBATO;
GODOY, 2006; MATHEUS; BACELAR; OLIVEIRA, 2008).

No entanto, o Cerrado tornou-se um dos biomas mais ameagados e vem
sendo destruido por diversos fatores entre eles incéndios, represamentos e
derrubadas (OLIVEIRA; MARQUIS, 2002). Esse fato ajuda a despertar o
interesse na preservagdo de espécies nativas de acordo com o aumento da sua
visibilidade e importancia econdémica. Assim com o atual estado de devastacéo
da natureza, é importante resgatar espécies com possibilidade de aplicacéo e
divulga-las, a fim de ampliar a oferta (CHAMAS; MATTHES, 2000; HEIDEN;
BARBIERI; STUMPF, 2006).

Apesar do potencial de uso das espécies nativas do cerrado, existem

muitos aspectos ainda desconhecidos, e a caracterizagdo das sementes é de



34

grande importancia. Uma vez que, se faz necessario o conhecimento do perfil da
curva de absorcdo de &gua, por essa estar relacionada as pesquisas de
impermeabilidade de tegumento e pré-hidratacdo, como na determinacdo da
duracdo de tratamentos com reguladores vegetais e condicionamento osmotico
(ALBUQUERQUE; RODRIGUES; MENDONCA, 2000; ANASTACIO;
SANTANA, 2010; BEWLEY; BLACK, 1994; CARVALHO; NAKAGAWA,
2000).

Os estudos sobre a composi¢do quimica das sementes contribuem na
obtencdo de plantas de maior vigor. Além disso, o conteudo dos compostos
presentes, podem influenciar a germinacéo e o potencial de armazenamento das
mesmas (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; FERREIRA; BORGHETTI,
2004). Dessa forma, o estudo da curva de absor¢do de agua e a composi¢do
quimica de sementes de A. sessilis contribuirdo para caracterizar o processo de
germinacdo e auxiliar em futuros estudos para padronizacdo de testes para
avaliacdo da qualidade fisiolégica das sementes.

Atualmente, uma das ferramentas que tem sido utilizada com sucesso
em varias espécies do Cerrado visando a producao em larga escala é a Cultura de
tecidos. Essa ferramenta assegura formas alternativas para a exploragédo
sustentavel de algumas espécies, principalmente em ecossistemas ameacados,
uma vez, que dispde de meios para maior producdo de biomassa garantindo a
conservagdo de espécies de interesse econémico (GEORGE; HALL; KLERK,
2008; MORAES et al., 2012; PINHAL et al., 2011).

Mas a utilizagdo dessa técnica em espécies nativas ainda é incipiente, ja
gue, muitas plantas se encontram em estado selvagem, apresentando grande
variabilidade genética (PINHAL et al., 2011). Diante do exposto, objetivou-se
com a realizacdo da pesquisa, caracterizar as sementes de A. sessilis e

estabelecer o seu cultivo in vitro.
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2 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados frutos maduros de A. sessilis, provenientes da cidade
de Sacramento, Minas Gerais. O local da coleta localiza-se a uma latitude 19°
51°55”’ sul e a uma longitude 47° 26’24’ oeste, estando a uma altitude de 832
metros, o bioma caracteristico é Cerrado sensu stricto e o solo apresenta uma

terra clara arenosa.

2.1 Curva de embebicéo de sementes

A curva de embebicdo das sementes foi realizada com sementes
despolpadas e secas por 24 horas, em temperatura ambiente. As sementes foram
divididas em quatro repetices de 10 sementes cada e colocadas em rolo de
papel Germtest umedecido com agua destilada (equivalente a 2,5 vezes 0 peso
do papel) e, em seguida, transferidas para incubadora refrigerada tipo BODs
com temperatura de 25°C, na presenca de luz (fotoperiodo de 16h). A primeira
pesagem foi realizada com as sementes secas e, posteriormente, a cada 30
minutos, durante as 12 primeiras horas, posteriormente as pesagens foram
realizadas em intervalos crescentes de 1h, 3h, 4h, 6 h e, por Gltimo, de 12 em 12
horas até o termino das avaliacGes.

O teste de germinagdo considerou a protrusdo radicular a £ 2,0 mm
como critério para a avaliagdo da germinagdo. Ao final de 408 horas (17 dias), as
sementes foram retiradas dos rolos de papel Germitest® pesadas (massa final),
em seguida colocadas em estufa a 105 °C +2 °C, por 24 horas, para
determinag&o do grau de umidade. Para ajuste da curva aos dados de embebicéo,
foi utilizado o modelo ndo linear com maior coeficiente de determinagéo
(BRASIL, 2009; RODRIGUES et al., 2008).
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2.2 Composicao quimica de sementes

Nas andlises quimicas as sementes foram secas em estufa de circulacdo
de ar forcada a 70 °C até atingir peso constante. Apds este procedimento as
sementes foram trituradas e passaram pelo processo de extracdo. O grau de
umidade foi determinado em estufa a 105 °C segundo a metodologia da
Association of Official Analytical Chemists - AOAC (2000). O extrato etéreo
das sementes foi determinado segundo o método da AOAC (2000). A fracédo
proteica foi obtida pela determinacdo da porcentagem de nitrogénio total da
amostra segundo o método de Kjeldahl (AOAC, 2000) e multiplicacéo pelo fator
6,25. A fibra bruta foi determinada pelo método gravimétrico de Kamer e Ginkel
(1952). O residuo mineral fixo (cinzas) foi determinado por incineragdo do
material em mufla regulada a 550°C, segundo método da AOAC (2000). O teor
de amido, agUcares sollveis totais, acUcares redutores e ndo redutores foram

obtidos segundo método de Somogy adaptado de Nelson (1944).

2.3 Material vegetal e desinfestacéo

As sementes foram retiradas manualmente de frutos maduros de
A.sessilis, lavadas para retirada da polpa e colocadas por 24 horas sobre papel
Germitest em temperatura ambiente. A assepsia das sementes foi realizada em
cadmara de fluxo laminar, por imersdo em dlcool etilico a 70% durante um
minuto e, posteriormente, em solucdo de hipoclorito de sédio comercial (2,5%
de cloro ativo) acrescidos de duas gotas de Tween 20, durante 15 minutos. Em

seguida foram lavadas trés vezes em agua destilada estéril.
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2.4 Germinagéo de sementes

Ap0s assepsia as sementes foram inoculadas em meio de cultivo MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 30 g L™ de sacarose,
gelificado com 2,5 g L™ de phytagel. Apds, inoculadas as sementes foram
transferidas para sala de crescimento com temperatura de 25 = 2 °C, 80% de
umidade relativa, fotoperiodo de 16 horas com irradiancia de 36 umol. m.2s. 2,
Aos 30 dias avaliou-se a porcentagem de germinacdo de acordo com a protuséo

da radicula.

2.5 Inducéo de brotagdes

Os explantes utilizados foram originados de plantulas germinadas in
vitro. Segmentos nodais com aproximadamente 2,0 cm de comprimento e
contendo duas gemas laterais foram inoculados na posi¢do vertical em meio de
cultivo MS, acrescido com 30 g L™ sacarose e gelificado com 2,5 g L™ de
phytagel. Diferentes concentracbes de 6-benzilaminopurina (BAP) (0,0; 0,62;
1,25; 2,5; 5,0 e 10 uM) foram suplementadas ao meio. Depois de inoculado o
material foi transferido para sala de crescimento com temperatura de 25 + 2° C,
80% de umidade relativa, fotoperiodo de 16 horas com irradiancia de fétons de
36 umol m”s™. Aos 30 dias foi avaliado comprimento da raiz e da parte area, o
numero de brotos e o nimero de folhas. Foram utilizadas cinco repeticdes por

tratamento, cada repeti¢do constituida por 6 tubos contendo um explante cada.

