71 JUELN

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

JORGE MARCELO PADOVANI PORTO

CRIOPRESERVAGCAO DE CALOS, APICES
CAULINARES E SEMENTES DE BARBATIMAO

LAVRAS — MG
2013



JORGE MARCELO PADOVANI PORTO

CRIOPRESERVAGAO DE CALOS, APICES CAULINARES E
SEMENTES DE BARBATIMAO

Tese apresentada a Universidade Federal
de Lavras como parte das exigéncias do
Curso de Doutorado em Agronomia, area

de concentracdo em Fisiologia Vegetal,

para a obtencao do titulo de "Doutor".

Orientador
Renato Paiva, PhD

Co-orientadora
Dra. Rairys Cravo Herrera

LAVRAS - MG
2013



Ficha Catalografica Elaborada pela Divisdo de Proasos Técnicos da
Biblioteca da UFLA

Porto, Jorge Marcelo Padovani.
Criopreservacgéo de calos, 4pices caulinasesnentes de
barbatiméo / Jorge Marcelo Padovani Porto. — Lavt#sLA, 2013.
115 p. :il.

Tese (doutorado) — Universidadddrfal de Lavras, 2013.
Orientador: Renato Paiva.
Bibliografia.

1shryphnodendron adstringens. 2. Plantas medicinais. 3.

Criobanco. 4. Crioprotetores. 5. Cultivovitro. I. Universidade
Federal de Lavras. Il. Titulo.

CDD —583.322




JORGE MARCELO PADOVANI PORTO

CRIOPRESERVAGAO DE CALOS, APICES CAULINARES E
SEMENTES DE BARBATIMAO

Tese apresentada a Universidade Federal
de Lavras como parte das exigéncias do
Curso de Doutorado em Agronomia, area

de concentracdo em Fisiologia Vegetal,

para a obtencao do titulo de "Doutor".

APROVADA em 28 de Fevereiro de 2013.

Antonio Chalfun Janior, PhD UFLA
Dr. Antonio Paulino da Costa Netto UFG
Dra. Fernanda Carlota Nery UFSJ
Dr. Guilherme Augusto Canella Gomes IFSP

Renato Paiva, PhD
Orientador

Dra. Rairys Cravo Herrera

Co-orientadora

LAVRAS — MG
2013



A Deus e aos meus amados pais, Jorge Porto e Aridairecida
Padovani Porto.
OFERECO

Ao meu irméo Rodrigo,
a minha familia,
a minha “Linda”, Rafaeli,

DEDICO



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Jorge Porto e Antbnia Aparecida \RamdPorto cujo

amor e incentivo proporcionaram todas as minhdzagées.

Ao meu irmdo Rodrigo que sempre me deu forca eatéiel as minhas

decisdes.
A toda minha familia que sempre me apoiou.
A minha “Linda”, Rafaeli, por todo amor e compreams

A Universidade Federal de Lavras (UFLA) e ao Prograde PoOs-
Graduacao em Fisiologia Vegetal, pela oportunidideesalizacéo do curso.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifeedlecnoldgico
(CNPq), pela concessao da bolsa de estudos.

Ao meu orientador, Professor Renato Paiva, por ropopcionar esta
conquista e pelos conselhos que levarei para @ destninha vida.

Aos membros da banca examinadora.

A todos os professores do Programa de Poés-gradegéd-isiologia
Vegetal pelos conhecimentos adquiridos durantesocu

Ao Prof. Geraldo Alves da Silva, pela analise fitivgica.

A doutoranda Ana Catarina Lima Oliveira pela amél® citdmetro de
fluxo.

Aos colegas e amigos do Laboratério de Culturaet@dbs de Plantas:
Tina, Diogo, Luciano, Maisa, Paulo, Danielly, MajaMario, Jodo Gabriel,
Fernanda, Ana Luisa, Cibele, Mario, Rodrigo, pelatworacao e amizade.

Ao meu amigo Alvinho, responsavel pela minha inixtuso Laboratério
de Cultura de Tecidos de Plantas - Setor de FiimMegetal — UFLA.



Aos funcionarios técnico-administrativos: Joel, &efina, Emanuelle,
Barrinha e Odoréncio, pelo auxilio e amizade.

Aos meus amigos Francyane, Anderson, Emily e Thizgos 6timos
momentos que vivenciamos juntos.

Enfim, a todos aqueles que contribuiram de alguorend, para a
realizacao deste trabalho.

Muito obrigado!



BIOGRAFIA

Jorge Marcelo Padovani Porto, filho de Jorge Permtonia Aparecida
Padovani, nasceu em Varginha, Minas Gerais, ene2iiatco de 1982. Cursou
0 ensino fundamental na Escola Cooperativa Gralhal ALavras-MG) e o
médio, na Escola Estadual Jodo Batista Hermeta#kaMG), concluindo-o em
1999. Em 2000, foi aprovado no vestibular pararsa@de Ciéncias Biologicas-
Licenciatura do Centro Universitario de Lavras (UMNVRAS), concluido em
2003. No ano de 2006, foi bolsista de apoio técpado CNPq no laboratério de
cultura de tecidos do Departamento de BiologiagrS#e Fisiologia Vegetal da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) sob a origtado Prof. Renato Paiva.
Em marco de 2007, iniciou 0 mestrado em Agrononfigsiologia Vegetal na
UFLA, sob a orientacdo da Profa. Patricia Duart®likeira Paiva, concluindo-
o em fevereiro de 2009. Em marco deste mesmo aressou no doutorado
pelo mesmo programa, sob a orientacao do Prof.t&&aiva, PhD e o concluiu

em 28 de fevereiro de 2013.



RESUMO GERAL

O barbatimdo $thyphnodendron adstringens (Mart.) coville] é uma planta
encontrada no Cerrado brasileiro e possui difeseatdes medicinais em face
da alta concentracdo de taninos em diferentes spad® planta. A
criopreservacdo € um método bastante utilizadoonaetvacdo de propagulos
vegetativos de interesse medicinal e comerciakgima 0 presente estudo foi
realizado com o objetivo de propor metodologiasdepreservacao de calos,
apices caulinares e sementes de barbatimdo. Cate®nientes de folhas
cotiledonares foram induzidos em meio MS suplententzom combinacdes
entre concentracdes de 2,4-D e TDZ e entre coraagigs de cinetina e
picloram. Apés a inducéo, realizou-se a quantificagde fendis totais e
determinou-se a curva de crescimento dos caloa. &ariopreservacao, foram
utilizados calos induzidos com 1 m@ e 2,4-D. Para a criopreservacéo dos
apices caulinares, primeiramente testou-se a imflaédo BAP e do GAna
cultura deste explante. Na criopreservacdo utitemua técnica de “droplet-
vitrification”, onde os 4pices ficaram expostosRAS2 por diferentes periodos
de tempo antes da imersdo em nitrogénio liquidter®ites concentracdes de
BAP e GA foram utilizadas no cultivo dos apices apés apteservacao. Para a
criopreservacdo de sementes, primeiramente detamaninse trés diferentes
teores de 4gua nas sementes. Apds a imersdo engelsgcnento das sementes,
avaliou-se a porcentagem de germinacao, o vigosefagntes e a quantidade de
DNA entre os diferentes tratamentos testados. @ss aabtiveram maiores
valores de fendis totais em meio MS com 1 migde 2,4-D e 2 mg L de
cinetina e 1 mg € de picloram. A curva de crescimento indicou que a
repicagem dos calos deve ser realizada aos 49edultivo. Os diferentes
ensaios de criopreservacao de calos ndo apresantat@mada do crescimento
para nenhum tratamento. A concentracéo de 0,25 huelBAP proporcionou
maior comprimento de apices caulinares. Os periodgo45 e 30 minutos de
exposicdo dos apices ao PVS2 apresentaram maiaresenfagens de
sobrevivéncia e a combinac¢do de Gdom 2 mg [ de BAP os maiores
comprimentos das brotacdes. As sementes criopegk@svapresentaram a
mesma quantidade de DNA, e as sementes com 6 ee9%od de agua
apresentaram plantulas com maiores comprimentogade aérea e peso da
matéria seca das plantulas. Conclui-se que é mbsefiopreservar apices
caulinares e sementes de barbatimdo. Os calosntamtpresenca de fendis
totais, mas sua criopreservacao precisa de maigasst

Palavras-chave Cerrado; planta medicinal; calogénese; “dropittfication”;
teor de agua.



GENERAL ABSTRACT

Barbatiméo $thyphnodendron adstringens (Mart.) Coville] is a medicinal plant
found in the Brazilian Cerrado. The species presdiifferent medicinal
functions due to high concentration tannin in diéfg parts of the plant.
Cryopreservation is a widely used method in theseoration of vegetative
explants of species with medicinal and commeraiaérest. The aim of the
present study was to develop protocols for cryamegtion of barbatiméo
calluses, shoot tips and seeds. Cotyledon segmemtsused to induce calluses
in MS medium supplemented with different combinasiof 2,4-D x TDZ and
between concentrations of kinetin x picloram. Foropreservation, we used
calluses with 1 mg t of 2,4-D. For the cryopreservation of the shops tiwe
first tested the influence of BAP and @A the shoot tips’ growth. The "droplet-
vitrification" technique was used for shoot tipsyapreservation, where the
explants were exposed to PVS2 for different periofigime before being
plunged into liquid nitrogen. Different BAP and @goncentrations were tested
in the shoot tips’ cultivation after cryopresereati For the cryopreservation of
the seeds, we first assessed the water contertred tifferent seeds. After
plunging the seeds into LN and thawing the pergentaf germination, seed
vigor and the amount of DNA between different tneats was evaluated. The
best results were obtained for the callus formatibthe concentrations of 0.5
and 2.0 mg ! TDZ, in the absence of 2,4-D or using 2.0 m§ kinetin
combined with 0.5 mg L of picloram. The highest amount of phenols were
quantified in a medium containing 1.0 mg &f 2,4-D, 2.0 mg [* of kinetin and
1.0 mg L* of picloram. The growth curve indicated that caltirading must be
performed at 49 days of cultivation. The differeallus cryopreservation assays
did not show regrowth in any of the treatment. Thacentration of 0.25 mg'L
of BAP promoted the largest height of the shodi.tiphe periods of 15 and 30
minutes of shoot tips exposure to PVS2 presentgldehisurvival percentages
and the combination of GAwith 2.0 mg L of BAP presented the largest shoot
lengths. Cryopreserved seeds showed the same awfoDMA, and seeds with
6 and 9% water content showed greater vigor. Welade that it is possible to
induce calluses from cotyledons using differentisgnand cytokinins and that
these calluses contain phenols. The cryopreservatiethodology used in this
study was not successful with calluses. The BARsgsential for shoot tip
culture, and GAfor shoot elongation. The "droplet-vitrificatiotéchnique can
be used for the cryopreservation of shoot tipsdSeéth low amounts of water
can be successfully cryopreserved.

Keywords: Cerrado; medicinal plant; calluses induction;ofalet-vitrification";
water content
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1 INTRODUCAO

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, auipa@erca de 23%
do territério nacional, estando presente em 13destaPossui a mais rica flora
dentre as savanas do mundo, com alto nivel de désghem especialmente
quando se consideram as espécies lenhosas. E umhatspots’ para a
conservacao da biodiversidade mundial, no quaploi@ dos seus dois milhdes
de knf originais foi devastada.

A ocupacéo do Cerrado ocorreu em diferentes mommentelocidades.
Nos anos recentes, entretanto, as pressdes sobegrado comecaram a ter
outras origens e 0 extrativismo intensivo de pkmativas tem levado a
reducdes dréasticas das populacdes naturais. Aéspreciso considerar que 0s
recursos naturais oferecidos pelo Cerrado podestan imdisponiveis as futuras
geragbes com o crescimento do extrativismo preidatiintre estes, pode-se
considerar o recurso terapéutico oferecido pelast@s medicinais (GUARIM
NETO; MORAIS, 2003).

No elenco das espécies Uteis do Cerrado, algunmagdétaque quanto
ao seu valor medicinal e dentre elas, o barbatifi&oyphnodendron
adstringens (Mart.) Coville] que é amplamente utilizada comuti-géptico,
bactericida e tripanocida (HERZOG-SOARES et al020

Neste contexto, a utilizacdo de técnicas de culleraecidos vegetais
tem colaborado expressivamente para 0 avanco degso de propagacdo de
espécies lenhosas. Destaca-se a calogénese enapneganhultiplicacdo de
gendtipos superiores em larga escala, em curtccesim tempo. A utilizacao
dessa técnica em plantas pode resolver algunsepnabl relacionados com a
producdo de metabdlitos secundarios de origem akegdetcultivo de calos e
células tem facilitado a elucidacdo dos fatores igtexferem no metabolismo
secundario, tendo em vista a producdo de compa&osnportancia para a
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indUstria farmacéutica que podem ser otimizados pmio do uso de
estimuladores (SOUSA; SILVA; MIRANDA, 2007).

Bancos de germoplasma a campo e bancos de gemnitso sdo de
longa data utilizados para a conservacdo, entgtapstes sao caros e
susceptiveis a ataques de pragas e doencas. Jsossfmara conservar o
germoplasma a médio/curto prazo, de acordo conesticnento lentén vitro,
também séo caros e requerem mao de obra qualifiéaddopreservacgéo, por
outro lado, é uma técnica muito segura e eficaa paconservacdo em longo
prazo dos recursos genéticos, principalmente parduras de espécies
propagadas vegetativamente ou que possuem semeastdcitrantes
(ENGELMANN & ENGELS, 2002), oferecendo, portantoma alternativa
vidvel para o armazenamento de longo prazo, e @sseg recuperacdo do
germoplasma (GONZALEZ-ARNAO et al., 1999).

A otimizacado do protocolo de inducéo e criopresgwgade calos, apices
caulinares e das sementes de barbatiméo viabilzaré@ducdo de metabdlitos
secundario$n vitro dessa espécie, em especial taninos, auxiliara@mseovacéo
de germoplasma de forma segura em nitrogénio kqued estimulara a
exploracdo racional desse recurso genético, in@rdd a inddstria de
fitoterdpicos e, consequentemente, uma maior desndadndo-de-obra para a
manipulacéo de cultivos desta planta medicinal.

Neste contexto, este trabalho foi realizado com ljetvo de

desenvolver metodologias de cultivovitro e criopreservacéo de barbatiméao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descricéo da espéctaryphnodendron adstringens

A espécie[Sryphnodendron adstringens (Mart.) Coville] € uma
planta medicinal do Cerrado, pertencente a fanfhidaceae e conhecido
popularmente como barbatimdo. Possui elevados steal® compostos
polifendlicos na casca, especialmente taninos, @mentracdes que variam de
20% a 30% (LIMA; MARTINS; SOUZA JUNIOR, 1998). Passgrande
distribuicdo e importancia econdmica para o EstddoMinas Gerais e é
popularmenteempregadocomo cicatrizante e adstringente (LOPES et al.,
2005). No Brasil, groducédo de casca de barbatimdo vem sofrendo uetdaq
desde 1988, principalmente no sul de Minas Geeaisrazao de sua utilizacédo
pelas industrias de curtimento do couro (ALMEIDAakt 1998).

