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RESUMO

Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis, possui flor de interesse
comercial que devido ao extrativismo excessivo encontra-se ameagada de
extincdo. Para suprir a demanda do mercado e evitar o declinio populacional,
faz-se necessario desenvolver protocolos para sua multiplicacdo, podendo a
embriogénese somatica e a organogénese serem alternativas viaveis. Além
disso, € importante investir em estudos de conservacao a longo prazo como, por
exemplo, a criopreservacao. O trabalho teve como objetivos: realizar estudos
para tornar a micropropagacdao mais eficiente e avaliar a conservacédo de C.
mucugensis em diferentes temperaturas como estratégia para a conservacao do
seu germoplasma. Foram testados para a inducdo da embriogénese somatica
2,4-D x BAP e Picloram x BAP e para organogénese indireta BAP e ANA. Na
criopreservacdo foram avaliadas sementes mantidas em nitrogénio liquido (-
196°C) por 0, 1, 7, 30, 360 e 540 dias e as plantas inteiras foram submetidas a
duas técnicas: vitrificacdo e encapsulamento-desidratacdo. Para avaliar o
armazenamento, as sementes foram mantidas em temperatura ambiente, 4°C, -
20°C, -80°C e -196°C por 30, 90 e 180 dias. Visando observar se a
criopreservacdo das sementes interfere no desenvolvimento, plantas oriundas
da germinacgéo in vitro de sementes criopreservadas foram aclimatizadas em
areia e terra vegetal (1:1) por 60 dias. O trabalho demonstrou que os reguladores
vegetais Picloram e 2,4-D sdo promissores na inducao de calos com potencial
embriogénico e que o regulador vegetal ANA (4,9 uM) é eficiente na
organogénese indireta. As sementes de C. mucugensis podem ser
criopreservadas sem comprometer sua qualidade fisiol6gica, entretanto, néo
foram eficientes as técnicas para criopreservacao de plantas inteiras.

Palavras chaves: Sempre-viva. Embriogénese somatica. Organogénese
indireta. criopreservacao.
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ABSTRACT

Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis, an endemic species of the
municipality of Mucugé-BA is threatened with extinction. To reduce extractivism
in natural populations, it is necessary to develop efficient multiplication protocols;
In this sense somatic embryogenesis and organogenesis may be viable and
preservation cryopreservation may be a strategy for its long-term. The objectives
of this study were: (1) to analyze the embryogenic competence and the indirect
organogenesis of C. mucugensis; (2) to evaluate the cryopreservation of seeds
and different methods of cryopreservation of C. mucugensis plants and (3) to
identify the best way to store seeds in the long term. Experiments were performed
to induce somatic embryogenesis with different concentrations of 2,4-D X BAP
and Picloran X BAP and for indirect organogenesis BAP and ANA were used.
Seeds were cryopreserved for 0 (control), 1, 7, 30, 360 and 540 days and other
seeds were stored at different temperatures to verify the best form of storage.
Plants were cryopreserved with the technique of vitrification and encapsulation-
desiccation. Plants from cryopreserved seeds were acclimatized in sand and
vegetal soil (1: 1) for 60 days. The work showed that the plant regulators Picloran
and 2,4-D are promising in the induction of callus with embryogenic potential and
that the plant regulator ANA at 4.9 pM is efficient in indirect organogenesis. The
seeds of C. mucugensis can be cryopreserved without compromising their
physiological quality, but the techniques for cryopreservation of plants have not
been efficient.

KEYWORDS: Sempre-viva. Somatic Embryogenesis. Indirect Organogenesis.
In Vitro Conservation.
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INTRODUCAO GERAL

A expansdo do mercado de flores e plantas ornamentais no Brasil tem
ocorrido gracas as excelentes condi¢des de clima, agua e solos apresentadas
pelo pais. A horticultura ornamental tem investido em tecnologias que permitem
uma producao de qualidade em ambiente protegido visando com isso, atender a
demanda do mercado e o elevado nivel de exigéncia do consumidor (OLIVEIRA
et al. 2011). Essa expansao tem gerado a necessidade de comercializar
variados tipos de plantas, além das tradicionais, sendo as plantas nativas uma
alternativa para esse mercado (DEMARCHI, 2001).

A utilizacéo de espécies nativas na ornamentagao tem sido uma tendéncia
por unir beleza, resisténcia as condi¢des climéatica e manter a identidade do local
(Heiden et al. 2006). Além disso, se destaca por adotar plantas que ndo geram
um prejuizo ambiental & paisagem sendo o reconhecimento das caracteristicas
ornamentais o inicio de estratégias para producéo e comercializacao da espécie
(Heiden et al. 2007a). A comercializacdo gera demanda para o desenvolvimento
de protocolos de propagacédo (Cardoso, 2013; Beckmann-Cavalcante et al.,
2014) e de conservacao de plantas ornamentais colaborando de forma efetiva
conservacao ex situ (Stumpf et al. 2009).