2.6 Inducéo de calos em explantes foliares

Explantes foliares obtidos de folhas dicotiledonares derivadas de

plantulas de A. sessilis germinadas in vitro (com 30 dias de inocula¢do) foram
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excisados com aproximadamente 1,0 cm® Posteriormente foram inoculados em
meio de cultivo MS, acrescido com 30 g L™ de sacarose e gelificado com 2,5 g
L de phytagel, suplementado com 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (0,0; 2,5;
5,0; 10,0 e 20,0 uM) ou Picloram (0,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 uM). O pH foi
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, a 121°C. Apo6s a inoculacdo, 0s
explantes foram mantidos em sala de crescimento no escuro sobre temperatura
de 25 °C £ 2 °C. Apds 30 dias de cultivo in vitro, avaliou-se a porcentagem de
formacdo de calos. Foram utilizadas cinco repetigbes por tratamento, cada
repeticdo constituida por seis tubos e com um explante foliar disposto com a

face adaxial em contato com o meio de cultura.

2.7 Inducdo de calos em &pices culinares

Apices caulinares obtidos de plantulas de A. sessilis germinadas in vitro
(com 30 dias de inoculagdo) foram excisados com aproximadamente 1,5 cm?,
Posteriormente foram inoculados em meio de cultivo MS, acrescido com 30 g L
! de sacarose e gelificado com 2,5 g L™ de phytagel, suplementado com 2,4-D)
(0,0; 2,5; 50; 10,0 e 20,0 uM). O pH foi ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem, a 121°C. Apos a inoculacéo, os explantes foram mantidos em sala
de crescimento no escuro sobre temperatura de 25 °C + 2°C. Apo6s 30 dias de
cultivo in vitro, avaliou-se a porcentagem de formacdo de calos. Foram
utilizadas cinco repetigdes por tratamento, cada repeticdo constituida por seis

tubos e com um apice cada.

2.8 Analises Estatisticas

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado sendo

utilizadas 30 repetices por tratamento. Os dados foram submetidos a anélise de
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variancia, as médias quantitativas foram analisadas por regressdao e as
qualitativas pelo teste de comparagdo multipla de médias de Tukey, ao nivel de

5% de probabilidade de erro no programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
2011).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Curva de embebicdo de sementes

As sementes de A. sessilis apresentaram absorcao progressiva e de forma
gradual entre 30 min e 40 horas, estabilizando-se a partir deste periodo.
Observou-se gue o inicio da mudanga da fase | para a fase Il ocorreu no periodo
de 50 a 60 horas. A mudanca da fase Il para a fase 111 ocorreu aproximadamente

nas 230 horas de embebigéo (Figura 1).
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Figura 1: Incremento em relagdo & massa fresca inicial (% h ™) de sementes de A. sessilis,
ao longo do periodo de embebicédo. Setas: (A) indica o inicio da fase II; (B) o

inicio da fase I11.

No periodo de 408 horas, realizaram-se as pesagens e observou-se as
mudancas das trés fases fisiol6gicas, caracterizando o padrdo trifasico de
absorcdo de agua pelas sementes com 90% de germinacdo. A embebicdo é um
processo nitidamente fisico e depende da ligacdo da agua a matriz da semente.

Considera-se que a absorcdo de agua pelas sementes promove a reidratacdo dos
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tecidos, intensificando a respiracdo e demais atividades metabdlicas, que
fornecem energia e nutrientes para a retomada do crescimento do eixo
embrionario. Provocando o rompimento do tegumento, facilitando a emergéncia
do eixo hipocétilo radicular e demais estruturas internas da semente (BORGES
et al., 2009; CARDOSO, 2004; CASTRO; BRADFORD; HILHORST, 2004).

Na fase I, observou-se que a entrada de agua ocorre de forma rapida, o
gue segundo Bewley e Black (1994) e Marcos Filho (2005), se deve a diferenca
de potencial de 4gua, sendo este o processo fisico, que ocorre
independentemente da viabilidade ou dorméncia das sementes, desde que ndo
relacionada a impedimentos fisicos. Durante a fase Il, verificou-se que a
semente absorveu agua lentamente e 0 eixo embrionario ainda ndo conseguiu
crescer. Essa fase é indicada pela reativacdo do metabolismo (BEWLEY;
BLACK, 1994; MARCOS FILHO, 2005). Ja na fase Ill, verificou-se o inicio da
projecdo da raiz primaria, posto que, ocorreu novo aumento no grau de umidade
das sementes (MARCOS FILHO, 2005).

Portanto, como descrito por Andrade, Jesus e Martins (2006) e Marcos
Filho (2005) o inicio do processo de embebicdo resultard na germinacdo das
sementes. Dessa forma a curva de embebicdo descreveu o padrdo trifasico
completo, possibilitando a observagdo do processo de germinacdo de sementes

de A. sessilis.

3.2 Composicéo quimica de sementes

As sementes de A. sessilis apresentaram 16% de amido, 13,32% de
proteinas, seguido do agucar sollvel total 6,51%, aclcar ndo redutor 1,90%,
extrato etéreo 0,61% e acucar redutor 0,12%. O conteudo de fibra é de 16,27%,
e o de cinzas de 2,76%, sendo a umidade de 31,16% (Tabela 1).
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Tabela 1: Valores médios da composigdo quimica (%) das sementes de A. sessilis.

COMPONENTES MEDIA +-
Extrato Etéreo (%) 0,61
Proteinas (%) 13,32
Acucar redutor g/100g 0,12
Acucar ndo redutor g/100g 1,90
Acucares sollveis totais g/100g 6,51
Amido g/100g 15,76
Fibras (%) 16,27
Cinzas(%) 2,76
Umidade (%) 31,16

As sementes de A. sessilis podem ser classificadas como amilaceas
devido seu conteildo de amido 15,76%, sendo este sua principal fonte de reserva.
O amido desempenha a fungdo exclusiva de reserva, sendo também o
carboidrato mais comumente encontrado nas sementes (AMARAL; PEREIRA,;
CORTELAZZO, 2001). As sementes amilaceas possuem um maior potencial de
armazenamento que as oleaginosas, devido a maior estabilidade quimica do
amido em relagdo aos lipidios (MARCOS FILHO, 2005).

As proteinas foram a fonte secundaria de resevas encontrada em
sementes de A. sessilis com 13,32%, o teor ressaltado de proteinas também pode
contribuir para a reducdo do potencial de armazenamento, devido a elevada
relacdo dessa substancia com a agua (MARCOS FILHO, 2005). O teor de cinzas
encontrado nas sementes foi de 2,76%, esse conteido representa os elementos
minerais presentes na amostra. Esses elementos mineirais podem se apresentar
na cinza em forma de 6xidos, sulfatos, fosfatos, silicatos e cloretos (CECCHI,
2003; SILVA, 2002).

Apesar do teor elevado de amido e proteinas, as sementes de A. sessilis

apresentaram baixo teor de extrato etéreo 0,61%, este deve estéar ligado com a
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auséncia de resina e lipideos. Estes resultados foram seguidos também por um
baixo contetdo de acucares redutores 0,12% e acglUcar ndo redutor 1,90%,
enguanto para acucares sollveis totais a pocentagem encontrada foi de 6,51%,
0s acgUcares soluveis totais além do seu papel central no metabolismo também
regulam muitos outros processos fisiologicos, pois atuam sobre um ndmero
significativo de genes (GIBSON, 2004; MARCOS FILHO, 2005).

O grau de umidade de 31% das sementes se aproxima dos resultados
obtidos com sementes de C. brasiliense Camb. que apresenta aproximadamente
45,6% de umidade (NERY et al., 2007). Para as espécies nativas como A.
sessilis é importante o conhecimento do menor teor de 4gua que as sementes
suportam depois da coleta, sem causar comprometimento na qualidade
fisiologica (NASCIMENTO; NOVEMBRE; CICERO, 2007).

Além disso, no que diz respeito a conservagdao de sementes o teor de
umidade é considerado fator importante, pois a qualidade das sementes é
influenciada, entre outros fatores, pelo teor de &gua, umidade relativa e
temperatura do ar (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; CARVALHO; SILVA,;
DAVIDE, 2006; MARCOS FILHO, 2005; NASCIMENTO; NOVEMBRE;
CICERO, 2007). Dessa forma sdo necessarios estudos a fim de verificar o
potencial de armazenamento para as sementes de A. sessilis e a possibilidade de
uso como alimentos protéicos de origem vegetal, como alternativa de fonte
alimentar (NUNES et al., 2003).