O barbatimdo é uma arvore de quatro a seis megr@dtara, tronco
com diametro de 20 a 30 centimetros e casca geasggosa, decidua e helidfita
(GILBERT; FERREIRA; ALVES, 2005). E monoica e pradpequenas
guantidades de néctar nas flores, o que atrai pegumsetos, com@pis
melifera, Bombus spp., moscas Tabanidae e, especialmente, abelhasokieke,
atuando como principais polinizadores (FELFILI ket #999).Seus ramos séo
tortuosos, revestidos de pouca folhagem, folhasdilas de cinco a oito jugos,

foliolos alternados de seis a oito jugos (Figura 1)
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Figura 1 Imagem da arvore (A), das folhas e flgB)sdas vargens (C) e das sementes
(D) de barbatiméo (LORENZI, 2000).

E considerada planta perene, florescendo de outabfevereiro e
frutificando de outubro a marco. Apresenta infloéggias com nimero variavel
de flores pequenas, dispostas em formato de espegafruto, uma vagem séssil
e grossa de dez centimetros de comprimento é getéés e amadurece entre
julho e setembro (LORENZI, 2000). Segundo Felfii al. (1999), a
Sryphnodendron adstringens € uma planta de baixa exigéncia nutricional e
consegue se desenvolver em solos degradados egasdo Barradas e Handro
(1974), a arvore apresenta uma grande quantidadagsns e sementes, no
entanto, agerminacdo é bastante irregular, como consequéacidorméncia
tegumentar. Além disso, o ataque de pragas em seaentes diminui
significantemente sua propagacao natural.
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2.2 Propriedades medicinais do barbatiméo

O barbatiméo é constituido por diferentes subsadnguimicas como:
taninos, flavonoides, alcaloides, proantocianidinasatérias resinosas,
mucilaginosas, saponinas e corantes (SIMOES etl@99). Em analise dos
principais componentes extraidos do barbatimédo (B28l et al.,2006), ha
uma tendéncia de maior producdo de taninos nadestpgente e chuvosa,
sugerindo que os fatores ambientais podem afetdeares de taninos nestas
espécies.

A principal utilizacao de valor econémico do baidio € a extracdo de
tanino, tendo uma producdo média de material tardentcasca de 20% a 30%
gue é utilizado na medicina popular, no tratameletadliceras e na industria de
curtume, petrolifera, plastica e de resinas comadfir para tintas e corantes
(MONTEIRO; ALBUQUERQUE; ARAUJO, 20050s estudos farmacoldgicos
com esta planta demonstraram que ela possui pdegies antiinflamatorias
(LIMA; MARTINS; SOUZA JUNIOR, 1998) e de protecdo das mucosas
gastricas (AUDI et al., 1999.). Ha também relat@s qle extratos de
barbatimdo possuem efeito antimicrobianos (ISHIQDAale 2006), antiviral
(FELIPE et al., 2006), cicatrizante, antioxidant®OPES et al., 2005) e
antiprotozoaria (HOLETZ et al., 2005).

Herzog-Soares et al. (200@pmprovaram que extratos de barbatimao
mostraram acdo tripanocida, com inibicdo do creseoio de 51,9% de
Trypanosoma cruzi in vivo, podendo ser uma fonte alternativa de composto
clinicamente ativo contra este parasita.

Além do efeito medicinal dessa planta, é possiuel o extrato seja
empregado também na agricultura. Petacci et al01{2Gugeriram que o
barbatim&o pode ser um forte candidato para a ¢dvetle compostos bioativos

que agem como herbicidas ao testarem o potentitdxico e alelopatico de
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uma espécie do mesmo género,Sayphnodendron polyphyllum, sobre a

germinacgéo de sementes de hortaligas.

2.3 Cultura de Calos e Producgédo de Compostos Fitoficosin vitro

A calogénese € induzida de maneira indireta argtexplantes iniciais
gue podem ser, por exemplo, segmentos foliarebnaees, raizes, entre outros.
Na organogénesa vitro pode-se ter a via de regeneracao direta com af@on
de tecidos ou érgdos ou a via indireta passandofasd de calos.

Os calos sdo considerados a formacdo de um notemsisde
diferenciacdo, apresentando arranjos especificescdlulas que o constitui,
gerado em funcdo do balango de nutrientes, fitalaglgres e das caracteristicas
das células que Ihe deram origem (TERMIGNONI, 20@&senvolvem-se a
partir de um pequeno pedaco de 6rgdo de determpladia e tém a capacidade
de se diferenciar em tecidos, 6rgdos e até embmpdeiendo regenerar plantas
inteiras (PIERIK, 1990).

A formacao de calos depende de fatores importactesp a selecao do
explante, meio de cultura adequado e condi¢Besemalis. Segundo Vietez e
San-José (1996), muitas vezes € necessario o smpoimexdégeno de
reguladores de crescimento para a inducéo de €lbalanco hormonal obtido
entre os niveis de citocininas e auxinas, exégermmlogenas ao explante, pode
estimular a proliferacdo celular.

O estabelecimento da curva de crescimento de cEodeterminada
espécie permite a identificacdo das fases distinascrescimento dessa
estrutura. Segundo Smith (1992), a fase lag setesiza como fase de maior
producdo de energia, correspondendo ao periodaieragicélulas se preparam
para a divisdo, visando a sua expansdo. Ocorrdcio ida mobilizacdo de
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metabdlitos sem qualquer divisdo celular, sintes@rdteinas e de compostos
especificos. Esta fase resulta em um pequeno mresm dos calos. A fase
exponencial é biossintética. Observa-se maior icnesto dos calos, em virtude
da maxima taxa de divisao celular, caracteristessel periodo. O namero de
células aumenta. A fase linear caracteriza-se ngelacdo da divisdo celular e
aumento de volume celular. A fase de desaceleragdanomento em que as
culturas devem ser transferidas para outro meg® &éareducdo de nutrientes,
producdo de produtos toxicos e reducdo do oxig@mimterior das células. Na
fase estacionaria, ocorre maior acimulo de metab&ecundarios.

Ao determinar a curva de crescimento dos calosggedestabelecer o
momento exato de repicagem para um meio fresco possibilidade da sua
utilizacdo em suspensdes celulares, podendo vigmoducdo de metabdlitos
secundarios em espécies medicinais (SMITH, 1992).

A cultura de calos representa uma fonte potenei@wvavel de muitos
destes produtos naturais (medicinais, sabor, @ssérentre outros). Porém,
atualmente, poucas culturas produzem estes conspestoquantidades Uteis
comercialmente, sendo necessarios mais estudosdweisa otimizacdo deste
processo de producdo, bem como para a quantificacdoextracdo desses
produtos.

A utilizagcdo de 2,4-D (4cido 2,4 diclorofenoxiacé)i nos estudos de
plantas medicinaidn vitro para a propagacdo e producdo de metabolitos
secundarios tem se destacado. Principios ativasnfdietectados em suspensao
celular obtidas de calos dgymnema sylvestre induzidos em meio de cultura
contendo 2,4-D (GOPI; VATSALA, 2006).

Segundo Niciole et al. (2008), o meio de cultura $aBlementado com
0,5 mg L de picloram induz calos com maiores valores deériaafresca. Os
autores também verificaram que os calos induzidoauséncia de reguladores
de crescimento apresentam maiores teores de feteisnos totais, com valores
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médios de 9,58% e 2,36%, respectivamente. Calos roamres valores de
matéria fresca apresentam menores teores de fen@isséncia ou baixas
concentracdes de taninos totais.

O crescimento de células em ambiente totalmentératado com
relacéo a fatores quimicos e fisicos promove urelerte ambiente para estudar
mudancas no metabolismo secundario, os quais gaag@e sao produzidos em
pequenas quantidades (PEREIRA; PEREIRA; JUNQUERA1).

2.4 Criopreservacéao

Para a conservacdo do materimlvitro existem dois métodos
principais, ocrescimento lento e a criopreservacao. No primba#aecessidade
de subculturas periédicas de brotos e segmentaaispcmbm maior custo de
manutencdo (SANTOS, 2001). A criopreservacao énsazwacao de material
biolégico sob condi¢cBes ultrabaixas de temperatemasitrogénio liquido a -
196°C, ou em sua fase de vapat Z0°C. Todas as reacdes quimicas, processos
biolégicos, bem como as atividades intra e exttdasds sdo suspensas,
sendo amaneira mais promissora de armazenamento em loraxm para
células, tecidos e 6rgaos vegetais (CARVALHO; VIDARNDO3).

No método de criopreservacao ocorre uma reducametabolismo,
impedindoassim, a deterioracido do material bioldgico. E uétoato pratico
e de baixo custguando comparado a todas as técnicas aplicadaslete, c
germinacdo e novos lotes introduzidos periodicaeneatn banco de
germoplasma convencional (LACERDA et 2002).

Os métodos de criopreservacdo podem ser desdobeadastapas
conhecidas como: pré-crescimento, crioprotecadriane®nto, armazenamento,
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descongelamento e recuperagdo do crescimento (VRBHR/ILLIAMS, 1998).
Estes métodos foram utilizados para o armazenandent@rios tipos diferentes
de materiais vegetais, tais como sementes, eixdwi@rarios isolados de
sementes e material vegetativo de plantas propagadhiindo gemas apicais ou
axilares, pélen, embrides somaticos e tecidos emdmios (HIDEYUKI et al.,
2009; LISHENG; PATRICK, 2011; SALAJ et al., 2011).

Segundo Sakai (1995), algumas perspectivas pasitipganto a
criopreservacao de culturas vitro, tais como, evitar a variacdo somaclonal e
gametoclonal (as técnicas criobiologicas podememie\os efeitos prejudiciais
em espécies que permanecamvitro por sucessivos subcultivos que sofrem
alteragcbes na estabilidade genética); a propageedetativa e uniforme (os
clones propagados despendem de uma ocupacao kspdalzoratorio, além do
risco de exposicdo a patdgenos e a perda do gersnapl mantidan vitro);
sementes recalcitrantes (muitos germoplasmas s&ereados pelas sementes,
porém, muitas espécies importantes economicamegmesentam sementes
recalcitrantes e, nestes casos a criopreservacémiiedes ou tecidos torna-se
uma importante ferramenta para conservacao dasidiaele genética que nao
pode ser preservada mediante a manutencao dasesnastes); a conservacao
de germoplasmas raros (nestes casos, enquadraspéeies ameacadas de
extingdo no habitat natural ou plantas pilotos paemipulacdo genética; tais
como: espécies hibridas ou transformadas geneticamentss eutros);
manutencdes de linhagens de células medicinaisunfalg suspensdes
celulares que produzem uma quantidade importangeathitos de interesse
farmacoldgicos podem seriopreservadas para manutencdo do potencial
biossintético).

O grande desafio na criopreservacédo é impedirstatiriacido da 4gua

intracelular, que pode ocorrer durante o resfriamesu descongelamento.
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Durante o descongelamento, a cristalizacdo de uohacd® vitrificada €
denominada recristaliza¢@o. Tanto a cristalizagéia cecristaliza¢@o sao letais.
A chave para 0 sucesso da criopreservacao estdagon grau de importancia,
na tolerancia a desidratacdo do que na toleranc@aresso de congelamento
em si (GONZALEZ-ARNAO et al., 2008; HELLIOT et a2003; WANG et al.,
2004).

No processo de congelamento da agua existem gois die nucleagéo:
homogénea e heterogénea. A nucleacdo homogéneapéouasso que ocorre
espontaneamente durante o esfriamento da agua &euomparatura inferior ao
ponto de fusdo da fase cristalina pura (gelo). Régua pura, esta temperatura é
de cerca de -40°C. Este tipo de nucleacdo é umegsoctermodinamico,
simultaneo com a formacéo de gelo, no qual a emesgitérmica é libertada. A
nucleacdo heterogénea é a formacédo de nicleoslaesa®e uma superficie
catalitica. A perda de viabilidade pés-descongel#&;aormalmente causada por
lesBes celulares que ocorrem durante a transicfiolardda agua extra e
intracelular resfriada em gelo. Assim, para evitarformacdo de gelo
intracelular, o que provoca danos irreversiveisi@mbranas das células, muitos
procedimentos estao disponiveis. Um procedimetoesfriamento a uma taxa
controlada, que requer o controle de formacédo tfe edracelular quando os
cristais de gelo sdo iniciados (GONZALEZ-ARNAO dt, £008; PANIS;
LAMBARDI, 2005).

Existem muitas técnicas de criopreservacdo quentgama alta
recuperacdo de propagulos, minimizando a desidmtag danos pelo
congelamento. Entre eles, o congelamento lentecagem ao ar, a vitrificacao,
encapsulamento-desidratacdo, encapsulamentoedgfio e a droplet-
vitrification (GONZALEZ-BENITO; RAMIREZ; ARANDA, 2M4; XUE et al.,
2008).
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2.5 Criopreservacao de sementes

Na criopreservacdo de sementes o teor de aguafdétemecrucial para o
sucesso do armazenamento no nitrogénio liquidaurBiegSantos (2000), para
se evitar injuria nas células, a agua contida emirgerior deve ser removida
evitando a formacéo de cristais de gelo durantengelamento. A desidratacéo
dos tecidos, no entanto, é critica, pois a aguaneitas funcdes bioldgicas nas
células. Segundo Kramer e Boyer (1995), com aaddida agua, aumentam-se
a taxa de reagOes quimicas destrutivas, comotalizagdo dos solutos.

A desidratacdo, o congelamento, o descongelamemtegeneracao das
sementes, sdo os principais fatores que influeneiamopreservacao e os trés
primeiros processos estdo relacionados a formagéawistais de gelo no meio
intracelular. Na regeneracéo, ocorre a recuperdganaior nimero possivel de
células vivas (SANTOS, 2000).

Durante o congelamento e descongelamento das ssnaninembrana
plasmatica exerce um papel primordial. Ela atua ccooma barreira
semipermeavel permitindo o efluxo/influxo da aguaradte o processo de
congelamento-descongelamento. Dessa forma, a laldbi da membrana
celular € um importante fator para o sucesso dpmservacao (UEMURA;
STEPONKUS, 1994).

A criopreservacdo de sementes é uma poderosa &artamtilizada para
a conservacdo de recursos genéticos vegetais. v@ls®er que, para a
criopreservacdo, o teor de dgua das sementesamit@u eixos embrionarios
isolados), no momento da imersdo em nitrogéniadé@ué o fator mais critico
(PENCE, 1995; STANWOOD, 1985). A agua das semeatidge ser reduzida a
um nivel tal que a formacdo de gelo intracelularadie a etapa de
congelamento seja minimizada, com isso, mantendwadbs niveis de
capacidade de germinacdo (BLACK; PRITCHARD, 20@)m base no nivel
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de tolerancia a desidratacdo, as sementes sadfictass em trés grandes

grupos: ortodoxos, intermediarias e recalcitrariesementes ortodoxas podem
ser secas ao teor de agua ultrabaixos (em geeslanf 7%), sem perda grave
de viabilidade (ROBERTS, 1973), enquanto as serséntermediarias podem

resistir a desidratacdo consideravel, embora nédvabdas sementes ortodoxas
(DUSSERT et al., 2004). As sementes recalcitrapéedem a sua viabilidade,

em virtude do dano ultraestrutural irreversivelsme quando seca a um limiar
relativamente alto de teor de agua (20-30%) (PRIARE, 2004).

2.6 Criopreservacdo de meristemas

Um método de criopreservacao utilizando a vitrf@aconsiste em uma
reducdo de temperatura de forma rapida. O objekévobter um sélido amorfo
ou em estado vitreo, que difere do sélido cristalpor ndo haver formagéo de
cristais de gelo no interior dos compartimentosulaets (YAMAKI,
PEDROSO; ATVARS, 2002). Para a obtencdo dessecestado é necessario
uma alta taxa de resfriamento (por exemplo, 2500niD) e a utilizacdo de
crioprotetores com alta viscosidade, também chamade solucdo de
vitrificagdo (CRUZAN et al., 2004).

Alguns cuidados sdo necessarios para evitar aala&tdo do gelo
intracelular, durante o processo de congelamentitanelo, portanto, danos
fisicos ao tecido (PANIS; SWENNEN; ENGELMANN, 20BAKAI, 2000). A
Unica maneira de evitar a formacgédo de cristaiselie @jtemperaturas ultrabaixas
sem uma extrema reducdo do teor de agua é acagdo, ou seja, ndo
cristalizacdo da agua (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, B®). Para se obter
uma solucao vitrificada, esta tem de ser suficiraetge concentrada e sofrer um
resfriamento rapido (FAHY et al., 1984).
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Usando culturas de meristema de banana como eaptiois protocolos
de criopreservacao foram desenvolvidos: um métmdplas de congelamento e
um método de vitrificacdo que requere um pré-tratdam de sacarose. Estes
dois métodos foram aplicados a uma vasta gama rikdades de banana que
pertencem a diferentes grupos gendmicos, e resehlouaxas diferentes de
regeneracdo poés-descongelamento (PANIS et al.; Z302IS; THINH, 2001).

Em protocolos baseados em vitrificacdo, a desicliatado &pice
caulinar é realizada utilizando solucdes de vimifiéio altamente concentradas.
As solucBes de vitrificacdo, apesar de seu paplepdita a criopreservacao,
apresentam toxicidade osmoética e quimica. Os pimoesdos de
desidratacao/crioprotecdo precisam ser otimizagascipalmente quanto a
escolha da solugéo de vitrificacdo utilizada e deagfio do tratamento. Desta
forma, é possivel encontrar um equilibrio entreoxicidade e a acédo de
crioprotecdo dessas solugbes (KIM et al., 2009; FARIETTE; SWENNEN,
2005).

No protocolo conhecido como “droplet-vitrificatign"os apices
caulinares s&do osmoticamente desidratados em urhagdso com alta
concentracdo de agucar, normalmente a sacarogpoesadom uma solucdo de
vitrificagdo, como por exemplo, o PVS2. Apés a pritecdo, os explantes sédo
colocados sobre um pedaco de folha de aluminiafjouetite com gotas de PVS2
e, entdo, mergulhados em nitrogénio liquido (SAKBNGELMANN, 2007).
Para o reaquecimento, as folhas de aluminio sdosameem meio liquido
contendo 0,8-1,2 M de sacarose e, em seguida, astras sdo retiradas e
colocadas sobre 0 meio de recuperacdo, que conBeM Be sacarose no meio
de cultura. A principal vantagem desta técnica possibilidade de atingir
elevadas taxas de resfriamento/aquecimento, eno rdpd volume muito
pequeno de solucdo de vitrificagdo em que os amdescolocados, 0 que
aumenta a probabilidade de obter um estado vadbcdurante o resfriamento e
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para evitar a recristalizagdo durante o reaquedonéRANIS; PIETTE;

SWENNEN, 2005). Por conseguinte, a integridadeutstl de amostras
criopreservadas é conservada, 0 que permite ekevadscentagens de
recuperacao e regeneracéo direta e rapida dos &picpreservados.

2.7 Criopreservacao de calos

Apesar do valor de potencial, a manutencdo em lpngmo de culturas
de células é de trabalho intensivo e demorado, wamajue requer subculturas
periédicas. Isto pode ser evitado por criopreséwagque foi provado ser um
método confidvel e de baixo custo para armazenamemt longo prazo de
germoplasma de plantas (KARTHA; ENGELMANN, 1994)rot®colos
eficientes de criopreservacéo j4 foram realizados gulturas de células de
plantas medicinais como ginseng (JOSHI; TENG, 20t®aco (REINHOUD;
IREN; KIINE, 2000), citros (HAO; YOU; DENG, 2002)vdeira (WANG et
al., 2004).

A criopreservacdo de tecidos ndo organizados (sa8pse celulares e
calos) normalmente visa & manutencao das caraici@siespecificas de tecidos
gue podem ser perdidos durante a manutencdo nomriato. Por exemplo, a
criopreservacdo é importante para preservar a ickuic de biossintese de
compostos de valor de importancia farmacéuticasqoeproduzidos por células
de plantas medicinais. O método que é muitas wedesmdo para estes tecidos
¢é o sistema de resfriamento lento (PANIS; LOMBARR0OO5; URBANOVA;
KOSUTH; CELLAROVA, 2006).

O resfriamento lento é caracterizado, também, poa desidratacdo
celular gradual em face da formacéo de cristaigale no meio extracelular,
permitindo o aumento da concentracdo de solutosme® intracelular e,
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portanto, evitando ou reduzindo a formacdo de aisistle gelo intracelular
(SHAW et al., 2000). Para o resfriamento lento,atamal bioldgico geralmente
€ congelado sob o controle de um freezer prograneawena vez atingido uma
adequada desidratacdo celular, a qual ocorre quaremperatura se encontra
entre -30 a -80 °C, o material é estocado em d@itriogiquido a temperatura de
-196 °C (PAYNTER, 2000).

Técnicas de criopreservacgdo tradicionais utilizajpipamentos caros
para efetuar um resfriamento gradual e congelantg@xplantes para evitar a
formacgédo de gelo intracelular, a qual é a causzipal de dano celular letal.
Recentemente, novas abordagens para a criopredergdagecidos vegetais por
imersdo direta em nitrogénio liquido foram explaséd, destes, o procedimento
de vitrificacdo provou ser o mais promissor (TSAkE, 2009). O método de
vitrificagdo ndo requer equipamento especial, épumoedimento rapido e com
recuperacao rapida dos explantes (ANJA; VELI-MATIQACHIM-KELLER,
2011; ATTILA et al., 2008). Durante a Ultima décadanétodo de vitrificacao
provou melhorar a regeneracgéo de células criopadas (REED, 2001).

Poucos estudos examinaram a criopreservacdo derasultle células
nado-embriogénicas por técnicas de vitrificacdo (MERS, 1985). Relata-se que
células nao-embriogénicas de cenoura e calos egénmiimps sdo diferentes na
sua natureza morfolégica e fisiologica (KIKUCHI,98); células embriogénicas
sdo pequenas e compactas, enquanto que as céldammbriogénicas sdo
maiores. Em geral, as grandes células sdo sensivdissidratacao, células
embriogénicas sdo pequenas e compactas, enquaptoagjucélulas nao-
embriogénicas sdo maiores (WITHERS, 1985). Na cesmrvacdo de células
vegetais, a desidratacdo antes da imerséo emémimlijquido € necessaria para
a sobrevivéncia das células apdés o seu armazermamennitrogénio liquido.
Sugere-se que células ndo-embriogénicas podemassrsansiveis ao estresse
da desidratacao, e a criopreservacao delas paeceass dificil. No entanto, a
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criopreservacdo de células ndo-embriogénicas pedenecesséria para a

conservacao rotineira de linhagens celulares seemaaebes genéticas.

2.8 Citometria de fluxo

A andlise de citometria de fluxo de DNA vegetahtar-se uma solucao
conveniente, confiavel e pratica. Este método dé faanuseio foi utilizado
com sucesso em diferentes estudos para detecfaelode ploidia (RIVAL et
al., 1997) e, mais recentemente, para avaliaradbidade de amostras sujeitas
ao procedimento de criopreservacdo (HIRANO et28l05). As suspensdes de
nucleos intactos podem ser preparadas por cortendepequena quantidade de
tecidos fresco no tampéo de isolamento (GALBRAITHIe 1983). Os nlcleos
suspensos sdo marcados com um fluorocromo de Dpciiso, e o contetdo
de DNA é determinado pela medicao da emissdo decBuéncia (DOLEZEL;
BARTOS, 2005).
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RESUMO

O Barbatiméo $tryphnodendron adstringens (Mart.) Coville] € uma arvore com
ocorréncia predominante em cerrados dos estadsiebnes, sendo a sua casca
rica em taninos que séo utilizados na medicina lpom virtude de sua acao
adstringente. Nos ultimos anos, a exploracéo iridigtada do barbatiméo, fez
com que essa planta medicinal sofresse queda rdugiit® de sua casca.
Objetivou-se neste estudo desenvolver calos detiado a partir de segmentos
cotiledonares e determinar o peso de matéria skeaa, teores de fendis totais
e a criopreservacao dos calos induzidos. Para diodde calos foram utilizados
segmentos cotiledonares inoculados em diferentetbicactes de reguladores
de crescimento: 2,4-D x TDZ (0; 0,5; 1,0 e 2,0 nfg & picloran x cinetina (0;
0,5; 1,0 e 2,0 mgh). As culturas foram incubadas no escuro. Aos @8 de
subcultivo, foi avaliada a matéria fresca e seca eeores de fendis totais. Os
melhores resultados obtidos para peso de matédgedde calos induzidos com
a combinacéo (2,4-D e TDZ) foram: 0,5 mg He 2,4-D, associado com as
concentracdes de 0,5, 1 e 2 mgde TDZ, ja para os valores de matéria seca a
melhor combinac&o foi: 0,5 e 2 mg de TDZ sem a presenca do regulador de
crescimento 2,4-D. Na combinacéo (Cinetina e Riahgros melhores resultados
para calogénese foram: 2 mg de cinetina e 0,5 mgLde picloram, com
média de 0,2 g para o peso da matéria fresca egOpa2a o peso da matéria
seca. Pelos resultados observa-se que maiores tderdenosis totais foram
encontrados em calos induzidos em meios suplen@ntzmn 1 mg L de 2,4-
D, e 2 mg [* de cinetina e 1 mgLde picloram e pdde-se observar que o
regulador de crescimento TDZ interferiu negativaimemos teores de fendis
totais quando combinado com o 2,4-D. Os calos deatiendo ndo suportaram
0s tratamentos de crioprotecdo ao qual foram sidoset e/ou ao
armazenamento em nitrogénio liquido. Os ensaiolizadas neste trabalho,
onde foram utilizados diferentes reguladores dsctreento na inducdo de calos
de barbatimdo com o intuito de aumentar as coragigs de fendis totais, ndo
demonstraram resultados satisfatorios. Embora testaverificado baixa
concentracdo de compostos fendlicos, é importaiser fque o meio de cultura
pode ser otimizado para a producdo em larga edeate compostin vitro, ja
gue na forma convencional esses compostos saddastra partir da casca da
plantain vivo.

Palavras-chave Crioprotetores; PVS2; reguladores de crescimdetiis.
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ABSTRACT

Barbatimao $ryphnodendron adstringens (Mart.) Coville], is a tree with
predominant occurrence in the Cerrado regionsdrBitazilian States. Its bark is
rich in tannins which is used in folk medicine doeits astringent function. In
recent years, the indiscriminate exploitation aflaéiméo tree led to a decrease
in bark production of this medicinal plant. The adfthis study was to induce
calluses from cotyledon segments and determinentright of fresh and dry
matter, the levels of phenols and also to cryopvesthe induced calluses. For
callus induction, cotyledon segments were inocdlatea medium with different
combinations of growth regulators: 2,4-D x TDZ @, 1.0 and 2.0 mg1) and
kinetin x picloran (0; 0.5, 1.0 and 2.0 mg@)LCultures were incubated in the
dark and at a temperature of 27 £ 2 © C. At 60 adysubculture the fresh and
dry weight and the levels of total phenols werelwat@d. The best results
obtained for the calluses fresh weight with the bimation (2,4-D x TDZ) were:
0.5 mg L* of 2,4-D associated with 0.5, 1.0 and 2.0 mbdoncentrations of
TDZ. For dry matter values the best combination:w@as and 2.0 mg L TDZ

in the absence of 2,4-D. For the (Kinetin x Pialyacombination, the best
results for callus induction were: 2 m¢ bf kinetin and 0.5 mg L of Picloram,
with an average of 0.2 g of fresh weight and 0.Q# dgry weight. The results
indicated that higher levels of total phenols wienend in calluses induced on a
medium supplemented with 1.0 mg bf 2,4-D, 2.0 mg L* of kinetin and 1.0
mg L™ of Picloram. A negative effect for TDZ regardifgettotal phenol levels
when combined with 2,4-D was noted. Barbatiméousel did not supported
cryoprotection treatments to which they were sutadjtand / or storage in
liquid nitrogen. The tests performed in this studyhere different growth
regulators were used for barbatimao callus indadticorder to increase phenol
concentrations, did not present satisfactory resplthough a low concentration
of phenolic compounds was obtained, it is importannote that the culture
medium may be optimized for large scadeitro production of this compound.

Keywords: Cryoprotectants; PVS2; growth regulators; phenols
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1 INTRODUCAO

A técnica de cultura de tecidos vegetais permitend@ucdo e
proliferacdo de massas indiferenciadas de célWakeridas como calos ou
suspensdes celulares (PAZ et al., 2006). As cusltondtro séo utilizadas como
uma alternativa aos processos agricolas para augfodde compostos
medicinais interessantes. Neste contexto, os galdem ser armazenados em
longo prazo de modo a manter as caracteristicacifisps dos tecidos que
podem ser perdidos durante a manutencao nonmwiio, tais como a producao
de metabolitos secundarios que tém importancia deéotica (ESTRADA-
ZUNIGA et al., 2009; KIM; WYSLOUZIL; WEATHERS, 2002A cultura de
calo é uma ferramenta fundamental ndo apenas ptabetecer um protocolo
eficiente para a producdo de metabdlitos secursl&atiosos, mas também
para estudar os parametros de crescimento ceKHHET et al., 2006).

Muitas plantas medicinais nativas do Brasil estadoeagadas,
principalmente porque elas sdo usadas como extratosnfusfes pela
populacdo e o barbatima8ttiyphnodendron adstringens (Mart.) coville] esta
entre essas espécies, pois da planta pode seidextierca de 20 a 30% de
taninos (LIMA; MARTINS; SOUZA JUNIOR, 1998). Umarma de diminuir
este problema é utilizar a cultura de tecidos agetjue proporcionam um
procedimento de extracdo alternativo a partir dalas tecidos e 6rgdos de
plantas de forma asséptica, controlavel e autoasizresultando em cultivos
em larga escala. Neste contexto, as culturas dss galpresentam um dos
melhores sistemas para a producdo de metabdlitamd@rios, porque pode
garantir a homogeneidade da producdo e, tambénrescimento rapido
(ESTRADA-ZUNIGA et al., 2009).