As sementes de A. sessilis também destancam-se pelo contetdo de fibras
encontrado, 16,27%. A fibra alimentar é uma fracdo complexa, composta por um
conjunto de componentes, presentes nos alimentos vegetais, representados pela
soma de lignina e polissacarideos. As propriedades fisico-quimicas das fibras
alimentares provém diferentes resultados fisiol6gicos no organismo (LOBO;
SILVA, 2001; MATTOS; MARTINS, 2000).
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As fibras sdo classificadas, segundo sua solubilidade em &gua, como
soltveis e insollveis. Entre outros diversos fatores benéficos a salide, podemos
citar alguns de acordo com essa classificacdo. As fibras sollveis diminuem o
esvaziamento gastrico, a absorcdo de glicose e reduzem o colesterol sanguineo e
as fibras insollveis, elevam o peso das fezes, influenciam transito intestinal,
facilitam a eliminacdo fecal, contribuindo assim para a diminuicdo do risco de
doencas do trato gastrointestinal (GUTKOSKI; TROMBETTA, 1999;
MATTOS; MARTINS, 2000).

Portanto, este trabalho traz subsidios para futuros estudos que foquem o
potencial que as sementes de A. sessilis apresetam para a suplementacdo de
dietas, principalmente em termos de fibra alimentar. Uma vez que, a
recomendacdo de ingestdo de fibra alimentar, em vérias dietas alimentares gera
efeitos benéficos a salde (GREGORIO; AREAS; REYES, 2001). Além disso,
0s resultados encontrados nesse estudo poderdo contribuir na classificacdo dessa
espécie. Tendo em vista, um possivel comportamento recalcitrante das sementes

de A. sessilis.

3.3 Germinacao de sementes

As sementes de A. sessilis iniciaram a germinacdo entre 5 a 30 dias de
cultivo, apresentando germinagdo ndo homogenia, do tipo epigea com
emergéncia vertical e ereta ao germinar in vitro. Apds a germinacdo a raiz
priméaria apresentou-se reta, de cor clara, branco-amarelada, seu sistema

radicular com caracteristicas pivotantes, com raiz primaria axial (Figura 2).
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Figura 2: Aspecto visual de sementes de A. sessilis germinadas apds 15 dias de cultivo
em meio MS.

A porcentagem de germinacao (93%) de sementes foi obtida aos 30 dias
de cultivo. Resultados semelhantes foram encontrados em sementes de A. edulis,
a germinacdo in vitro apresentou porcentagem acima de 85% sem a necessidade
de utilizar antioxidantes ou outros complementos em meio de cultivo. Em todos
0s tratamentos, a germinacdo das sementes de A. edulis se iniciou a cerca de 12 a
13 dias de cultivo e a maioria das sementes ja haviam germinado aos 30 dias de
cultivo (SILVA; PEREIRA,; SILVEIRA, 2008). Dessa forma, a germinagdo in
vitro de sementes de A. sessilis é vidvel, uma vez que, o periodo de germinagéao
in vitro foi menor se comparada com a germinagdo em campo que pode levar até
6 semanas, além da procentagem de germinagdo que atigiu 93% in vitro
enguanto em campo pode ser superior a 50% (LORENZI, 2002).

3.4 Inducéo de brotagdes
As concentracbes de BAP utilizadas, ndo foram suficientes para

promover uma diferenca significativa nas respostas entre os tratamentos acima

de 2,5 uM para a inducdo de novas brotacdes, sendo que o maior nimero de
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brotos, 2,28, foi obtido na concentragdo de 10,0 pM, e néo diferiu
estatisticamente das concentragcdes 2,5 UM com a média de 1,88 brotos e 1,96

brotos para a concentracdo de 5,0 uM (Figura 3, 4 e 5).
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Figura 3: NUmero de brotagBes em segmentos nodais de A. sessilis em meio de cultivo
MS suplementado com diferentes concentragGes de BAP (0,0; 0,62; 1,25; 2,5;
5,0e 10 uM).
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Figura 4: Numero de folhas em segmentos nodais de A. sessilis em meio de cultivo MS

suplementado com diferentes concentraces de BAP (0,0; 0,62; 1,25; 2,5; 5,0 e
10 uM).

Figura 5: Aspecto visual de brotagfes em segmentos nodais de A. sessilis, apds 30 dias
de cultivo in vitro. Setas indicam formag&o de calo na base dos explantes.

A concentracdo de 8,0 uM de BAP foi considerada a concentragéo 6tima
para a inducdo de brotos. Resultados semelhantes foram encontrados em
segmentos nodais de A. edulis, onde foi observado em torno de 1,8 brotos por
explante ao acrescentar concentracdes variadas de citocinina no meio de cultivo
(SILVA; PEREIRA; SILVEIRA, 2008). Para o numero de folhas os tratamentos
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acima de 2,5 pM, também ndo diferem estatisticamente entre si, sendo formadas
em média 5,0 folhas por explante nos segmentos nodais de A. sessilis nas
concentracdes de 2,5, 5,0 e 10 uM de BAP.

Também foi observada a formacdo de calos compactos na base dos
segmentos nodais de A. sessilis submetidos ao tratamento com 0,62 e 5,0 uM de
BAP. A formacdo de calos na base dos explantes possivelmente ocorreu devido
ao equilibrio no balanco de auxinas enddgenas com a concentragdo de citocinina
(BAP) aplicada do meio de cultivo. Porque para ocorrer a calogénese, deve
haver um equilibrio no balan¢o hormonal, sendo que no cultivo in vitro um fator
que pode influénciar os eventos morfogenéticos é uma possivel interagdo entre
as concentragdes endogenas de reguladores de crescimento de plantas e os
presentes no meio de cultura (GUERRA; NODARI, 2006; MERCIER;
NIEVOLA, 2003).

Para que ocorra a formagdo de brotos é necessario que, no balango
auxinas e citocininas, as concentragdes de citocininas se sobressaiam. Ja que, a
citocinica influéncia na divisdo celular e na liberagdo das gemas axilares inibidas
pela dominéncia apical. A citocinina é considerada muito eficaz para promover a
multiplicacdo em diversas espécies lenhosas (CORDEIRO et al., 2004).

No entanto, para a A. sessilis, as concentracbes de BAP utilizadas no
meio de cultura demonstraram baixa proliferacdo de brotos, sendo registrado um
aumento para taxa de multiplicacdo dos explantes & medida que adicionou-se
maiores concentragcBes de citocinina a0 meio de cultura. Esses resultados
indicam que é necessario testar maiores concentracdes de citocinina e outras
citocinicas a fim de se estabelecer um balanco hormonal interno que aumente o

namero de brotos formados em segmentos nodais de A. sessilis.
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3.5 Inducéo de calos em explantes foliares

Explantes foliares de A. sessilis tratados com diferentes concentracdes
2,4-D formaram calos com caracteristicas organogénicas e coloragdo variando
entre verde-amarelada e amarelo-marrom. Houve a regeneracdo de raizes nesses
calos, mas a mesma ndo foi siguinificativa. Para os tratamentos acrescidos de
diferentes concentragcfes de Picloram, os explantes foliares apresentaram calos
com consisténcia predominantemente compacta e coloracdo verde esbranquigada
(Figura 6, 7 e 8).
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Figura 6: Porcentagem de formacdo de calos em explantes foliares cultivados em
diferentes concentracGes de 2,4-D e Picloram (0,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 uM).
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Figura 7: Aspecto visual de calos cultivados em diferentes concentragdes de 2,4D
(0,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 uM).

Figura 8: Aspecto visual de calos cultivados em diferentes concentra¢fes de Picloram
(0,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 uM).

A concentracdo considerada 6tima de 2,4-D para formagdo de calos em
explantes foliares é de 12,67 uM de 2,4-D, os dados referentes as concentragoes
de Picloram ndo se ajustaram a analise de regressdo. Um equilibrio no balango
hormonal deve haver para que ocorra a formagdo de calos, uma vez que, 0

balanco entre as quantidades de e auxinas enddgenas e citocininas exdgenas
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podem diversificar de acordo com o tecido utilizado como explante
(BRUNETTA et al., 2006; GUERRA; NODARI, 2006).