A criopreservacdo é uma alternativa para a cong&ovde calos em

longo prazo. O armazenamento a -196°C em nitrodéniao é considerado
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uma ferramenta ideal para a conservacdo em longmoprgarantindo a
estabilidade maxima do comportamento fenotipico enotipico de
germoplasmas armazenados, além de necessitar despago minimo de
armazenamento e de requisitos de manutencdo (SUZuUK., 2008). No
entanto, a disponibilidade ou o desenvolvimentopd&ocolos eficientes e
confiaveis que permita uma alta porcentagem deilidabe do material
criopreservado apos o descongelamento € um rexbésico.

Neste contexto, objetivou-se neste trabalho indzadivss com potencial
para a producdo de compostos fendlicos e estabalkeca metodologia de

criopreservacao deste material.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Os frutos desS adstringen foram colhidos maduros, ainda fechados, de
plantas de popula¢cBes naturais localizadas na eidadljaci, regido Sul do
Estado de Minas Gerais, Brasil. Posteriormenteeasestes foram extraidas
manualmente dos frutos e aquelas que apresentagamintegridade fisica
foram selecionadas. Em seguida, as sementes foaasidridas para frascos de
vidro e armazenadas em geladeira, a 4 °C, pora30 di

Antes da inoculacdo, as sementes foram submetidescarificacdo
acida, ficando imersas por 60 minutos em acidaisatf 36N, 95 %, seguidas
de lavagem em agua corrente (MARTINS; NAKAGAWA, 8D0Depois, em
camara de fluxo laminar, as sementes foram imesasicool etilico 70 %
(v/v) por um minuto e, em seguida, em solucdo gedhorito de sédio 2 % por
cinco minutos e lavadas em agua destilada autatdaper trés vezes. Apos a
desinfestacdo, as sementes foram inoculadas em M®IMURASHIGE;
SKOOG, 1962) acrescidos com 10 § dle sacarose e 7 ¢'lde 4gar. Apds a
inoculacdo, as sementes foram mantidas em saleesigiroento sob irradiancia
de fotons de 3@mol m? s*, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2
°C. ApdGs 30 dias de cultivo, as folhas cotiledosdogam utilizadas como fonte

de explantes.

2.2 Inducéo de calogénese

No experimento |, segmentos de folhas cotiledondeesamanho de
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0,25 cnf, obtidos de plantulas germinadasvitro, foram inoculados em tubos
de ensaio contendo o meio de cultura MS suplemertach O; 0,5; 1,0 e 2,0
mg L* de acido 2,4 -diclorofenoxiacético (2,4-D) e 0;;0,® e 2,0 mg L.de
Thidiazuron (TDZ)em todas as combinacdes possiveis e 3% de sacarose.
meio foi solidificado com 0,7% de agar e o pH ajustado eBnabites da
autoclavagem 421°C por 20 minutos. As culturas foram incubadassturo e
em temperatura de 27 #2 O subcultivo dos calos foi realizado ap6s 68 dia
primeira inoculagéo.

No experimento Il, segmentos de folhas cotiledanavbtidas da
mesma origem do experimento | foram inoculadoswdiog de ensaio contendo
0 meio de cultura MS suplementado com 0; 0,5; 2Meang L de picloran e
0;0,5;1,0e 2,0 mg'1 de cinetina, em todas as combinacfes possivéis e 3
de sacarose. O meio feblidificado com 0,7% de &gar e o pH ajustado em
5,8 antes da autoclavagem 121°C por 20 minutos. As culturas foram
incubadas no escuro e em temperatura de 2T+ subcultivo dos calos foi
realizado apés 60 dias a inoculacéo.

ApGs 120 dias de cultivo dos calos de barbatimZaisaam-se o peso da

matéria fresca e seca e os teores de fendis totais.

2.3 Determinacéo de fenais totais

As andlises foram realizadas no Laboratério de Beofwténica e
Farmacognosia, Departamento de Farmacia, UniveisiBaderal de Alfenas. A
determinacéo do teor de fendis totais presenteamastras de extrato etanélico
dos calos foi realizada por meio de espectrosempiggiao do visivel utilizando
0 método de Folin—Ciocalteu (SINGLETON et al., 1999 extrato etandlico
(100 mg) foi dissolvido em metanol, transferido mfitativamente para um
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baldo volumétrico de 100 mL e o volume final fongaetado com metanol.
Uma aliquota de 7,5 mL desta solucao foi transfepigra um bal&o volumétrico
de 50 mL; esta segunda solucdo teve seu voluméadoenovamente com
metanol. Uma aliquota de 100 desta ultima solucao foi agitada com 500

do reagente de Folin- Ciocalteu e 6 mL de agualagstpor 1 min; passado
este tempo 2 mL de MaO:;a 15% foram adicionados a mistura e agitada por 30
s. Finalmente, a solugédo teve seu volume acertada PO mL com agua
destilada. Apds 2 h, a absorbéncia das amostraseida a 750 nm utilizando-
se cubetas de vidro, tendo como “branco” o metanotios os reagentes, menos
0 extrato. O teor de fendis totais (FT) foi deterawio por interpolacdo da
absorbancia das amostras contra uma curva de agliorconstruida com
padrdes de &cido gélico (10 a 3h@/mL) e expressos como mg de EAG
(equivalentes de acido galico) por g de extratodaBoas analises foram

realizadas em triplicata.

2.4 Curva de crescimento de calos

Calos formados em meio de cultura suplementadolcamg L de 2,4-
D, no primeiro experimento, e com 2 mg dle cinetina e 1 mgtde picloram,
no segundo experimento, apresentaram maiores doagdes de fendis totais,
mas a técnica de criopreservacdo sugere que o0s dakem ter aspectos
friaveis, se ndo embriogénicos. Diante deste fé&doam utilizados calos
provenientes da concentracéo de 1 migle 2,4-D, por apresentar aspecto mais
semelhante ao friavel, do que os calos do outtarento (Figura 1).
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Figura 1 Aspecto dos calos induzidos em meio suphéado com 1 mgtde
2,4-D (A) e com 2 mg t de cinetina e 1 mgtde picloram (B).

Plantulas obtidas de germinagéaitro foram utilizadas como fonte de
explantes. Segmentos de folhas cotiledonares, aeiam@mdamente 0,25 dn
foram inoculados em tubos de ensaio contendo m&p3¥ de sacarose, 0,7%
de agar e, com 1,0 mg*Lde 2,4-D. Os explantes ficaram em sala de
crescimento, encubados na auséncia de luz a temnmgede 27 + 2 °C. Para a
determinacdo da curva de crescimento dos calomfogalizadas pesagens da
massa fresca do material inoculado a partir dadiamoculacdo (tempo 0) até o
63° dia de cultivo, em intervalos de 7 dias. Fotditizadas 12 repeti¢cdes, sendo

cada repeti¢do constituida por um tubo e cadadobtendo um explante.

2.5 Criopreservacao de calos

Calos induzidos de segmentos de folhas cotiledsndiiezando 1 mg L
! de 2,4-D provenientes dos experimentos realizagl®riormente neste
trabalho, foram utilizados como material a sereimpceservados. Os explantes
iniciais continham 0,5 cm aproximadamente.
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No experimento |, foi realizado um pré-cultivo ddas, transferindo-os
para placas de petri contendo meio de inducéo (L hdp 2,4-D) acrescentado
com 6% de manitol durante cinco dias, na ausédeiduz e a 25 = 2°C.
Posteriormente, os calos foram transferidos pamubos contendo meio de
inducdo com 0,4 Me sacarose, sem a adi¢do de agar, e concentdifgentes
de DMSO 5%, 7,5% e 10% por 15, 30 ou 45 minutos.sEguida, os criotubos
foram armazenados em nitrogénio liquido por uma.hor

No experimento I, foi realizado um pré-cultivo clos, transferindo-os
para placas de petri contendo meio de inducéo (L hdp 2,4-D) acrescentado
com 6% de manitol durante cinco dias, na ausédeiduz e a 25 = 2°C.
Posteriormente, os calos foram transferidos pamubos contendo meio de
inducdo adicionando 0,4 M de sacarose e, em segfddadicionada uma
solucédo contendo 2,0 M de glicerol por um periodaitha hora a temperatura
ambiente. A solucdo crioprotetora foi substituid@amente por uma solucéo
resfriada (0°C) e permaneceram neste meio por A5u345 minutos. Em
seguida, os criotubos foram armazenados em niti@¢jénido por uma hora.

No experimento lll, foi realizado um pré-cultivo dalos, transferindo-
os para placas de petri contendo meio de inducdongll-" de 2,4-D)
acrescentado com 6% de manitol durante cinco déapséncia de luz e a 25 +
2°C. Foi testada a solucao de vitrificagdo PVS243flicerol + 15% etileno
glicol + 15% dimetil sulfoxido (DMSO) + meio MS liido contendo 0,4 M de
sacarose (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1991) ou PVS2gatificada (40%
glicerol + 0,4 M sacarose + 10% etileno glicol ¥4 ®MSO) previamente
resfriadas (0°C), e pH ajustado para 5,8. A incéivdgi em gelo por 15, 30 ou
45 minutos. Em seguida, os criotubos foram armadgesam nitrogénio liquido
por uma hora.

No experimento IV, calos foram precultivados emam@ inducdo com
120 g L'* de sacarose por cinco dias. Apos esse periodal@s foram dispostos
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em papéis filtro autoclavados e foram dessecadodipgo de ar da camara de
fluxo pelos periodos de 15, 30, 45 e 60 minutos.deguida, os calos foram
colocados em criotubos, e estes em um recipieatig de resfriamento com
alcool metilico, e resfriados até a -40°C em umafutizer. Apos este periodo, 0s
criotubos foram imersos em nitrogénio liquido parachora.

No experimento V, calos foram precultivados em naidnducdo com
120 g L* de sacarose por cinco dias. Os calos foram imemsp®VS2 a 0°C
pelos periodos de 15, 30, 45 e 60 minutos. Em dagas calos foram colocados
em criotubos, e estes em um recipiente plasticoedfiamento com alcool
metilico, e resfriados até a -40°C em um ultrafte2g@ds este periodo, os
criotubos foram imersos em nitrogénio liquido porathora.

Na etapa de descongelamento, os criotubos foragcams em banho-
maria a 38+2°C, sob agitacdo, até o descongelametad da solucao.
Retiraram-se os calos das solugBes crioprotetora®aeillou-se em meio de
cultura de inducdo de calos sem a presenc¢a depgats minutos. Depois 0s
calos foram transferidos para placas de petri cdateneio de inducdo de calos.
Ap6s 60 dias avaliou-se o crescimento da &reaalos.c

O experimento foi conduzido seguindo um delineamémteiramente
casualizado, constituido de dez repeticbes poan@nto. Os dados foram
submetidos ao software SISVAR (FERREIRA, 2011),aparrealizacdo das
analises de variancia. As médias foram comparaglaseste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Inducgéo de calogénese

No experimento Ina auséncia de reguladores de crescimento (controle
ndo foi observado calogénese em explantes cotidedon Os meios com
auséncia e suplementado com 0,5 m'@; de 2,4-D, associado com as
concentracdes de 0,5, 1 e 2 nigde TDZ induziram a formac&o de calos com
maiores valores para 0 peso da matéria frescaamartte com 0s meios
contendo 1 mg tde 2,4-D associado com 0,5 mgde TDZ e 2 mg [ de 2,4-

D associado com 1 mg'ide TDZ (Figura 1).

Para os valores do peso de massa seca observaurgmrtamento
diferente entre os tratamentos. Os maiores valdogam obtidos nas
concentracdes de 0,5 e 2 mg He TDZ sem a presenca do regulador de
crescimento 2,4-D. Observou-se que os calos indszgmente com 2,4-D
obtiveram os menores valores de massa seca. Naragéb de 2,4-D com o
TDZ também observou queda na massa seca dos pafmEpalmente com o

aumento das concentra¢des da auxina (Figura 1).
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Figura 1 Médias do peso da matéria fresca (A) a @xde calos de barbatimao
induzidos de folhas cotiledonares utilizando a doaffo de
diferentes concentragdes de 2,4-D e TDZ.
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Castro et al. (2009) observaram baixos valoresaténma fresca de calos
induzidos no escuro a partir de segmentos folideeS adstringens utilizando
diferentes concentractes de 2,4-D. Em murici-peg@@yrsonima intermedia),

a interacéo de 1 mg'ide 2,4-D com as concentracdes de 0,5, 1 e 2 el
TDZ levou a uma queda na indugcdo de calos em seagméuliares, quando
houve o aumento na concentracdo de TDZ (NOGUEIRAIet2007). Os
resultados obtidos e citados neste trabalho demaomstue a inducéo de calos é
influenciada pelo balan¢co hormonal entre auxingogiaina.

Para o experimento Il, na figura 2 observou-se gagytilizar somente
cinetina ou picloram, independente das suas cargées, ndo houve formacgao
de calos nos explantes, assim como 0s segmeningdddos sem a presenca de
nenhum dos dois reguladores de crescimento, dil@estatisticamente de todos
0s outros tratamentos. O maiores valores foram reddes no tratamento
contendo 2 mg t de cinetinae 0,5, 1 e 2 md de picloram, com média de 0,2
g para o peso da matéria fresca e 2 mgde cinetina e 0,5, e 2 mg'lde
picloram 0,02 g para o peso da matéria seca. Rodbsgrvar um incremento na
calogénese com o aumento da concentracdo de einetas em contra partida,

foi menor a formacao de calos quando a concentdeficloram foi elevada.
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Os resultados obtidos neste trabalho corroboram Damido Filho
(1995), pois esse autor afirma que dentre as esplrihosas, a maioria requer
altas concentracdes, acima de 1 rifg de reguladores de crescimento no meio
de cultura para induzir a formacao de calos emaepiantes.

Nicioli et al. (2010) observaram resultados sinafa@0 encontrarem
maiores valores de matéria fresca para calos iddsizi partir de segmentos
nodais submetidos & combinac&o de 0,5 ou 1 fngelpicloram com 0,1 mgL
de cinetina, mas também a 0,5 ou 2 riigilk picloram.

Os resultados neste trabalho mostraram que segsnafgofolhas
cotiledonares de barbatimdo precisaram da interdg&inetina e picloram para
que ocorresse a calogénese. Essa influéncia @oddiinteracdo entre cinetina e
picloram também foi verificada em experimentos érenmdo calogénese de
Rudgea jasminoides, onde a concentracdo de 0,48 mg para ambos 0s
fitorreguladores foi o necesséario para o aumentoodarréncia de calos
(STELLA; BRAGA, 2002). Kaur e Kothari (2004) tambédeastaram a influéncia
do picloram e cinetina na inducdo de calosRasgpalum scrobiculatum, e
observaram que a interacdo entre esses dois regegademonstraram maiores
pesos da matéria fresca dos calos.

As auxinas sdo responsaveis pelo inicio da divis@lalar e pelo
controle dos processos de crescimento e alongameetolar, sendo
indispensaveis para a formacdo de calos (TAlZ;, HRG 2009).Ja as
citocininas também s&o necessarias para a divisRdac das plantas com
resultados positivos na inducdo de calo (PASQUAIQ12, confirmando que a
calogénese observada neste experimento provavefwéfiavorecida pela acdo

conjunta desses fitorreguladores.
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3.2 Determinacéo de fendis totais

No experimento |, as analises demonstraram questamo calos
continham a presenca de fendis totais, independdateconcentragdo ou
combinacao dos reguladores de crescimento testhtiosres teores de fenois
totais foram encontrados em calos induzidos emsmiplementados com 1 mg
L™ de 2,4-D. Ao comparar os valores do teor de feodia o0 peso da matéria
seca dos calos, observou-se que os calos induzigagir das concentracdes de
1 e 2 mg [* tiveram baixos valores de matéria seca e altasragino teor de
fenois, em relacdo aos outros tratamentos (Figura 3
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Figura 3 Médias do peso da matéria seca e de féstdis de calos de barbatiméo
induzidos de folhas cotiledonares utilizando a doaffio de diferentes
concentragdes de 2,4-D e TDZ.

Este ensaio mostrou que os calos formados a pdé€irfolhas

cotiledonares utilizando no meio de cultura difégerconcentracdes de 2,4-D e
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TDZ, continham diferentes teores de fendis. Castral. (2009), ao induzir a
calogénese em segmentos foliares, utilizandoatifes concentra¢ées de 2,4-D,
observaram a presenca de fendis totais. Os autmrd®m observaram que o
aumento da concentracdo de 2,4-D resultou em rpe®so de matéria seca e
também ao aumento nos teores de fendis totaise Niedialho a interacdo de
2,4-D com TDZ proporcionaram maiores pesos de maas&ca dos calos, mas
teores menores de fendis. Isso mostra que o ragutdel crescimento TDZ
interferiu negativamente nos teores de fendisgpt@#@o demonstrando ser um
bom regulador de crescimento para esse fim nesézies

Para o experimento Il, a Figura 4 mostra que, fmtas os tratamentos
gue induziram calos, houve a presenca de fend@sstdDs maiores teores de
fenois foram encontrados nos calos induzidos enosmé cultura contendo 2
mg L™ de cinetina e 1 mgLde picloram.

Na comparacgéo entre os teores de fendis totaisocpeso da matéria
seca dos calos observaram-se que calos induzidosonaentracées de 0,5 e 1
mg L' de cinetina quando combinados com 0,5, 1 ou 2 hgld picloram
apresentaram um incremento nos teores de fendiss,tate acordo com o
aumento da concentracdo do picloram. Entretantepneentracéo de 2 mg'L
de cinetina combinado com 1 mg de picloram proporcionou maiores teores
de fendis totais em relacdo aos calos induzidos 2omg L' de cinetina
combinado com 0,5 ou 2 mgllde picloram. Verificou-se, também, que os calos
com peso de matéria seca similares ou menores gjuemais tratamentos,
apresentavam maiores incrementos de fendis totais.
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Figura 4 Médias do peso da matéria seca e de festais de calos de barbatiméo
induzidos de folhas cotiledonares utilizando a comffio de diferentes
concentracdes de cinetina e picloram.

Neste experimento observou-se que o picloram fpréscindivel para o
aumento nos teores de fendis quando combinadosaceoietina, em calos
induzidos de folhas cotiledonares de barbatimaciolliet al. (2010), ao induzir
calogénese a partir de segmentos nodais de ba#matimtilizando diferentes
concentracbes de cinetina e picloram isolados aubgwdos no meio de
cultura, verificaram que a concentracdo de 1 rilgde cinetina promoveu
maiores teores de fendis totais, em relacdo a capdd dos dois reguladores de
crescimento e do picloram isoladamente.

A combinagdo entre o peso da matéria seca dos eadoconcentragéo
de fendis totais, neste ensaio, corroboram combalino de Nicioli et al. (2010),
pois os autores também encontraram maiores coacéas de fendis totais em

calos com menores pesos.
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Os ensaios realizados neste trabalho, utilizanfdwedtes reguladores
de crescimento na inducgéo de calos de barbatimaaodotuito de aumentar as
concentracdes de fendis totais, ndo demonstrarsmfiagos satisfatérios, pois
um estudo com barbatimédo verificou as concentragéesompostos fendlicos
totais, e revelaram 13,96%, 11,47% e 2,35%, paeemastras de folha, casca, e
caule, respectivamente (MACEDO et al., 2007). Apelsao experimento ter
obtido baixa concentracdo de compostos fendlicasppbrtante frisar que o
meio de cultura pode ser otimizado para a prodwgéolarga escala deste
composto, uma vez que foi obtidovitro, e na forma convencional, é extraido a

partir da casca da plantavivo.

3.3 Curva de crescimento de calos

O crescimento dos calos seguiu uma curva do tgoatde, com cinco
fases distintas: lag, log, linear, desaceleragésiacionaria (Figura 5).
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Peso da matéria fresca de calos (g)

0,0 4 . . . . . . . . . .
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Figura 5 Curva de crescimento de calos formadoartir ple segmentos de folhas
cotiledonares de barbatiméo, inoculados em meiosi#ementado com
1,0 mg L* de 2,4-D durante 63 dias de cultivo.
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A fase lag, na qual as células se preparam pahdsaa ocorreu até o
21° dia ap6s a inoculagdo, apresentando 81% demego. A segunda fase, a
log, ou de crescimento exponencial estendeu-selfl@a@ 28° dia de cultivo,
com 41% de crescimento. A fase lag pode ser camsidecomo uma fase
produtora de energia e a fase exponencial comseabiassintética (SHIMIZU
et al., 1977). A fase linear, com 71% de crescimefoi observada entre o 28° e
0 42° dia de cultivo. Segundo Serra, Paiva e P@0A80), nesse periodo, a
divisdo celular diminui e as células crescem. Entré2° e o 49° dia ap0s a
inoculacdo ocorreu a fase de desaceleracéo, afaederid% de crescimento.
O inicio dessa fase € a ideal para a repicagencalos. As culturas devem ser
transferidas para um novo meio de cultura, emdértda reducéo de nutrientes,
secagem do agar e acumulo de substancias toxiBTHS 1992). Do 49° ao
63° dia de incubacao, caracterizou-se a fase dbil=icdo, onde ha um maior
ndmero de células com menor capacidade de divisao.

Nogueira et al. (2007), ao analisarem a curva é@scénento de calos de
explantes foliares de murici-pequeno induzidos egionMS suplementado,
também, com 1 mg'Lde 2,4-D, verificaram que o crescimento dos csémgliu
curva do tipo sigmoidal, assim como neste trabalias os autores sugeriram
gue o periodo para a repicagem do material devenser o 60° e o 80° dia apés
a inoculagdo. E neste trabalho, o periodo de desac&o do crescimento dos
calos de barbatim&o ocorreu entre 42° e o 49%dis @ inoculacdo, sendo este o
melhor momento para a repicagem do material.

O comportamento sigmoidal na curva de crescimatgocalos de
ingazeiro também foi verificado por Stein et al0X@), quando segmentos
foliares foram inoculados em meio de cultura cofl2, P6de-se constatar que

a fase estacionaria iniciou-se a partir do 70°.
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3.4 Criopreservacao de calos

Os calos criopreservados nédo apresentaram cregoireensuas areas
apos 60 dias de cultivo, nos experimentos |, I),IW e V de criopreservacéo
executados neste trabalho (Figura 6). Pode-seva@vsgue o tamanho dos calos
criopreservados em relacdo a calos que ndo passaeds processos de
criopreservacdo ndo cresceram. Todos o0s explantegiveram o mesmo

tamanho (0,5 cm aproximadamente) que os explamteais.

Figura 6 Aspecto visual dos calos de barbatimdmnstidos a criopreservagéo.
Calos formados sem o processo de criopreservacdp dqalos
criopreservados no experimento | (B), Il (C), M)( IV (E) e lll (F).

Determinou-se neste trabalho que os calos de badmat ndo
suportaram os tratamentos de crioprotecdo ao quamnfsubmetidos, e/ou ao
armazenamento em nitrogénio liquido.
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Sendo considerada uma fase critica, 0 insucessoriopreservacao
causada por danos nos tecidos possivelmente ptaterescionado a fase de
desidratacdo, ou seja, antes mesmo da exposicaexgamtes ao nitrogénio
liquido.

O manitol remove o excesso de agua intracelulanm@o do gradiente
osmotico fazendo com que o crescimento da cultomara mais lentamente
(DUMET et al., 1993). Esse fato pode explicar dtefaltamente estressante do
manitol sobre as culturas. O manitol apresenta deitoe retardante no
crescimento e desenvolvimento de um grande nuneespécies e é utilizado
com bastante frequéncia na conservapadtro. Normalmente, este carboidrato
€ adicionado ao meio para reducdo do seu potehdiaico, impedindo a
absorcéo de sais e nutrientes do meio (LEDO; CU NARAGAO, 2007).

Os crioprotetores (DMSO, etileno glicol, glicerahte outros) séo
compostos quimicos utilizados para protecdo do rimhtbiolégico, porém
podem ser responsaveis pela baixa viabilidade @ntara de regeneracdo apds
periodo de armazenamento (VERLEYSEN et al., 2004).

Os crioprotetores podem ser toxicos ou podem cassa@sse osmaotico,
levando & morte as células ou modificando sua stspmorfogenética em
cultura (SAKAI, 1995; SANTOS, 2001). Matsumoto &t(2004) avaliaram os
efeitos de crioprotetores na criopreservacdo descambriogénicos de
Dimocarpus longan e constataram que a mistura de 5% de glicerol +d&%
DMSO proporcionou a maior quantidade de matérschalos calos, enquanto a
solucdo de vitrificacdo PVS2 foi toxica para omsalessa espécie.

A conservacdo de germoplasma pelo congelamento émards
caracteristicas do material e suas altera¢cdes sfores do que qualquer outro
método convencional. Mesmo assim, nem sempre éivpbsmanter uma
integridade celular, pois a agua congelada tem amportamento peculiar:
expande-se ao cristalizar e, ao fundir-se, tem ralémcia de recristalizar
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formando longos e protundentes cristais de geloRISBIRO; CAL-VIDAL,
2000). Esses cristais geram uma série de danosnhibesa bioguimicos e
osmoticos aos tecidos (CARVALHO, 2007).

Mesmo assim, a criopreservacdo baseada na téanigtrificacdo ja se
mostrou eficiente para calos embriogénicos de afites espécies (CHENSHU
et al., 2003; MATSUMOTO et al., 2004; SUDARMONOWAT001).
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4 CONCLUSOES

Conclui-se que a combinacao de diferentes conggreisade auxinas e
citoninas estudadas promovem a formacédo de cald®leas cotiledonares de
barbatimdo. Que as maiores concentracdes de ferais séo encontrados em
calos formados apenas com a utilizacdo de 1 ™nge_2,4-D ou a combinagéo
de 2 mg [* de cinetina e 1 mgtde picloram no meio de cultura.

A repicagem dos calos induzidos com 1 myde 2,4-D devem ser
realizados no 49° dia de cultivo.

Os calos de barbatimdo ndo sobreviveram aos diéetestes de
vitrificacdo e armazenamento em nitrogénio liquido.
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RESUMO

O barbatimdo é uma planta medicinal do Cerradoilbiras A espécie possui
diferentes efeitos medicinais, em virtude da atiacentracdo de taninos em
diferentes partes da planta. A criopreservacédo éatndo bastante utilizado na
conservacdo de propagulos vegetativos de intenessicinal e comercial.
Objetivou-se neste trabalho testar a metodologidddaplet-vitrification” na
criopreservacao de apices caulinares de barbatiRdtam realizados testes
de cultivo de &pice, utilizando as concentracbe,d&25, 1 e 2 mg'Lde
BAP por 30 dias e teste de regeneracao desses &piteas concentracdes de
0, 0,05, 0,25 e 1,25 mg'Lde GA por 90 dias em meio MS. Para a
criopreservacdo foram realizados testes de apioessos por diferentes
periodos de tempo (15, 30, 45 e 60 minutos) em PW8fes do
armazenamento em nitrogénio liquido. Realizaramtambém, testes de
cultivo dos apices apds a criopreservacao, utiiaadiferentes meios de
cultura (MS, WPM e WPWN,) e diferentes concentracdes de BAP (0,25 e 2
mg L") e GA; (0, 0,05 0,25 e 1,25 mg™). Para o cultivo de &pices
caulinares, nado foi verificada diferenca estatisfpara a sobrevivéncia dos
apices. A presenca de calos foi observada em msldsatamentos contendo
BAP. Os maiores comprimentos das brotacfes foraengsmapices cultivados
com 0,25 mg L. No teste de regeneracido n&o houve diferencdisaiivia
para a variavel comprimento das brotac6es e nudeefolhas e gemas. Para
o teste de toxicidade ao PVS2, o periodo de 60tasrfoi 0 mais prejudicial
para os apices. Para os testes de criopreservagguaks caulinares, aqueles
expostos por 15 e 30 minutos ao PVS2 apresentagiorgs porcentagens de
sobrevivéncia. A presenca de calos foi maior nésegdmao criopreservados
que ficaram em PVS2 por 45 e 60 minutos. O testeandiferentes meios de
culturas ndo mostrou diferenca nos resultadosaarasenca de calos. O uso
de diferentes concentracdes de;Gén combinacdo com 2 mg'lde BAP
proporcionou maiores comprimentos das brotacSesetando a combinacgéo
do GA; com 0,25 mg L' de BAP. Conclui-se que o método de “droplet-
vitrification” pode ser utilizado para a criopresagdo de apices caulinares de
barbatimdo, mas novos trabalhos devem ser reatizagia a otimizagdo do
protocolo.

Palavras-chave “Droplet-vitrification”; PVS2; BAP; GA
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ABSTRACT

Barbatimao tree is a medicinal plant from the BraziCerrado. The species
presents different medicinal effects due to a highcentration of tannins in
different parts of the plant. Cryopreservation isvidely used method in the
conservation of vegetative tissues of medicinal emtimercial interest plants.
The aim of this study was to test the methodolofjydeoplet-vitrification™" in
barbatiméo tree shoot tips’ cryopreservation. Atgool was tested for the
growth of shoot tips was performed using diffel8Atconcentrations (0, 0.25, 1
and 2 mg 1) for 30 days, and the regeneration of shoot tgisgudifferent GA
concentrations (0, 0.05, 0.25 and 1.0, 2.5 iy for 90 days on MS medium.
For the cryopreservation, the shoot tips were inseefor different periods of
time (15, 30, 45 and 60 minutes) in PVS2 beforeag® in liquid nitrogen.
Different culture media (MS, WPM and WRM and different BA (0.25 and 2.0
mg L) and GA (0, 0.05, 0.25 and 1.25 mg‘)Lconcentrations were tested to
optimize shoot tips regrowth after cryopreservatida statistical difference was
observed for the survival of shoot tips. The presesf calluses was observed in
all treatments with BA. The largest shoot lengtts weached using 0.25 mg'L
of BA. No significant difference was observed rajag shoot length and
number of leaves and buds in the shoot tips regtaartest. A toxicity effect
was observed after shoot tips being exposed to H@ISB0 minutes. Among
cryopreserved shoot tips, those exposed to PVS2l1forand 30 minutes
presented higher survival percentages. The preseicalluses was higher in
shoot tips which were not cryopreserved but expdse®VS2 for 45 to 60
minutes. The use of different Géoncentrations in combination with 2 mg1 L
of BA provided larger shoot length compared to &%; combined with 0.25
mg L* of BA. We conclude that the "droplet-vitrificatiomethod may be used
for barbatimdo tree shoot tips cryopreservation, forther work should be
undertaken to optimize this protocol.