Para explantes foliares de A. sessilis 0 aumento na concentracdo de acido
2,4-D até 10 uM proporcionou a porcentagem de 100% de explantes com
formacdo de calos. Porém, ao se adicionar 20 UM de 2,4-D ao meio de cultura,
observou-se uma reducdo de 20% em relacdo a utilizagdo de 10 uM de 2,4-D.
Indicando que essa concentracdo inibiu a formacdo de calos nos explantes de A.
sessilis, essa inibicdo ocorreu devido ao desbalanco hormonal entre os
reguladores de crescimento enddgenos e o exdginos que foram aplicados.

Enquanto 20 pM de Picloram proporcionaram 45% de formagdo de
calos em explantes foliares de A. sessilis. Portanto em explantes foliares de A.
sessilis 0 2,4- D proporcionou melhores respostas na porcentagem de formacao

de calos quando comparado com as mesmas concentragdes de Picloram.

3.6 Inducéo de calos em &pices caulinares

A formagdo de calos em &pices de A. sessilis foi observada com 30 dias
de inoculacdo, sendo que a concentracdo 5,0 UM de 2,4-D proporcionou a
porcentagem de 100% de formacdo de calos compactos de coloragdo amarela
claro. Para inducédo de calos em apices caulinares de A. sessilis a concentragdo
6tima estimada é de 12,42 uM de 2,4-D (Figura 9 e 10).
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AFolha Yy=-0,6745x?+17,097x + 6,1406 ..... R = 0,96
® Apice y=-0,5484x2 +13,624x + 27,375 ..... R2= 0,67
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Figura 9: Porcentagem de formagdo de calos em dapices caulinares e em explantes
foliares de A. sessilis cultivados em meio de cultura, acrescido de diferentes
concentragdes de 2,4-D (0,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 uM).

Figura 10: Aspectos visuais de calos em &pices caulinares de A. sessilis cultivados em
diferentes concentragdes de 2,4-D (0,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 uM).

As maiores concentrag@es (10,0 e 20,0 uM) de 2,4-D apresentaram uma
reducdo de 15% na formacéo de calos, semelhante aos resultados encontrados
em explantes foliares. A porcentagem de 100% de formacédo de calos em apices
caulinares ocorreu na concentracdo de 5,0 uM de 2,4-D, em explantes foliares
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foi na concentragédo de 10,0 uM de 2,4-D. Assim a concentragdo 6tima estimada
para ambos os explantes é proxima. Sendo que para inducdo de calos em &pices
caulinares de A. sessilis a concentracdo étima estimada é de 12,42 uM de 2,4-D
e para inducdo de calos em segmentos foliares é de 12,67 uM de 2,4-D.

O constituinte mais critico adicionado ao meio de cultura s&o o0s
reguladores de crescimento vegetal. Visto que, a obtencdo de organogénese in
vitro € um processo experimental onde sdo testados, para cada espécie ou
mesmo para cada variedade dentro de uma espécie, a fonte de explante,
composicdo mineral do meio de cultura, balanco hormonal e condigdes
ambientais (PERES, 2002). Desse modo, a relacdo entre concentragfes de
citocininas e auxinas enddgenas e exdgenas € um fator de suma importancia para
que ocorra a formacdo de calos (BRUNETTA et al., 2006; GUERRA; NODARI,
2006; PERES, 2002).
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4 CONCLUSOES

Embora sejam precisos mais estudos, os resultados encontrados dao
indicios da possibilidade de realizar a caracterizacao da espécie.

As sementes de A. sessilis apresentam umidade de 31,16%, as quais sdo
classificadas como amiléceas devido seu conteldo de amido 16%.

A germinacdo in vitro de sementes de A. sessilis foi de 93% em meio de
cultivo MS.

Para a inducdo de brotos em segmentos nodais de A. sessilis a
concentragdo 6tima estimada foi de 8,0 uM de BAP.

Sugere-se a concentracdo de 12,67 uM de 2,4-D para indugdo de calos
em segmentos foliares de A. sessilis e para apices caulinares a concentracao de
12,42 uM de 2,4-D.
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RESUMO

A criopreservacdo é considerada um método que faz o uso de temperaturas ultra
baixas para armazenamento de materiais biolégicos. Atualmente é o0 método que
melhor garante o armazenamento em longo prazo de germoplasma, sendo
indicado para diversas espécies. A A. sessilis € uma espécie que se destaca por
apresentar potencial alimenticio, medicinal e ornamental, porém o seu habitat
natural o Cerrado € constantemente ameacado, 0 que coloca a mesma em risco.
Objetivou-se estabelecer o protocolo de criopreservagdo para A. sessilis. Para
realizacdo da criopreservacdo, o teor de agua das sementes foi determinado
previamente. Apos a assepsia as sementes foram colocadas para desidratar em
silica gel por diferentes periodos (0, 15, 30, 60 e 90 min. de desidratagdo).
Posteriormente, as sementes foram imersas em nitrogénio liquido por 30 min.,
apos esse periodo foram retiradas e levadas ao banho Maria a 40 °C por 3 min. e
depois foram inoculadas em meio de cultivo MS. Como controle, sementes
foram inoculadas apos cada tempo de desidratagdo em silica gel, sem a imersdo
em nitrogénio liquido. Ap6s 30 dias foi avaliada a porcentagem de sobrevivéncia
das sementes. Para a criopreservacao de embribes zigdticos, ap6s a assepsia das
sementes os embrides foram excisados e isolados com o auxilio de bisturi. Os
embries foram entdo imersos em solugdo de carregamento contendo 2,0 M de
glicerol e 0,4 M de sacarose por 20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida
foram avaliados a imersdo em solucdo de PVS2 (30% de glicerol (p/v), 15%
etileno glicol (p/v) e 15% dimetilsufoxido (DMSO p/v), 0,4 M de sacarose) em
meio de cultura basal, a 0 °C por diferentes periodos ( 0, 15, 30, 60 e 120
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minutos). Os embrides foram acomodados em tiras de papel aluminio (1,5 x 0,5
cm) com uma gota de solucdo de PVS2, sobre uma superficie gelada antes da
imersdo em NL. Como tratamento controle utilizou-se embriGes ndo imersos em
NL. Apds 30 minutos em NL, foi realizado o reaquecimento por 15 minutos a
temperatura ambiente em solucdo de descarregamento e, entdo, os embrides
foram inoculados no meio MS contendo 0,3 M de sacarose (meio de pds-cultivo)
por 24 h horas. Apds este periodo, os explantes foram transferidos para o meio
MS acrescido de 0,5 g L™ PVP, 0,09 M de sacarose, gelificado com 7 g L™ de
agar e pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem. Apos 30 dias, foi avaliada a
porcentagem de germinacdo dos embrifes. As sementes e embrides de A. sessilis
ndo suportaram o resfriamento em NL. A exposi¢do em PVS2 foi toxica para 0s
embrides. Portanto sdo necessarios novos estudos para a conservacao em longo
prazo desta espécie.