Keywords: "Droplet-vitrification"; PVS2; BA, GA.
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1 INTRODUCAO

A criopreservacdo, que € a conservacdo de mateidddgico em
nitrogénio liquido (NL) a -196°C, é a Unica técriigponivel atualmente segura
e de baixo custo para a conservacdo em longo pi@zoecursos geneticos de
propagacao vegetativa de espécies vegetais. A tatape ultrabaixa do NL faz
com que as reacdes metabdlicas sejam reduzidasScanasnte, permitindo
assim tempos de armazenamento teoricamente ilinsitd@ENGELMANN,
2004).

A técnica de “droplet-vitrification”, inicialmentalesenvolvido para
apices caulinares de banana (PANIS; PIETTE; SWENNHI5), consiste em
acomodar os explantes em pequenas gotas de solegatificacdo sobre tiras
de papel aluminio, que sao imersos rapidamenteiteogénio liquido. O uso de
tiras de papel aluminio, um bom condutor do calow eontato direto das
goticulas contendo os explantes com o nitrogégiodd, durante o resfriamento
ou com a solucdo de descarregamento, durante oewatento, permite altas
taxas de troca de temperatura (LEUNUFNA; KELLERQ20 Altas taxas de
resfriamento, cerca de 130°C fiTOWILL; BONNART, 2003), facilitam a
vitrificag&o intracelular enquanto o reaquecimendjoido reduz a possibilidade
de recristalizagdo do gelo intracelular, conduziadsim a maior recuperacao e
sobrevivéncia (KIM et al., 2006; PANIS; PIETTE; SWHEN, 2005).

O material criopreservado é protegido de estresigdisos e abidticos
que podem afetar coletas de campo e causar séinss.dAlém disso, o
armazenamento em nitrogénio liquido exige manuterighitada e espaco
reduzido. Comparado a conservagdeitro tradicional (cultura de crescimento
normal ou lenta), a criopreservacao suprime o rilc@corréncia de variagcfes

somaclonais e de contaminagdo durante as tranci@s§ASHMORE, 1997).
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Como outras técnicas baseadas em vitrificacaoraplet-vitrification”
requer solucdo de vitrificagdo para a desidrataghip explante. Os
crioprotectores penetrantes e ndo penetrantesiosnia solucdo de vitrificacédo
reduzem o teor de agua congelavel na celula, peduita vitrificacdo das
células durante o resfriamento, por meio da protedél estruturas celulares
durante a criopreservacdo. As soluctes de vitcficaapesar de sua acao Util
durante a criopreservacao, sao altamente toxicastalorma, a composi¢do da
solucdo e a duracdo do tratamento devem ser cuidammte selecionadas
dependendo do material vegetal (KIM et al., 2009).

A espécid Sryphnodendron adstringens (Mart.) Coville] € uma planta
medicinal do Cerrado, pertencente a familia Falesadaembém conhecida como
barbatiméo. Possui elevados teores de compostafenddicos na casca,
especialmente taninos, em concentra¢des que vagal0% a 30% (LIMA,
MARTINS; SOUZA JUNIOR, 1998).

Os estudos farmacolégicos com o barbatimdo denasasirque este
possui propriedades antiinflamatoriasMA; MARTINS; SOUZA JUNIOR,
1998 além de proteger as mucosas gastricas (AUDI. e1299). Ha também
relatos de que extratos do barbatiméozeiro pos®feito antimicrobianos
(ISHIDA et al.,, 2006), antiviral (FELIPE et al., @), cicatrizante,
antioxidante (LOPES et al., 2005), antiprotozo@H@LETZ et al., 2005).

O presente trabalho foi realizado com o objetivo tdstar a
metodologia de “droplet-vitrification” na criopresacdo de apices caulinares
de barbatimé&o.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Os frutos des adstringen foram colhidos maduros, ainda fechados, de
plantas de populagBes naturais localizadas na eidadljaci, regido Sul do
Estado de Minas Gerais, Brasil. Posteriormenteeasestes foram extraidas
manualmente dos frutos e aquelas que apresentagamintegridade fisica
foram selecionadas. Em seguida, as sementes foaasidridas para frascos de
vidro e armazenadas em geladeira, a 4 °C, pora30 di

Antes da inoculagdo, as sementes sofreram esagéficacida, ficando
imersas por 60 minutos em acido sulfarico, 95 %uikas de lavagem em agua
corrente (MARTINS; NAKAGAWA, 2008). Depois, em céarmade fluxo
laminar, as sementes foram imersas em alcool@illlc% (v/v) por um minuto
e, em seguida, em solucdo de hipoclorito de sodi Ror cinco minutos e
lavadas em agua destilada autoclavada por trés.vApés a desinfestacdo, as
sementes foram inoculadas em meio MS (MURASHIGEOSKs, 1962)
acrescidos com 10 g'Lde sacarose e 7 g'lde agar. Apds a inoculacéo, as
sementes foram mantidas em sala de crescimeniaadidncia de fétons de 36
umol m? s*, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25G: 2 °

Segmentos nodais de aproximadamente 2 cm foramladas em meio
MS acrescidos com 30 g'lde sacarose e 7 ¢'lde agar. Apos a inoculacéo, os
segmentos nodais foram mantidos em sala de credcinseb irradiancia de
fotons de 3Gimol m? s', fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25@&.2 °
Apo6s 30 dias de cultivo, os 4pices caulinares obtidas brotacdes foram

utilizados como fonte de explantes.
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2.2 Cultivoin vitro de apice caulinar

Os apices caulinares (0,5 — 1,0 mm) foram isoladws o auxilio de
bisturi e lupa estereoscoOpica, sendo deixados mbare trés ou quatro
primérdios foliares recobrindo o meristema apic@ls explantes foram
inoculados em meio de cultura MS suplementado cdm B! de sacarose, 7 g
L de agar e diferentes concentracdes de benzilaorinap(BAP) (0,0; 0,25;
0,5; 1,0; 2,0 mg E). Apés a inoculacéo, estes foram mantidos sobotéshde
fotoperiodo em sala de crescimento. Foram utiligadez explantes por
tratamentos, sendo cada tratamento disposto enplava de petri descartavel.
Apos 30 dias avaliou-se a sobrevivéncia dos amaabnares, utilizando como
critério seu aspecto verde, formacdo de calos rse lob explante e o

comprimento das brotacdes.

2.3 Regeneracao dos apices caulinares

Apices caulinares foram cultivados em meio MS sugletado com
0,25 mg L' de BAP. Ap6s 30 dias os apices foram transferjmoa tubos de
ensaio contendo meio MS suplementados com as doacées de 0, 0,05, 0,25
e 1,25 mg [* de GA. Apds 90 dias avaliaram-se a regenerac&o, compitnee

namero de folhas e gemas das brotaces.

2.4 Tratamento com PVS2 e criopreservagao

Apices caulinares foram isolados e, utilizando sme procedimento

descrito na metodologia acima, foram inoculados ragio de cultura MS
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suplementados com 0,3 M de sacarose e 7 gld&gar, por 24 horas. Este
processo foi denominado como pré-cultivo. Paraccgsso de criopreservacgao,
os apices caulinares foram imersos na solucao d&2RYlant Vitrification
Solution 2) a 0°C nos tempos de 15, 30, 45 e 60itwsn Metade dos apices foi
armazenado por 1 hora em nitrogénio liquido e eaauetade ndo passou pelo
processo de criopreservacao (controle). Apos esdedw, os explantes foram
descongelados em uma solucdo a 25°C contendo M2 ® Ide sacarose,
ficando imersos por 15 minutos e, entéo, inoculamomeio de pds-cultivo por
2h horas, também contendo os sais do MS, 0,3Maease e 7 g Lde agar.
Os explantes foram transferidos para o meio MSecwiut 0,25 mg E de BAP
por 15 dias e depois para o meio MS na ausénciagidador de crescimento
por mais 15 dias, em sala de crescimento sob B hiar fotoperiodo.

Foram utilizados sete explantes por tratamentajcseada tratamento
disposto em uma placa de petri. Apds 30 dias aealisse a sobrevivéncia dos

apices caulinares e formacéo de calos na basepthmex

2.5 Teste com diferentes meios de cultura

A criopreservacdo usando os 4pices caulinares ¥ecutada como
descrito acima, entretanto variaram-se os meialiera MS, WPM e WPW,
suplementado com 0,25 mg'lde BAP para o estabelecimeritovitro dos
apices ap0s o armazenamento em NL.

Foram utilizados dez explantes por tratamento, ceadla tratamento
disposto em uma placa de petri. Ap6s 30 dias awafizse a sobrevivéncia dos
apices caulinares e formacao de calos na basepthnex



75

2.6 Teste com GA

A criopreservacdo usando os 4pices caulinares ¥ecutada como
descrito acima, entretanto utilizaram-se as congedes de 0, 0,05, 0,25 e 1,25
mg L* de GA no meio de cultura MS suplementado com 0,25 thgu. 2 mg
L de BAP para o estabelecimentoitro dos &pices apds 0 armazenamento em
nitrogénio liquido. Foram utilizados dez explanpes tratamento, sendo cada
tratamento disposto em uma placa de petri. ApGsdia8@ avaliaram-se a
sobrevivéncia dos apices caulinares e formacéaalds oa base do explante. Os
apices foram, entdo, transferidos para tubos deaiensom meio MS
suplementado com 0,25 e 2 mg dle BAP e as diferentes concentragbes dg GA
mencionadas acima. Apos 150 dias avaliaram-se eneeggcdo dos apices, o
comprimento, o numero de folhas e gemas das begadéoram utilizados
apenas 0s apices gue sobreviveram ao experimetaigoare os resultados nao
foram submetidos a andlise estatistica, sendoayieeia apenas a média geral

de cada tratamento.

2.7 Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos ao software SISVAR (FHRR, 2011),
para a realizagdo das andlises de variancia. Asamétam comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Cultivoin vitro de apice caulinar

As avaliacbes realizadas com os &pices caulinaodttvatlos em
diferentes concentracdes de BAP mostraram que @ssdado apresentaram
diferenca estatistica para a sobrevivéncia dosaetqd, apresentando valores
médios de 94% (Figura 1A). Em todos os meios cooneaenca de BAP foi
observada a formacédo de calos. Na concentracdo g 2" de BAP foi
observado 100% de formacédo de calos na base dieseg(Figura 1B). Houve
diferenca estatistica para o comprimento das letacobservando maiores
valores para o0s apices cultivados com 0,25 mgié BAP com média de 6,9
mm (Figura 1C; 2).
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Figura 1 Valores médios de sobrevivéncia (A), preaede calos (B) e comprimento das
brotacbes (C) em apices caulinares cultivadas vitro com diferentes
concentracdes de BAP.
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Figura 2 Apices cultivados por 30 dias em meio MSanséncia de BAP (A, C), e
na presenca de 0,25 mg e BAP (B,D,E).

Assim como neste trabalho, a eficiéncia no uso A® Bo cultivoin
vitro de apices caulinares também foi relatado por Stval., (2010) que, ao
estudar o cultivan vitro de apices caulinares de sumau@alfa pentandra),
observou efeito positivo no uso do BAP, verificamdongamento em 60% dos
apices cultivados com 2,2 mg de BAP. Ha relatos de que o BAP exerce efeito
positivo estimulando a proliferacdo de brotos, n@ambém exerce efeito
negativo inibindo o seu alongamento (BRASSARD gt1&96; FIGUEIREDO;
ALBARELLO; VIANA, 2001).
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3.2 Regeneracao dos apices caulinares

A regeneragdo dos apices caulinares -cultivados efarentes
concentragbes de GAapresentou diferenca estatistica entre a aus@naa
presenca deste regulador, onde as maiores poreestag regeneracdo foram
obtidas na presenca desta (Figura 3).

100 - a a
< 80 a
o
i)
g 607
5 b
S 40
(@]
(0]
x 20

O,

0 0,05 0,25 1,25
GAs (mg LY

Figura 3 Valores médios da regeneracdo dos apmdmares cultivados erim vitro
com 0,25 mg [! de BAP e diferentes concentragbes de.GA

As variaveis comprimento das brotacdes e numerflties e gemas
ndo apresentaram diferenca estatistica e obtiveradias de 13,1 mm, 2,46 e

2,4, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4 Apices cultivados em meio MS contendo @i@pL-1 de BAP combinado
com GA; (A,B)

Assim como neste experimento, o emprego dg &Acultura de apices
caulinares mostrou efeito benéfico no crescimeatted explantes. Torres et al.,
(1996) verificaram que a adicdo combinada de cine# GA propiciou o
crescimento de 50-70% dos explantes, contrastammdas 75-90% obtidos com
0 uso apenas de GAA formulagdo contendo 5,8 pM de @propiciou o
desenvolvimento mais rapido dos explantes, formaidotas com até 40 mm
de altura, em 50 dias de cultura. Zamora & GrudA93) relataram que a
utilizacdo de citocinina combinado com &GAo0 meio MS propiciou a
regeneracgdo de 89 a 96% dos meristemas inoculagossdie 8 - 9 semanas de

cultivo.

3.3 Tratamento com PVS2 e criopreservacao

Os meristemas apresentaram diferentes niveis dBdade em relacédo
ao tempo de exposicao dos apices caulinares no.RYg&riodo de 60 minutos
dos apices no PVS2 foi o mais prejudicial, e difestatisticamente dos demais
tratamentos, apresentando menor porcentagem devad@brcia dos apices,
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inclusive no tratamento controle. Os apices quanformersos no nitrogénio
liguido apresentaram maiores porcentagens de sSobneia quando os
explantes ficaram na presenca de PVS2 por 15 onird@tos. A relacdo entre o
tempo de exposicdo ao crioprotetor e o armazenanmnindo dos apices no
nitrogénio liquido mostrou diferenca estatisticeapas tempos de exposicao de
30 e 45 minutos no PVS2, onde os apices criopradesvtiveram uma queda na
porcentagem de sobrevivéncia em relacdo aos apiges criopreservados
(Figura 5A).

A presenca de calos predominou em todos os tratamapds o cultivo
em meio MS suplementado com 0,25 mi§ LEntre os &pices que passaram
apenas pelo teste de toxicidade ao crioprotet@erghram-se maiores médias
nos 4pices imersos em PVS2 por 45 e 60 minutosre Eos 4pices
criopreservados ndo se verificou diferenca edtdistntre os tratamentos,
observando média de 33% de presenc¢a de calos padbasexplantes. Ao
comparar a presenca de calos entre 0s apices Bnersmao imersos em
nitrogénio liquido e os diferentes tempos dos etpk no crioprotetor,
observou-se diferenca estatistica para os tempes de 60 minutos, onde os
apices nado criopreservados apresentaram maioresnpagens de formacédo de

calos na base (Figura 5B, 6).
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Figura 5 Valores médios de sobrevivéncia dos apié¢se presenca de calos nos 4pices (B)
armazenados em nitrogénio liquido (NL) ou ndo aenados em nitrogénio liquido
(controle) cultivados em meio MS suplementado cq60ng L* de BAP. Letras
mailsculas sdo comparagfes entre os tempos de @¥S2etras minusculas entre os
controles e os criopreservados.
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Figura 6 Apice caulinar apds a exciséo (A), apicetm(B) e vivo com calo na base
(C) apbés a criopreservacao cultivados por 30 dias meio MS
suplementado com 0,25 m¢ de BAP

A desidratacdo com elevada concentracdo de solwgiigsotetoras é
um dos passos mais criticos no desenvolvimentoraeqgolos de vitrificacdo
visando a criopreservacdo. Por isso, € de extranmortancia observar a
tolerancia dos explantes a desidratacdo por soldedwitrificacdo (SAKAI;
ENGELMANN, 2007). A aplicagdo de solugBes de \itetdo € geralmente
especifica para cada espécie, e a duracdo do ¢riardeve ser determinada
com muita preciséo, a fim de encontrar um equdibdrreto entre a toxicidade e
a desidratacdo adequada, a fim de reduzir a plidads de formacao de cristais
de gelo em tecidos criopreservados (PANIS; PIETSWENNEN, 2005).

O método de “droplet-vitrification” utilizado nesgéstudo, baseou-se no
protocolo desenvolvido com meristemas de banan&l(®4t al., 2005). Panis
et al., (2005) encontraram um aumento de regerei@d€a2% para 0s apices
caulinares de banana de quatro grupos gendmiagzeservados por “droplet-
vitrification” em comparacdo ao método de vitrifia tradicional

anteriormente utilizado.
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Um tratamento de osmoprotecdo eficaz parece senaak para a
melhoria do crescimento pés-descongelamento. Cirai@dnento com altas
concentracdes de sacarose € muito eficaz na indutgdlerancia a desidratacéo
(SAKAI; HIRAI; NIINO, 2008). Além disso, eles ap@ram que esse pré-
tratamento deve ser adequado para espécies delgue sdo altamente
sensiveis a solucdo de PVS.

No presente estudo, os apices passaram pelo petéodm dia de pré-
cultivo em meio de cultura com 0,3 M de sacaros@récultivo também em
meio MS, com concentracdes elevadas de sacaroséidaz para a indugéo de
osmotolerancia ao PVS2 (NIINO et al., 2007). O quiivo de apices caulinares
de morango em 0,3 M de sacarose e 2 M de glic&fbNQ et al., 2003)
durante um ou dois dias foi eficaz ha promocaondelto nivel de regeneracgéo.

O pré-tratamento de um dia em meio de cultura séfido com 0,3 M
de sacarose empregado por Matsumoto et al. (1398) g criopreservacao de
Limonium serotinum, levou o aumento na recuperacdo dos apices dech8¥

os controles ndo-tratados para 76% entre os qaberm o pré-tratamento.

3.4 Teste com diferentes meios de cultura

O cultivo de apices caulinares criopreservados iéenedtes meios de
cultura suplementados com 0,25 m§ de BAP apresentou comportamento da
sobrevivéncia dos explantes igual ao primeiro tedée criopreservacao,
apresentando maiores porcentagens para os appest@xao PVS2 por 15 e 30
minutos antes da imersdo em nitrogénio liquido.ré3siltados ndo diferiram
estatisticamente para a variavel sobrevivénciaa#meios de cultura testados
(Figura 6A). A tentativa de diminuir a formacéoa#os na base dos explantes

utilizando diferentes meios de cultura ndo demounstesposta positiva, pois
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houve a presenca de calos em todos 0os meios testadeus resultados néo
diferiram estatisticamente (Figura 6B).
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Figura 6 Valores médios de sobrevivéncia dos apisg¢s presenca de calos nos
apices (B) submetidos a diferentes tempos de exdmsio PVS2 e ao
cultivo em meio de cultura MS, WPM ou WRMapos a criopreservacgao.

Thinh, Takagi e Yashima (1999), trabalhando corardiftes acessos de
banana, observaram presenca de calos com o crestime pequenas areas
isoladas de tecidos primordiais. Esses calos n&egemeraram em brotos. Panis
et al., 2005 notaram que, em experimentos de “drajitrification” com apices
de banana, a quantidade de calos foi muito elevadgerindo os autores que
provavelmente a calogénese seja em razéo da taaeib PVS2.

Wang et al. (2000) observaram que a cultura deeamontendo
diferentes concentracbes de BAP, né&o influenciagnifitativamente na
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sobrevivéncia de explantes de videira criopres@sagmbora as maiores
concentragbes de BAP promoveram a formagdo de oalagprimiu o

alongamento dos apices caulinares.

3.5 Teste com GA

O cultivo de apices caulinares criopreservados stilos a diferentes
combinacdes de diferentes concentracdes de BAPsenGAeio de cultura MS
ndo apresentou significancia estatistica para asltaglos das variaveis
sobrevivéncia e retomada do crescimento dos ambésndo médias de 56% e
41%, respectivamente. Os resultados de comprintagdrotacdes mostraram
que na presenca de GAs tratamentos com 2 mg'lde BAP foram mais
eficientes do que 0,25 mg'lde BAP. N&o foi observada diferenca estatistica
dentro da combinacéo de 0,25 mgde BAP com diferentes concentracdes de
GA; (Figura 7,8).
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Figura 7 Valores médios do comprimento das brotcde apices caulinares
criopreservados cultivados em meio MS suplementadoa combinagéo de
diferentes concentracdes de BAP e;Gletras mailsculas sdo comparagdes
entre dos tempos de PVS2 e as letras minUsculas estcontroles e os
criopreservados.
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Figura 8 Apices caulinares cultivados em meio MBlesuentado com 0,25 mg’Lde
BAP e combinado com as concentragdes de 0; 0,25;601,25 mg I de GA
(A,C,E,G) suplementado com 2 mg'Lde BAP e combinado com as
concentracdes de 0; 0,05; 0,25 e 1,25 mglé GA (B,D,F,H).
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Entre os apices que foram transferidos para aeedifes concentracdes
de GA verificaram-se os seguintes resultados: obteveisgeneracdo de um
apice caulinar para o tratamento com 0,05 mglé GA, sua brotacédo medindo
4,4 cm de altura, com 7 folhas e 8 gemas latePaisa o tratamento com 0,25
mg L* de GA, observou-se a regeneracéo de dois apices, caresahédios
de: 58 cm de comprimento das brotacdes, 5,5 f@l&5 gemas. No tratamento
com 1,25 mg [t de GA verificou-se a regeneracdo de um apice, com 48em
comprimento da brotacao, 5 folhas e 8 gemas.

O acido giberélico em baixas concentracdes podetosgar um
ingrediente indispensavel nos meios de culturagnidgndo da espécie vegetal
em estudo. O GApode favorecer o crescimento e desenvolvimentteados
meristematicos previamente formados. Uma baixa exdracdo de GA é
geralmente adicionada aos meios de cultura destnagd desenvolvimento
meristematico (GEORGE et al., 2008).

4 CONCLUSOES
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Conclui-se que o0 uso de BAP combinado coms,GWas concentracBes
estudadas sdo essenciais para o cultiveitro de apice caulinar, e que a
utilizacdo da metodologia de “droplet-vitrificatiodemonstrou-se viavel para a
criopreservacdo e recomenda-se o periodo de 15mairBQos de imerséo dos
apices caulinares no crioprotetor PVS2 antes d@azagmamento em nitrogénio

liquido.
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CAPITULO 4

Determinacéo do teor de agua para a criopreservacate sementes de
barbatiméo

RESUMO

O [Sryphnodendron adstringens (Mart.) Coville] € uma espécie tipica do
Cerrado brasileiro, com grande potencial econbmpara a inddstria
farmacéutica, para o curtimento de couro e, reg@Tiee, como adesivo para
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compensados de madeira. A criopreservacdo de sesnenima alternativa para
a preservacdo de recursos genéticos vegetais mgénito liquido. Objetivou-se
neste trabalho criopreservar sementes de bartmtio@ diferentes teores de
agua. Sementes com 6, 9 ou 12% de teor de agusladas em meio de cultura
(controle) préprio para a germinacdo desta espéciearmazenadas em
nitrogénio liquido por 24 horas antes do descongeidio e inoculacdo em meio
de germinacao. Apo6s 50 dias de cultivo, folhasléetplas criopreservadas com
os diferentes teores de 4gua e folhas de plané@lasriopreservada (controle)
foram coletadas e analisadas em citometria de faxo o objetivo de detectar
se houve alteragdo na quantidade de DNA entre abamentos. Em outro
ensaio, as sementes com seus diferentes teorepiddaiam armazenadas em
nitrogénio liquido por diferentes periodos de ten(pd, 60 e 90 dias). Os
resultados mostraram que a germinacgéo nao foidafgtela diferenca nos teores
de agua das sementes criopreservadas e ndo ceivaidss. As sementes que
continham 6 e 9% de teor de 4gua apresentaramegaiigores em relacdo as
sementes com 12%. Com a analise de citometriaude fbode ser verificado
que a quantidade de DNA das plantulas provenierdes sementes
criopreservadas nédo diferiu do controle. Concluieaee as sementes de
barbatimédo com teores de 4gua de 6 ou 9% sao ile@sa o armazenamento
em nitrogénio liquido.

Palavras-chave Teor de agua, germinacadgor, citometria de fluxo.

ABSTRACT

The [Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville], is a typical species of the
Brazilian Cerrado, with great economic potentiat fine pharmaceutical
industry, for tanning leather and recently, as dheaive for plywood. Seed
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cryopreservation is an alternative for preservitampgenetic resources in liquid
nitrogen. The aim of this study was to cryopresepagbatimdo seeds with
different moisture contents. Seeds with 6, 9 or 1@#ter content were

inoculated in a culture medium (control) suitabte the germination of this

species, or stored in liquid nitrogen for 24 hdoefore thawing and inoculation
in germination medium. After 50 days of cultureavdes of cryopreserved
seedlings with different water contents and leafeseedlings not cryopreserved
(control) were collected and analyzed by flow cy&dm in order to detect

changes in the amount of DNA between treatmentanisther test, the seeds
with different water contents were stored in liquitrogen for different time

periods (30, 60 and 90 days). The results showadtiie germination was not
affected by the difference in moisture contentboth cryopreserved and non-
cryopreserved seeds. The seeds with 6 and 9% waigent showed greater
vigor. The flow cytometry analysis verified thaetbNA amount of seedlings
from cryopreserved seeds did not differ from cdnt\/e conclude that

barbatiméo seeds with water contents of 6 or 9%dma& for storage in liquid

nitrogen.

Keywords: Water content, germination, vigor, flow cytometry

1 INTRODUCAO

O [Sryphnodendron adstringens (Mart.) Coville], pertencente a familia

Fabaceae, é uma espécie tipica do Cerrado brasitein grande distribuicao e
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importancia econémica, sendo empregado na medicpalar principalmente
em funcdo de suas propriedades adstringentesaizantes e como agente
antiinflamatorio (LIMA; MARTINS; SOUZA JUNIOR, 1998 Essas atividades
estdo diretamente associadas aos elevados teordanides (20 a 30%)
encontrados no suber. Segundo Almeida et al. (1$0®yoducédo nacional de
casca de S adsringen vem decrescendo em virtude da exploracdo
indiscriminada pelas induUstrias de curtimento dargo Estudos recentes
mostram a importancia da espécie na utilizacdo cadevisos, a base de sua
grande quantidade de taninos, para colagem de cmages de madeira
(ALMEIDA et al., 2010; GOULART et al., 2012). Q adstringen é dispersado
na natureza por meio de sementes cuja producacecdorante poucos meses
do ano e o estabelecimento das mudas é prejudprdcondicbes ambientais
desfavoraveis e pelo ataque de patégenos e harbifftRANCA et al., 1995).

O extrativismo desordenado da casca, que ocori@ @ independente
do porte da planta, é exercido pela populacdo,l@stimulado por industrias
farmacéuticas e, aos poucos, vem provocando o asgoto deste recurso
genético. Assim, é uma espécie que necessita ddrizs para a sua
conservacdo como 0 desenvolvimento de técnicas aleejon sustentado e
programas de domesticacdo e recomposicdo de matassn (BORGES
FILHO; FELFILI, 2003).

A conservacdo de uma espécie pode ser feita par deebancos de
sementes que constituem um método de conservacdecdesos genéticos
vegetaisex situ amplamente empregado. Em geral, o armazenamemtwitkes
espécies se faz em temperaturas e umidades baictesdw, desta forma, serem
preservados por décadas e, mais tarde, germinadas, prejuizo de sua
viabilidade (VASQUES-YANES; OROZCO-SEGOVIA, 1993Entretanto,
recentemente, pesquisas a respeito da crioprederds;sementes de espécies
de interesse econbmico sdo cada vez mais evidehtga, vista que a
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criopreservacdo tem por fungcdo a preservacdo dasss genéticos dessas
espécies para sele¢do, melhoramento genético éenaéa de estoques para o
futuro. O desenvolvimento de protocolos de criogmesgdo tem permitido que
sementes de diversas espécies possam ser armazanadausto relativamente
baixo, em um ambiente que possibilite a preservalgiintegridade fisica e
biolégica do produto agricola (ENGELMANN, 2004; TOHELL; DIXON,
1994).

A criopreservacdo €é uma técnica muito promissoraa pa
armazenamento de resursos genéticos de plantdengms periodos (PANIS;
PIETTE; SWENNEN, 2005; SAKAI; ENGELMANN, 2007; SKMEP et al.,
2008). A técnica de criopreservacdo consiste erserwar 0 material biolégico
a temperaturas ultrabaixas em nitrogénio liquidd,98°C. Nesta temperatura, a
divisdo celular e os processos metabdlicos saotichamnte reduzidos
permitindo o armazenamento por tempo indefinido sdtaracbes em sua
estrutura (SANTOS, 2000).

Diversas técnicas vém sendo utilizadas para a resepvacdo de
diferentes partes vegetativas, como embrides somsadi zigbticos, meristemas,
calos e gemas. Porém, as sementes sdo mais adeqasaalfins de conservagao
de uma espécie, por serem sistemas mais organiZadwstanto, seu elevado
teor de umidade dificulta a criopreservacéo, podephaver morte instantanea
do material ao ser submetido ao nitrogénio liquetno, virtude da formacgéo de
cristais de gelo. Estudos sobre a relagéo entreooss de umidade e o tempo de
armazenamento, em diferentes espécies, mostrarm@mweha um valor de
umidade especifico determinante, mas um intervaleatbres aceitaveis para a
criopreservacdo. Contudo, recomendam-se para sesnenhtelidos de umidade
abaixo de 10% (KERMODE; FINCH-SAVAGE, 2002).
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Objetivou-se neste trabalho estudar o processoigtino de sementes
de S adstringens com diferentes teores de agua submetidos a csieaE;ao e

por diferentes periodos de armazenamento em nitim¢j§uido.