Palavras-Chave: Criopreservacdo. Cerrado. Ornamental. Medicinal.
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ABSTRACT

Cryopreservation is considered a method that makes the use of ultra-low
temperatures to store biological materials. It is a long-term preservation method
suitable for species considered of commercial interest and or endangered. The A.
sessilis is a species that fits this profile. The objective was to establish the
cryopreservation protocol for A. sessilis. For realization of cryopreservation, the
seed moisture content was determined in advance. After sterilization the seeds
were placed on silica gel to dehydrate for different periods (0, 10, 30, 60 and 90
minutes of dehydration). Then the seeds were immersed in liquid nitrogen for 30
minutes and then inoculated in MS medium. As control, seeds were inoculated
after each time the silica gel dehydration, without immersion in liquid nitrogen.
After 30 days were evaluated the percentage of survival of seeds. For
cryopreservation of zygotic embryos, after the sterilization of seeds, embryos
were excised and isolated with the aid of a scalpel. The embryos were then
immersed in loading solution containing 2.0 M glycerol and 0.4 M sucrose for
20 minutes at room temperature. Then were evaluated immersion in PVS2
solution (30% glycerol (w / v) ethylene glycol 15% (w / v) and 15%
dimethylsulfoxide (DMSO w / v), 0.4 M sucrose in medium basal culture at 0 °
C for different time periods (0, 15, 30, 60 and 120 minutes). The embryos were
placed in aluminum foil (1.5 x 0.5 cm) with a PVS2 solution droplet on a cold
surface before immersion in NL. As control treatment was used embryos not
immersed in NL. After 30 minutes in NL, reheating was performed for 15
minutes at room temperature unloading solution and then the embryos were
inoculated in MS medium containing 0.3 M sucrose medium (post-culture) for
24 h hours. After this period, the explants were transferred to MS medium
supplemented with 0.5 g L™ PVP, 0.09 M sucrose, gelled with 7 g L™ agar, and
adjusted to pH 5.8 before autoclaving. After 30 days, it evaluated the percentage
of germination of the embryos. Seeds and embryos of A. sessilis not stand
freezing in LN. The exhibition to PVS2 was toxic to embryos. So further studies
are needed for long-term conservation of this species.

Keywords: Cryopreservation. Cerrado. Ornamental. Medicinal



64

1 INTRODUCAO

A criopreservacao é um dos métodos para a conservagdo em longo prazo
mais utilizados, tendo apresentado éxito em varias espécies de plantas
(ENGELMANN, 2004). Esse método é caracterizado pelo uso de temperaturas
ultra-baixas, geralmente com conservagao em nitrogénio liquido a -196 °C, para
armazenamento de materiais biol6gicos, tais como células vidveis, sementes,
embrides etc., de modo que esse material podera continuar capaz de se regenerar
apos o reaquecimento (BENSON, 2008; ENGELMANN, 2004; REED, 2011;
UCHENDU et al., 2010).

Uma das técnicas da criopreservacao que utiliza solucéo de vitrificagdo é
a droplet vitrification, onde os explantes sdo imersos em solucéo de vitrificacdo
antes que estes sejam alocados em tiras de papel aluminio, para s6 entdo serem
imersos em nitrogénio liquido (ENGELMANN, 2011; PANNIS; PIETTE;
SWENNEN, 2005). A droplet vitrification tem sido utilizada com sucesso para
muitas espécies, principalmente para espécies que se encontram em biomas
amecados como o Cerrado (PILATTI et al., 2011).

Entre as espécies nativas do Cerrado a Alibertia sessilis Schum destaca-
se, por apresentar grande potencial para o0 mercado alimenticio, farmacéutico e
ornamental (RODRIGUES; CARVALHO, 2001). A. sessilis, conhecida como
marmelada-de-cachorro, pertence a familia das Rubiaceas e esta distribuida nos
estados do Ceara, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais e Sdo
Paulo. Nos ultimos anos a busca pela conservagdo e divulgacdo de espécies
nativas do Cerrado, tornou a A sessilis uma espécie indicada para arborizagdo de
espacos publicos (LORENZI, 2002; SILVA et al., 2006). Porém, devido a
constante devastacdo do seu bioma essa espécie tem se tornada rara. Dessa

forma, s@o necessarios estudos que visam o estabelecimento de protocolos para a
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conservacdo a longo prazo. Portanto objetivo-se estabelecer um protocolo de
criopreservacdo de A. sessilis.
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2 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas sementes com 30 dias de armazenamento a 5 °C
derivadas de frutos maduros de A. sessilis, provenientes da cidade de
Sacramento, Minas Gerais. O local da coleta localiza-se a uma latitude 19°
51°55”’ sul e a uma longitude 47° 26’24’ oeste, estando a uma altitude de 832
metros, 0 bioma caracteristico é Cerrado sensu stricto e o solo apresenta uma

terra clara arenosa.

2.1 Teor de agua de sementes

Para determinacdo do teor de dgua das sementes, o peso fresco das
sementes foi determinado. Em seguida foi realizada a desidratacdo em silica gel
nos periodos de 0, 15, 30, 60 e 90 minutos a 25 °C sendo realizada apds cada
periodo a pesagem das sementes. Para cada periodo de desidratagdo foram
utilizadas 3 repeticdes contendo 10 sementes cada. Posteriormente as sementes
foram secas em estufa a 70 °C durante 72 horas, sendo verificado a partir de
entdo o peso constante das mesmas. Os teores de agua foram expressos em

porcentagem.

2.2 Criopreservacao de sementes por desidratacdo em silica gel

2.2.1 Material Vegetal e desinfestacdo

Foi realizada a assepsia das sementes em camara de fluxo laminar, por

imersdo em alcool etilico a 70% durante um minuto. Subsequentemente as

sementes foram transferidas para solu¢do de hipoclorito de sodio comercial
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(2,5% de cloro ativo) durante 15 minutos, acrescidos de 2 gotas de Tween 20.
Em seguida, as sementes foram lavadas em triplicata com &gua destilada estéril.

2.2.2 Desidratacgado

ApOs assepsia, para a desidratacdo as sementes foram colocadas em
silica gel por diferentes periodos (0, 15, 30, 60 e 90 min. de desidratacdo) e
posteriormente foram inoculadas em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
suplementado com 30 g L™ de sacarose, gelificado com 2,5 g L™ de phytagel.

Foram utilizadas 3 repeti¢Ges por tratamento, contendo 10 sementes cada.

2.2.3 Criopreservagao

Para a criopreservacdo as sementes foram desidratadas por diferentes
periodos (0, 15, 30, 60 e 90 min. de desidratacdo), posteriormente levadas ao
nitrogénio liquido por 30 min., apds esse periodo foram retiradas e levadas ao
banho Maria a 40 °C por 3 min. e depois inoculadas em meio de cultivo MS,
suplementado com 30 g L™ de sacarose, gelificado com 2,5 g L™ de phytagel.

Foram utilizados 3 repeti¢Bes por tratamento, contendo 10 sementes cada.
2.2.4 Condigdes de Crescimento
As condig¢bes de cultivo foram: temperatura de 25 = 2 °C, 80% de

umidade relativa, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 36 pumol m

25 Apos 30 dias foi avaliada a sobrevivéncia das sementes.
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2.3 Criopreservacao de embrides zigoticos via droplet vitrification

Em camara de fluxo laminar, ap6s a assepsia das sementes 0s embrides
foram excisados e isolados com o auxilio de bisturi. Para a criopreservacao, 0s
embrides foram imersos na solucdo de carregamento (2,0 M de glicerol € 0,4 M
de sacarose dissolvida em meio MS) por 20 minutos a temperatura ambiente.

Em seguida foi realizada a imersdo em solucdo de PVS2 (30% de
glicerol (p/v), 15% etileno glicol (p/v) e 15% dimetilsuféxido (DMSO p/v), 0,4
M de sacarose) em meio de cultura basal, a 0 °C por diferentes periodos de
tempos ( 0, 15, 30, 60 e 120 minutos). Os embrides foram acomodados em tiras
de papel aluminio (1,5 x 0,5 cm) com uma gota de solucdo de PVS2, sobre uma
superficie gelada antes da imersdo em NL. Como tratamento controle utilizou-se
embrides ndo imersos em NL (ndo passaram pela etapa de criopreservacao).

Apos 30 minutos em NL, foi realizado o reaquecimento por 15 minutos
a temperatura ambiente em solucdo de descarregamento (1,2 M de sacarose
dissolvida em meio MS) e, entdo, os embrides foram inoculados no meio MS
contendo 0,3 M de sacarose (meio de poés-cultivo) por 24 horas. Apos este
periodo, os embrides foram transferidos para 0 meio MS acrescido de 0,5 g L™
PVP, 0,09 M de sacarose, gelificado com 7 g L™ de agar e pH ajustado em 5,8
antes da autoclavagem. Foram utilizados 3 repeti¢es por tratamento, contendo

15 embrides cada.
2.3.1 Condigdes de Crescimento
As condig¢Bes de cultivo foram: temperatura de 25 + 2 °C, 80% de

umidade relativa, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 36 pumol m

25", Ap6s 30 dias foi avaliada a sobrevivéncia dos embrides.
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2.4 Analises Estatisticas

Os dados obtidos nos diferentes experimentos foram submetidos a
andlise de variancia, para diagnotico de efeito significativo pelo teste “F” as
médias obtidas foram ajustadas a analise de regressdo e as equagbes foram
escolhidas de acordo com o coeficiente de determinacdo (R2) no programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Teor de 4gua das sementes

As sementes apresentaram um teor de dgua de 34%, sendo observada
uma reducdo no teor de agua em funcdo do tempo de exposicdo em silica gel,

chegando a 26% aos 90 minutos de desidratacdo (Tabela 1).