2 MATERIAL E METODOS
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2.1 Material vegetal

Os frutos deS adstringen foram colhidos maduros, ainda fechados, de
plantas de populacdes naturais localizadas na eidadljaci, regido Sul do
Estado de Minas Gerais, Brasil. Posteriormenteeasestes foram extraidas
manualmente e selecionando aquelas que apreseniategridade fisica. Em
seguida, as sementes foram transferidas para frdsceidro e armazenadas em

refrigerador, a 4 °C, por 30 dias.

2.2 Criopreservacao de sementes

O teor de agua inicial das sementes foi determinaidizando trés
amostras de 3 g de sementes (aproximadamente 4ntesnAs sementes
foram pesadas e acondicionadas em folhas de papgh#& (dimenséo de 10 x
10 cm), com perfuracdes, e colocadas em estufds a B °C, durante 72 horas.
Apos este periodo, as sementes foram resfriadasresecador com circulagéo
constante de ar a 25 °C durante 15 minutos e sidamed nova pesagem. A
porcentagem do teor de agua foi calculada com mageso da matéria fresca,

segundo as regras para analise de sementes (BRESSIR).

L_Pf 100%

Pi

TA (%bu)=

TA =teor de agua, base umida, %
Pi = peso inicial da amostra, g
Pf = peso final da amostra, g
Apb6s o teor de agua inicial das sementes sermiigi@do, dois outros
lotes de sementes foram submetidos a secagem ieengetl, para a obtencao

dos demais teores de agua (9 e 6%). Foram utikzedixas acrilicas do tipo
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Gerbox, com dimensées de 11 cm x 11 cm x 3,5 cm, contéffog de silica
gel. As sementes foram distribuidas uniformemente em @m@a camada, em
uma placa de petri, colocada sobre a silica gelca#isas foram tampadas e
vedadas com filme PVC, permanecendo em ambient@adeccom temperatura
de 25 +2°C.

Esses teores de agua foram obtidos com acompantwade perda do
peso das sementes durante a secagem. ApGs aprariesie 17 e 24 horas, as
sementes atingiram 9% e 6% de teor de agua, respeente. As matérias das
amostras, correspondentes aos teores de aguadidssdimram calculadas por
meio da equacdo de Cromarty, Ellis e Roberts (1985)

M= M (100 - U)
(100 - U)

sendo:

Mf = peso da amostra (g) apés a secagem;
Mi = peso da amostra (g) antes da secagem;
Ui = teor de agua (%) antes da secagem;
Uf = teor de agua (%) desejado apos a secagem.
Apbs este processo, as sementes foram submetidatest® de

germinacéo e de vigor.

2.3 Teste de germinacgéo

Sementes com diferente teor de agua (12, 9 e 6#infesubmetidas ou

ndo ao congelamento em nitrogénio liquido. As séesesriopreservadas ou hao
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foram escarificadas em acido sulfarico, 95 % porn@ifutos e, em seguida,
lavadas em agua corrente (MARTINS; NAKAGAWA, 2008\pos a
escarificacdo, em camara de fluxo laminar, as seradéoram imersas em alcool
etilico 70 % (v/v) por um minuto e, em seguida, ®stucdo de hipoclorito de
sédio 2 % por cinco minutos e lavadas em agualaéstautoclavada pro trés
vezes. ApOs a desinfestacdo, as sementes foramiladas em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescidos com 10 §de sacarose e 7 ¢g'L
de agar. ApOs a inoculacdo, as sementes foramdaargim sala de crescimento
sob irradiancia de fétons de 36nol m? s!, fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25 *+ 2 °C. A avaliacao foi realizad&?® dia apds a inoculacgéo,
considerando-se germinadas as sementes com pootmashcular com

aproximadamente 20 milimetros.

2.4 Teste de vigor

O vigor de sementes foi avaliado pelo comprimetparte aérea e de
peso de matéria seca das plantulas. O comprimeatqatte aérea foi
determinado aos 50 dias apdés a inoculagdo das tEnetomando o
comprimento das plantulas entre a regido de transla raiz-caule com a regido
do apice caulinar. Determinou-se o0 peso da matéda das plantulas retirando-
as do meio de cultura e colocando-as em sacos jukd gae, separadas por
tratamento e repeticdes, foram postas para secastrfa a 80 + 3 °C, durante
72 horas. Decorrido este periodo, as amostras famsfriadas em um
dessecador durante 15 minutos e, logo apés, pesadhalanca eletrénica.
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2.5 Andlise de contelido de DNA

As analises por citometria de fluxo visando estimaonteido de DNA
foram avaliadas no citdmetro de fluxo que se emaort Laboratério de Cultura
de Tecidos de Plantas do Departamento de AgrieuttarUniversidade Federal
de Lavras. Para as analisses, foram utilizadasun®stras para cada tratamento
(plantulas provenientes de sementes ndo criopatesv— controle; plantulas
provenientes de sementes com 6, 9 e 12% de tedgude criopreservadas por
24 horas em nitrogénio liquido). Foliolos jovensvenientes de plantulas
vitro foram utilizados como amostras para quantific®NA em citometria de
fluxo.

Foram utilizadas aproximadamente 20-30 mg del@slidas plantulas e
fragmentos de folhas do padréo de referéncia extisum sativum) para a
determinacdo do conteido de DNA. As amostras fdraumradas em placa de
Petri contendo 1,0 mL de tamp&o de extracdo LB@L (M Tris; 2 mM
NaEDTA; 0,5 mM NacCl; 0,1% (v/v) Triton X-100; pH 7,5elado para a
liberacdo dos nucleos, segundo a metodologia dezBllBinarova e Lucretti
(1989). A suspenséo de nucleos foi aspirada par deiduas camadas de gaze,
com auxilio de uma pipeta plastica e filtrada poraumalha de 5@m. Os
nucleos foram corados pela adi¢do deiR5le uma solucéo de 1,0 mg/1,0 mL
de iodeto de propideo.

O contetdo de DNA nuclear em picogramas (pg) dastyas foi

estimado utilizando-se a seguinte formula:

DNA amostra= G1 amostra x DNA padréo

G1 padrao
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A andlise foi realizada no citbmetro Facscalibub (Bioscienses, San
Jose, CA, USA) e os histogramas obtidos com o softvCell Quest (Becton
Dickinson e Companhia, San Jose, CA, USA) e amhlis&statisticamente no
software WinMDI 2.8 (SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE 12).

2.6 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramenteuabzado, com dez
repeticées de oito sementes cada para o testeméngedo e dez repeticbes de
cinco sementes cada para o teste de vigor.

Os dados foram submetidos ao software SISVAR (FHRRE2011),
para a realizagdo das andlises de variancia. Agamétam comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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As avaliacdes realizadas com as sementes apredermif@rentes teores
de 4gua indicaram que a germinagéo ndo foi afgialdadessecacédo (média de
87,8% de protrusdo radicular). O comprimento datepa€rea apresentou
diferenca significativa, onde sementes com 12%ede de agua apresentaram
comprimento inferiores em relacdo as plantulas gmimntes de sementes que
apresentavam 6 ou 9% de umidade apds a dessePagdoo peso da matéria
seca das plantulas, as sementes com 9% de tegudeapresentaram valores
significativamente maiores que as sementes coi?8we(Tabela 1).

Entre as sementes criopreservadas, observou-s&scmostras com 0s
teores de agua com 6 e 9% obtiveram médias sigtivanente maiores que as
sementes com 12% de teor de 4gua para o comprindenjzarte aérea das
plantulas. A comparag¢do do armazenamento ou haeetiasntes, ndo mostrou
diferenca significativa para as sementes com 8& apenas para 9% de teor de
agua, com queda dos valores médios de comprimentpadte aérea das
sementes criopreservadas em relacdo as sementesnm@izenadas. As médias
dos pesos da matéria seca das plantulas obtiveraioras valores para as
sementes criopreservadas com 6 e 9%, mas em red@c8ementes com 0s
mesmos teores de agua, observou-se uma queda fmssvaApenas as
sementes com 12% nao diferiu significativamentereends sementes

criopreservadas e nao criopreservadas (TabeléFlyuera 1).
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Tabela 1 Valores médios do comprimento da parteaa@PA) e peso da matéria
seca (PMS) de plantulam vitro provenientes de sementes com
diferente teor de agua, ndo armazenadas (-NL) mazenadas em
nitrogénio liquido (+NL) por 24 horas.

Teor de CPA (mm) PMS (g)

agua (%) -NL +NL -NL +NL
6 109,4 aA 101,1 aA 0,038 bA 0,033 aB
9 113,7 aA 103,7 aB 0,043 aA 0,032 aB
12 94,3 bA 84,5 bA 0,027 cA 0,026 bA

As médias seguidas das mesmas letras mailsculdmimas, para cada variavel
CPA ou PMS e minusculas nas colunas ndo difereatisigtamente pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Figura 1 Plantulas provenientes de sementes sutametio teor de 4gua de 6
(A), 9 (B) e 12% (C) antes da criopreservagao.
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Resultados semelhantes foram descritos por Cabteda e Braga
(2001), quando estudaram diferentes teores de @are criopreservagdo de
sementes de urucunBika orella L.) e observaram que entre os valores
estudados de 6 a 12%, nao houve diferenca significgpara a variavel
germinacgéo, que obteve média de 87%.

Quando a semente se encontra excessivamente dalzdde ocorrer,
durante o congelamento, a formacgdo de cristaisette a partir da agua livre
presente no interior das células (SANTOS, 200@ratando injdrias celulares
irreversiveis e causando a perda da capacidadeingdéfra. A umidade das
sementes € um dos principais fatores que afetaimmeservacao (WALTERS;
WHEELER; STANWOOD, 2004). Para sementes ortodoxaspmenda-se
umidade abaixo de 10%, porém, o intervalo de uneididvoravel para o
congelamento difere entre as espécies.

Tresena et al. (2010), ao criopreservarem semeatdgefpé amarelo
(Tabebuia chrysotrica) verificaram que quanto menor era o teor de agRalQ,

8, 6 e 4%), melhor foi a germinacéo e o vigor dasentes. E Goldfarb, Duarte
e Mata (2008) observaram que sementes com teoréguiede 6 a 8% néao
alteraram o vigor das sementes de pinhdo-malaoogpha curcas), havendo
gueda do vigor apenas em sementes com maioress tdereigua, apos a
criopreservacdo. Os autores também relataram goehodveram diferencas
significativas para a germinacdo das sementes didame diferentes teores de
agua, assim como foi observado neste trabalho.

Com relagéo ao conteudo de DNA, as amostras deaxlisolados das
folhas das plantas controle e das plantas comedifes teores de agua e
criopreservadas por 24 horas ndo apresentaranemjfes estatisticas e sem

alteracao no nivel de ploidia (Figura 1).
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Figura 1 Histogramas de DNA de preparac¢des nudeigelantulasn vitro de S
adstringens. Primeiro pico: (A) foliolos de plantulas obtidds sementes
nao imersas no LN; (B) foliolos de plantulas olgide sementes com 6%
de teor de &gua imersas no LN; (C) foliolos de tplas obtidas de
sementes com 9% de teor de agua imersas no LN;fqliplos de
plantulas obtidas de sementes com 12% de teor we idtersas no LN.
Segundo pico: representa a fase G1 de ervithaurfi sativum L.) usada
como padréo.

Hirano et al. (2005) utilizaram a citometria dexfiupara examinar o
nivel de ploidia de plantulas de uma espécie delideq Bletilla striata)
submetidas a criopreservacao também observaransmargco de conteddo de
DNA e mesmo nivel de ploidia.

As avaliacBes de estabilidade genética e moleqdarcongelamento
sdo essenciais se a criopreservacao for utilizamaocarmazenamento de
germoplasma de plantas (LARKIN; SCOWCROFT, 1981).

Na Tabela 2, as sementes submetidas aos diferariess de agua
foram armazenadas em nitrogénio liquido por difeenperiodos. Nao
obtiveram diferenca significativa para a germinagds sementes induzidas aos

diferentes teores de agua, observando média gerd@89¢B%. As sementes
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armazenadas por 30, 60 e 90 dias apresentaram inmnfw da parte aérea

maiores para as sementes com teores de dgua copb.6 e

Tabela 2 Valores médios de comprimento da pareaa@m) das plantulas
vitro provenientes de sementes com diferente teor dea, agu
submetidas a diferentes periodos de armazenamentoiteogénio

Teor d“g lggaé das Periodos de armazenamento (Dias)
sementes (%) 30 60 90
6 87,38 a 101,56 a 89,56 ab
9 91,38 a 107,02 a 95,92 a
12 73,48 b 86,74 b 82,06 b

As médias seguidas das mesmas letras nas colunaife@m estatisticamente
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabiidad

Em relacdo ao peso da matéria seca das plantubsgrvou-se

comportamento diferente entre os periodos de amaamnto. Sementes com

teores de agua de 6 e 9% apresentaram maioregsyah@dios para o peso da

matéria seca para as sementes armazenadas pd®@Bdias. Aos 60 dias, as

plantulas provenientes de sementes com 9% de tofigda apresentaram

diferencas significativas com relacdo a varidvetopela matéria seca das

plantulas, apresentando maior média (Tabela 3).
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Tabela 3Valores médios de peso da matéria seca de plarfg)lasibmetidas a
diferentes periodos de armazenamento

Teor de agua das Periodos de armazenamento (Dias)
sementes (%) 30 60 90
6 0,0359 a 0,0306 b 0,0312 ab
9 0,0403 a 0,0359 a 0,0365 a
12 0,0209 b 0,0227 c 0,0309 b

CV (%) = 16,0

As médias seguidas das mesmas letras nas colunaifei@m estatisticamente
pelo teste deTukey, ao nivel de 5% de probabilidade

Almeida et al. (2002) observaram resultados diteepara mamona
(Ricinus communis) com reducdo na germinacdo e no peso da matéaadss
plantulas em sementes com 12% de teor de agualagdoea 4, 6, 8 e 10%.
Apesar do presente trabalho ndo ter comparado asasn@ara o teste de
germinacdo e vigor das sementes submetidas a rdidereperiodos de
armazenamento em nitrogénio liquido, percebeu-seagumédias obtidas nao
variaram muito, podendo sugerir que os diferenegfodos de armazenamento
ndo afetaram de forma brusca, tanto na germinagdanto no vigor das
sementes de barbatimado. Goldfarb, Duarte e Matd0j20ao analisarem
sementes de pinhdo-manso sem levar em considesa¢éiteor de umidade,
relataram que as sementes, apds 90 dias de expa@gicaitrogénio liquido,
mantiveram percentual de germinagéo estavel.

A criopreservacdo de material bioldgico em nitragéliiquido pode
assegurar a conservacdo, por periodo prolongad@® wez que nessas
temperaturas ultrabaixas o0 metabolismo celular figa reduzido que a

deterioracao bioldgica é quase paralisada (SANDPO®).
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4 CONCLUSOES

Conclui-se que a criopreservacdo de sementes titildio deve ser
realizada com sementes submetidas a teores deeagwab e 9% antes do
armazenamento em nitrogénio liquido. O armazenameet sementes em

nitrogénio liguido até aos 90 dias ndo prejudiciahilidade das sementes.
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