Tabela 1: Teor de 4gua em sementes A. sessilis, apos a desidratacdo por diferentes
periodos (minutos) em silica gel.

Tempo de desidratagdo (min.) Teor de &gua (%)
0 34,40
15 33,17
30 30,70
60 30,68
90 26,43

As sementes de A. sessilis ap6s desidratacdo, apresentaram a
porcentagem de sobrevivéncia em ordem decrescente de acordo com o tempo de
exposicdo em silica gel (Figura 1). Existem algumas espécies que ao serem
desidratadas, perdem rapidamente a viabilidade, para essas sementes
consideradas recalcitrantes ou intermedidrias, a desidratagdo pode levar a morte
do embrido. Dessa forma, o alto teor de dgua das sementes pode ser uma das
principais causas da perda do poder germinativo durante o armazenamento
(DESAI; KOTECHA; SALUNKHE, 1997; MEDEIROS; EIRA, 2006).

A secagem em silica gel é considerada, muitas vezes, como rapida
(JOSE et al., 2009; PEREIRA et al., 2012). No entanto, observou-se que as

sementes de A. sessilis desidratadas por 15, 30 e 60 min. apresentaram baixa
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diferenca na porcentagem de sobrevivéncia, permanecendo entre 100, 93 e 93%,
enquanto, aos 90 min, a porcentagem de teor de agua de 34,40% caiu para 26,
43% uma diferenca de 7,97%, essa diferenca foi suficiente para a queda de 64%
na sobrevivéncia das sementes, quando comparadas ao tempo O min. de
desidratacao.

Assim, leva-se em consideracdo o teor de &gua de seguranca, que
corresponde a umidade que pode ser atingida com a desidratacdo, sem prejuizos
a viabilidade das sementes, o teor de agua critico refere-se ao grau de umidade
no qual é detectado o inicio da perda de viabilidade e o teor letal de agua,
significa o limite abaixo do qual todas as sementes perdem a viabilidade para
cada espécie. Entretanto a capacidade das sementes em tolerar dessecacgao varia
de acordo com a espécie e a origem dos lotes (DESAI; KOTECHA;
SALUNKHE, 1997; GROOT et al., 2003; HONG; ELLIS, 1996). Diante disso,
pdde-se observar que o teor de &gua das sementes de A. sessilis, ap6s a
desidratagdo, manteve-se na faixa do grau de umidade critico, sugerindo se

assim um comportamento caracteristico de sementes recalcitrantes.

3.2 Criopreservacao de sementes por desidratacédo em silica gel

As sementes de A. sessilis expostos a desidratacao e ndo criopreservadas
apresentaram uma queda na porcentagem de sobrevivéncia, em 0 min. de
desidratagdo a sobrevivéncia foi de 100%, enquanto aos 90 min. de desidratagdo
a sobrevivéncia foi de 63%. Em relacdo a criopreservagdo as sementes nédo

sobreviveram (Figura 1 e 2A e 2B).
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Figura 1: Porcentagem de sobrevivéncia de sementes de A. sessilis desidratadas e
desidratadas e posteriormente criopreservadas (Criopreservadas em NL).

Figura 2 A e 2 B: Aspecto visual de: sementes de A. sessilis apés 30 dias de
criopreservacdo (15 min. de desidratagdo) (A). E plantulas de A. sessilis
apos 30 dias da desidratacdo (15 min. de desidratacdo) (B).

Observou-se nas sementes nao criopreservadas que a perda de agua
promovida pela desidratacdo afetou o potencial germinativo e a sobrevivéncia
das mesmas. Em razdo de, que aos 90 min. de exposicao a silica gel, o teor de
agua foi reduzido a 26,43% o0 que promoveu uma reducdo de 64% na
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sobrevivéncia quando comparadas com as sementes ndo desidratadas (0 min.)
que apresentaram 100% de sobrevivéncia. Dessa forma, o presente estudo sugere
gue sementes de A. sessilis apresentaram comportamento recalcitrante quanto a
tolerancia a desidratacdo, verificado pela reducéo da sobrevivéncia das sementes
com teor de agua abaixo de 30%. Sendo que, as sementes recalcitrantes nao
toleram a perda de agua e sofrem danos em diferentes niveis durante a
desidratacdo (PAMMENTER; BERJAK, 1999).

Para as sementes desidratadas e criopreservadas nao houve sobreviéncia
das mesmas. Vérias espécies ndo toleram condi¢cbes de grande reducdo de
temperatura, principalmente o congelamento. Pelo fato da agua contida nas
sementes pode propiciar a formagéo de cristais de gelo, acarretando rupturas
mecanicas na parede celular e no sistema de membranas, o que pode promover a
desagregacdo celular e a consequente perda da viabilidade das sementes
(HELLMANN et al., 2006).

O alto teor de &gua intracelular das sementes (34,40%) provavelmente
promoveu a formacdo de cristais de gelo quando foram expostas a baixas
temperaturas, provocando a morte das mesmas. Além disso, observou-se
escurecimento das sementes apds a criopreservagdo, possivelmente esse
escurecimento ocorreu devido ao estresse oxidativo, que por sua vez € um dos
fatores que afetam o estagio da recuperacao ap6s 0 processo de criopreservagao
(CHEN et al., 2015).

A desidratacdo ¢ uma etapa importante para elaboracdo de protocolos
eficazes de criopreservagdo (ENGELMANN, 2011; GONZALEZ-ARNAO et
al., 2008; PANIS; PIETTE; SWENNEN, 2005). O teor de &gua das sementes
pode ilustrar o comportamento desta espécie quanto a tolerancia a desidratacgéo,
sugerindo um comportamento recalcitrante em sementes de A. sessilis. Assim, 0s

resultados de sobrevivéncia obtidos com os tempos de desidratcdo em silica gel
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apresentam potencial para uso em futuros trabalhos de criopreservagdo em

sementes de A. sessilis, uma vez que, ainda sdo incipientes estudos na literatura.
3.3 Criopreservacado de embribes zig6ticos via Droplet Vitrification

Tantos os embrifes de A. sessilis expostos ao PVS2 ndo criopreservados
guanto os embrides que ndo foram expostos ao PVS2, apresentaram baixa

porcentagem de sobrevivéncia (20%). Em relacdo aos embriGes criopreservados

em NL ndo houve sobrevivéncia dos mesmos (Figura 3, 4A e 4B).

OPVS2 e y =-0,0016x% + 0,5087x + 9,7538 .... R2=0,66
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Figura 3: Porcentagem de sobrevivéncia de embrides de A. sessilis exposto ao PVS2 e
ndo criopreservados (PVS2) e porcentagem de sobrevivéncia de embrides de A.
sessilis expostos ao PVS2 e criopreservados (Criopreservados em NL).
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Figura 4A e 4B: Aspecto visual de embrides de A. sessilis com 15 dias de cultivo ap6s o
tratamento de tempo de exposi¢do em PVS2: Desenvolvimento desuniforme
(AeB).

A maior porcentagem de sobrevivéncia obtida dos embribes
desidratados e ndo criopreservados foi de 46% aos 120 minutos de exposicdo ao
PVS2, além da toxidade do PVS2, pode se considerar a ocorréncia de danos
sofridos ao embrido no momento da excisdo ou mesmo no tempo em que O
processo foi realizado. Varios sdo os fatores que afetam ou limitam a
germinacdo e regeneracdo dos embribes zigéticos de espécies sensiveis a
desidratacdo e congelamento em nitrogénio liquido, devido a complexidade e
sensibilidade dos tecidos que compdem o embrido (ENGELMANN, 2011).

N&o houve sobrevivéncia dos embrifes submetidos a desidratacdo e
criopreservagdo. Os procedimentos de desidratacdo e criopreservacdo em NL,
possivelmente, causaram alteracfes e danos nas células dos embrides zigdticos
de A. sessilis. Estas alteracBes podem ocorrer em diversas organelas, vindo a
comprometer o metabolismo do embrido (SERSHEN et al., 2012). Visto que, a
reducdo de agua dos eixos embrionarios em um nivel possivel de submeté-lo a

temperatura do nitrogénio liquido e/ou evitar a formag&o de cristais de gelo é o
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passo mais critico na obtencdo de um protocolo vidvel de criopreservagdo
(LOPES et al., 2013).
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4 CONCLUSOES

As sementes e o0s embrides de A. sessilis ndo sobreviveram a
criopreservagdo em nitrogénio liquido.

As sementes e embrides da A. sessilis sobreviveram a desidratacdo. Tais
resultados sugerem que a desidratacdo em silica gel e imersdo em solugdo
crioprotetora apresentam potencial para adaptacdo de outras metodologias de
criopreservacao.

Dessa forma, novos estudos utilizando outras técnicas como o
encapsulamento dos embrides zigdticos ou a criopreservacdo de outros tipos de
explantes como &pices caulinares devem ser realizados a fim de estabelecer

protocolos de criopreservacao eficientes para essa espécie.
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RESUMO

A A. edulis é uma Rubiaceae nativa do Cerrado de interesse ornamental,
medicinal e alimenticio. No entanto esta sendo ameagada devido a constante
degradacdo do seu bioma. Sendo assim a criopreservacdo € uma alternativa para
a conservacdo da espécie. Objetivou-se estabelecer a criopreservacdo de
sementes de A. edulis. Para realizacdo da criopreservacdo, o teor de agua das
sementes foi determinado previamente. Apds a assepsia as sementes foram
colocadas para desidratar em silica gel por diferentes periodos (0, 10, 20, 40 e 60
min. de desidratacdo) apds esse periodo as sementes foram retiradas e levadas ao
banho Maria a 40 °C por 3 min.. Posteriormente, as sementes foram imersas em
nitrogénio liquido por 30 min. e depois inoculadas em meio de cultivo MS.
Como controle, sementes foram inoculadas em meio de cultivo MS ap6s cada
tempo de desidratacdo em silica gel, sem a imersdo em nitrogénio liquido. Apds
30 dias foi avaliada a porcentagem de sobrevivéncia das sementes. Plantulas
germinadas a partir das sementes criopreservadas, foram entdo aclimatizadas.
Para obtencdo de maxima sobrevivéncia de sementes A. edulis, apds a
criopreservacgdo recomenda-se a desidratacdo em silica gel por 73minutos.

Palavras-Chave: Criopreservacdo. Semente. Cerrado. Medicinal.
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ABSTRACT

The A. edulis is a native Rubiaceae from Cerrado of ornamental interest,
medicinal and food. However it is being threatened due to constant
deterioration of its biome. Therefore cryopreservation is an alternative for
the conservation of the species. This study aimed to establish the
cryopreservation of A. edulis seeds. For the realization of
cryopreservation, the seed moisture content was determined in advance.
After sterilization the seeds were dehydrated in silica gel for different
periods (0, 10, 20, 40 and 60 minute dehydration) after this period, the
seeds were removed and brought to water bath at 40 ° C for 3 minute .
After that the seeds were immersed in liquid nitrogen for 30 minute and
then inoculated in MS culture. As control, seeds were inoculated in MS
medium after each time of the silica gel dehydration, without immersion
in liquid nitrogen. After 30 days were evaluated the percentage of
survival of seeds. Seedlings germinated from cryopreserved seeds were
then acclimatized. To obtain maximal survival of A. edulis seed after
cryopreservation it is recommended dehydration of silica gel for
73minute.

Keywords: Cryopreservation. Seed. Cerrado. Medicinal.
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1 INTRODUCAO

A A. edulis pertence a familia das Rubiaceaes é uma espécie frutifera
nativa do Cerrado de grande interesse econdmico devido ao seu alto potencial
alimenticio, medicinal e ornamental (LORENZI, 2002; SILVA et al., 2011). A
planta € uma &rvore de pequeno porte, podendo atingir 3 metros de altura,
apresenta flores brancas com florescimento de agosto a fevereiro. Seus frutos
sdo consumidos tanto pela fauna como pelos nativos da regido, seu uso pode ser
in natura ou em forma mais elaborada como geleia, sucos e compotas
(LORENZI, 2002; MARGALHO; ROCHA; SECCO, 2009).

O protocolo de micropropagacédo ja foi estabelecido para essa espécie
podendo assim ser propagada para facilitar o uso agricola, farmacoldgico,
ornamental ou na recuperacdo de areas degradadas (SILVA; PEREIRA;
SILVEIRA, 2008). No entanto espécies como A. edulis estdo consideradas
ameagadas junto com o seu bioma natural o Cerrado, e de fato a conservacao a
longo prazo passa a ser de interesse para futuros estudos com esta espécie. A
criopreservacdo é uma forma de conservacdo a longo prazo de material
biol6gico em nitrogénio liquido a -196°C ou em sua fase de vapor a -150°C, que
pode ser aplicada para a conservacdo de diferentes tipos de explantes (BENSON,
2008; ENGELMANN, 2004, 2011; SANTOS, 2004).

Assim, a criopreservagdo aparece como uma op¢ao de baixo custo para a
manutencdo e conservacdo de germoplasma de espécies vegetais por periodos
considerados indefinidos. Uma vez que, a mesma vem sendo muito utilizada,
evitando-se assim o risco de extin¢do e permitindo que varios genoétipos estejam
disponiveis para utilizacdo futura (FLORES et al., 2013; MUSTAFA; LAAKE;
STEIN, 2011). Dessa forma, objetivo-se estabelecer a criopreservacao de A.

edulis a partir da desidratacdo em silica gel.
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2 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas sementes com 30 dias de armazenamento a 5 °C
derivadas de frutos maduros de A. edulis, provenientes de Sacramento, Minas
Gerais. O local da coleta localiza-se a uma latitude 19° 51°55°” sul e a uma
longitude 47° 26’24 oeste, estando a uma altitude de 790 metros, o bioma

caracteristico € Cerrado Sensu Stricto e o solo arenoso.

2.1 Teor de agua de sementes

Para determinagéo do teor de agua das sementes foi verificado o peso
fresco de 3 repeticGes contendo dez sementes cada. Em seguida foi realizada a
desidratagdo em silica gel nos periodos de 0, 10, 20, 40 e 60 min. a 25 °C, a
partir de entdo, as sementes foram secas em estufa a 70 °C durante 72 horas. Os

teores de agua foram expressos em porcentagem.

2.2 Criopreservacao de sementes por desidratacédo em silica gel

2.2.1 Material Vegetal e desinfestagdo

Foi realizada a assepsia das sementes em camara de fluxo laminar, por
imersdo em alcool etilico a 70% durante 1 min. Em seguida as sementes foram
transferidas para solucéo de hipoclorito de sodio comercial (2,5% de cloro ativo)
durante 15 min., acrescidos de duas gostas de Tween 20. Posteriormente as

sementes foram lavadas trés vezes com agua destilada e autoclavada.
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2.2.2 Desidratagdo

ApOs assepsia, para a desidratagdo as sementes foram colocadas em
silica gel por diferentes periodos (0, 10, 20, 40 e 60 min. de desidratacdo) e
posteriormente foram inoculadas em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
suplementado com 30 g L™ de sacarose, gelificado com 2,5 g L™ de phytagel.

Foram utilizadas 3 repeti¢des por tratamento, contendo 10 sementes cada.

2.2.3 Criopreservacao

Para a criopreservagdo as sementes foram desidratadas por diferentes
periodos (0, 10, 20, 40 e 60 min. de desidratacdo), posteriormente levadas ao
nitrogénio liquido por 30 min., apds esse periodo foram retiradas e levadas ao
banho Maria a 40 °C por 3 min, em seguida foram inoculadas em meio de
cultivo MS suplementado com 30 g L™ de sacarose, gelificado com 2,5 g L™ de
phytagel. Foram utilizados 3 repeti¢des por tratamento, contendo 10 sementes

cada.
2.2.4 Condigdes de Crescimento

As condig¢Oes de cultivo foram: temperatura de 25 + 2 °C, 80% de
umidade relativa, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 36 pmol m
25 Apos 30 dias foi avaliada a sobrevivéncia das sementes.

2.3 Aclimatizacgao de plantulas

Ap6s a avaliagdo de sobrevivéncia, plantulas normais foram

subcultivadas em meio de cultivo MS, suplementado com 30 g L™ de sacarose e
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geleificado com 2,5 g L™ de phytagel. O pH foi ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem, a 121 °C, durante 20 min.. Apo6s a inoculagdo, as plantulas foram
transferidas para sala de crescimento com temperatura de 25 + 2 °C, 80% de
umidade relativa, fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de 36 umol
m?s™. Ap6s 30 dias foram retiradas dos tubos, lavadas com &gua destilada para
retirar o restante do meio de cultivo e plantadas em tubetes, com substrato
comercial Tropstrato. Foram cobertas com pléastico e apds 10 dias o plastico foi
retirado. Aos 30 dias de aclimatizagdo, foi avaliada a porcentagem de
sobrevivéncia e o nimero de folhas. Foram utilizadas 4 repeti¢cdes contendo 3

plantulas cada.

2.4 Analises Estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos & analise de variancia, para
diagndtico de efeito significativo pelo teste “F” as médias obtidas foram
ajustadas a analise de regressdo e as equacdes foram escolhidas de acordo com o
coeficiente de determinacgdo (R2) no programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teor de 4gua das sementes

As sementes de A. edulis apresentaram um teor de agua de 17% apés
armazenamento de 30 dias a 5 °C. Apo6s a desidratacdo em silica gel por 60 min.
observou-se uma gueda significativa no teor de dgua permanecendo em 6,63%
(Tabela 1).

Tabela 1: Teor de 4gua em sementes A. edulis, apds a desidratagdo por diferentes
periodos (minutos) em silica gel.

Tempo de desidratacdo (min.) % de Umidade
0 16,90
10 10,82
20 9,12
40 7,40
60 6,63

A desidratagdo em sementes pode ser mediada por sistemas protetores
que previnem danos letais em diferentes componentes celulares como
membranas, proteinas e citoplasma (GUIMARAES et al., 2002). A capacidade
de recuperar as func@es bioldgicas quando as sementes sdo reidratadas, apds
serem submetidas a desidratagdo artificial ou natural se refere ao grau de
tolerancia a desidratacdo de cada espécie, pode-se dizer que a tolerancia de um
organismo ao perder &gua dependerd da habilidade da célula de manter a
integridade das membranas e prevenir a desnaturagdo de proteinas (MARCOS
FILHO, 2005).
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As sementes de A. edulis alcacaram o teor de agua de 6,63 % aos 60
min. e apresetaram 63% de sobrevivéncia. Os resultados deste trabalho
corroboram com os de Neves (2011) sugerindo que as sementes de A. edulis
podem ser consideradas ortodoxas quanto a desidratacdo. Uma vez que, as
sementes ortodoxas se mantém viaveis até um teor de 4gua em torno de 5% e a
tolerancia é adquirida progressivamente durante o seu desenvolvimento antes de
sofrerem uma queda severa em seu conteido de 4gua (BRANDAO JUNIOR et
al., 2002; GUIMARAES et al., 2002).

Outras caracteristicas que também distinguem sementes do tipo
ortodoxo foram observadas em sementes de A. edulis como o tamanho reduzido
e 0 baixo conteudo de &gua das sementes. Além disso, sementes ortodoxas
apresentam taxas metabolicas e respiracdo mais baixa podendo ser armazenadas
com baixos teores de agua e sob baixas temperaturas por longo periodo de
tempo (DAVIDE; CARVALHO; TONETTI, 2001; HONG; LININGTON;
ELLIS, 1996; NEVES, 2011; PINTO; INOUE; NOGUEIRA, 2004).

3.2 Criopreservacao de sementes pelo método de desidratagdo em silica gel

As sementes de A. edulis submetidas a desidratagdo que foram expostas
ao maior tempo em silica gel, apresentaram o0s menores indices de
sobrevivéncia. No entanto, no tratamento com nitrogénio liquido observou-se
que as sementes expostas ao maior tempo de desidratacdo e que apresetaram
menor teor de agua foram as que também apresentaram maior porcentagem de

sobrevivéncia apos a criopreservacao (Figura 1, 2A e 2B).
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Figura 1: Porcentagem de sobrevivéncia de sementes de A. edulis: Criopreservadas e
desidratadas.

Figura 2A e 2B: Aspecto visual de sementes de A. edulis germinadas: Apds 8 dias da
criopreservacao (60 min. de desidratacdo) (A). E germinadas apds 15 dias da
criopreservagdo (60 min. de desidratacdo) (B).

Observou-se que 0 aumento no tempo de desidratagdo das sementes de
A. edulis em silica gel possibilitou uma diminuicdo na porcentagem de
sobrevivéncia quando ndo criopreservadas. No entanto, verificou-se que para o
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processo de criopreservacdo a desidratagdo foi essencial para a maior
porcentagem de sobrevivéncia das mesmas, notando-se, que 0 maximo de tempo
estimado de até os 73 min. possibilita 0 maximo de sobrevivéncia. Isto indica
gue guanto maior o tempo de desidratacdo menor € o teor de agua intracelular,
(6,63%), assim com 0 menor teor de agua intracelular pode se evitar a formagéo
de cristais de gelo, que promovem a morte celular.

Porto et al. (2014), trabalhando com a criopreservacdo de
Stryphnodendron adstringens (Mart.), encontraram entre 6 e 9% de agua nas
sementes antes do armazenamento em nitrogénio liquido. O uso da
criopreservagdo como uma ferramenta é de grande importancia para o
armazenamento de espécies selvagens e para preservagdo da diversidade
genética. Posto que, a manutencdo de germoplasma vegetal em cole¢fes no
campo apresenta uma série de problemas tais como erosdo genética das espécies,
pragas e doencas, além da méo de obra e espaco necessarios (WINKELMANN;
MUBMANN; SEREK, 2004).

3.3 Aclimatizacéo de plantulas
Na fase de aclimatizagdo, ndo foram observadas diferencas significativas

para as varidveis analisadas, tanto entre os tratamentos de desidratacdo quanto

para as sementes submetidas a criopreservagéo (Figura 3A e 3B).



Figura 3A e 3B: Aspecto visual das plantas de A. edulis desidratadas em silica gel e nao
criopreservadas (A) e criopreservadas NL (B) ap6s 30 dias de aclimatizacéo.

Ap0s subcultivo em meio de cultura MS por 30 dias, as plantas oriundas
de ambos os tratamentos foram aclimatizadas com sucesso. Independentemente
do tratamento de desidratacdo em silica gel ou criopreservadas em nitrogénio
liquido a porcentagem de sobrevivéncia das plantulas apos a aclimatizagdo foi
superior a 80%, demosntrando que ndo houve danos severos durante 0s
procedimentos de desidratacdo e resfriamento.

A porcentagem de sobrevivéncia foi em média de 83% para plantas
desidratadas e de 82% para as plantas desidratadas e criopreservadas, foram
encontradas em média 6 folhas por plantula, 5 cm de comprimento da parte
aerea e 4 cm para o comprimento da raiz. Diante desses resultados podemos

considerar que a criopreservacao de sementes de A. edulis foi eficaz.
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4 CONCLUSAO

Para obtencdo de maxima sobrevivéncia de sementes A. edulis, apds a
criopreservacdo recomenda-se a desidratacdo em silica gel por 73min.

Conforme os resultados obtidos, os experimentos realizados contribuem
para a conservacao a longo prazo de A edulis, possibilitando a criopreservacao

de sementes de A. edulis e a inser¢do da mesma em bancos de germosplasma.
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