Regides de campo rupestre, como a Chapada Diamantina - Babhia,
apresentam espécies nativas com potencial ornamental, principalmente, as
pertencentes as familias Orchidaceae, Cactaceae, Bromeliaceae e
Eriocaulaceae; estas sdo consideradas adequadas para ornamentagao por
serem visualmente atrativas e tolerarem escassez hidrica (ANDRADE, 2002).

O municipio de Mucugé, Chapada Diamantina-BA, possui uma area de
conservagao onde sdo encontradas plantas com potencial ornamental, dentre
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elas, Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis, planta simbolo do
municipio (Figura 1). Esta espécie é popularmente conhecida como sempre-viva
de Mucugé por conservar a aparéncia in natura das flores por um longo periodo
pés-coleta. Tal caracteristica atraiu 0 mercado de plantas ornamentais e
ocasionou um extrativismo intenso entre as décadas de 60 e 80, quando as flores
de C. mucugensis abastecia os mercados do Japéao e Europa (GIULIETTI et al.
1988). Esta coleta desenfreada levou a espécie a ameaca de extin¢ao, pois, as
flores eram coletadas antes da formacéo e disseminacao das sementes, gerando
um declinio populacional. Esse fato levou o Instituto Chico Mendes a proibir a
coleta dessas flores, entretanto, ela ainda ocorre de forma clandestina e tem
contribuido para o risco de extingdo dessa espécie (CERQUEIRA et al. 2008;

MARTINELLE; MORAES, 2013).

nifernando

Figura 1: Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis: Flor (A) e Buqué (B).

Segundo Pereira et al. (2007), analises genéticas e morfolégicas
constataram que as sempre-vivas presentes no Parque Municipal de Mucugé
trata-se de uma espécie endémica, 0 que corrobora a importancia da sua

preservacao. O estudo comparou populacdes de C. mucugensis provenientes
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dos municipios de Rio de Contas, Abaira e Mucugé e evidenciou a existéncia de
diferencas que justificariam a separacdo em duas subespécies: (1) C.
mucugensis subsp. mucugensis, encontrada no municipio de Mucugé e (2) C.
mucugensis spp. riocontensis A.C.S. Pereira & Giul, encontradas nos municipios
de Rio de Contas e Abaira. Assim, por apresentar uma area de ocorréncia mais
restrita, a espécie se torna mais suscetivel a extingdo, o que motiva o
desenvolvimento de estratégias para a sua conservacgao.
Para atender a elevada demanda do mercado, sem p6r em risco a espécie
a ser comercializada, é necessario utilizar mecanismos de multiplicacdo que néo
dependam da remocédo da planta do seu habitat natural (VENTURA, 2007).
Nesse contexto, a cultura de tecidos vegetais € um eficiente método para a
conservacao ex situ da diversidade genética (SILVA et al. 2011) por possibilitar
a propagacao vegetativa em condi¢des assépticas com a utilizacdo de pequenos
fragmentos das plantas (LEMA-RUMINSKA; KULUS, 2014), permitindo a
multiplicacé@o de plantas geneticamente idénticas e sadias a qualquer periodo do
ano, independente das condi¢cdes climéaticas, e em um pequeno espaco
(KHATTAB et al. 2014; LEMA-RUMINSKA; KALUS, 2014; PERULLO et al.
2015). Dessa forma, a cultura de tecidos vegetais é uma excelente estratégia
para a conservacdo e producdo comercial de espécies ameacadas com
importancia econdémica (LEMA-RUMINSKA; KULUS, 2014; ELIAS et al. 2014),
tornando-a pertinente para uso com as sempre-vivas de Mucuge.
Trabalhos anteriores demonstraram que a cultura de tecidos é viavel para
a producao de brotos de C. mucugensis e desenvolveram um protocolo de
multiplicacéo via organogénese direta (LIMA-BRITO et al. 2011). No entanto, o

mesmo trabalho ressalta a necessidade do estabelecimento de protocolos para
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otimizar a propagacao in vitro desta espécie. Entre os processos de multiplicacéo
in vitro, a embriogénese somatica e a organogénese indireta podem favorecer a
formacao de um namero grande de propagulos a partir de um Unico explante.

A embriogénese somatica baseia-se no processo pelo qual uma célula
isolada ou de um pequeno grupo de células ndo-zigéticas, sem conexao vascular
com o tecido original, pode gerar um embrido somatico quando submetidos a
estimulos adequados (JIMENEZ, 2001; ARNOLD et al. 2002; QUEIROZ-
FIGUEROA et al. 2006). A principal vantagem apresentada pela utilizacdo da
embriogénese somatica é a alta taxa de multiplicacdo (ZIMMERMAN, 1993,
KLIMASZEWSKA, 2016).

A formacao de calos a partir dos explantes € uma etapa béasica para o
desenvolvimento de sistemas de propagacdo massiva de plantas por
embriogénese somética indireta ou organogénese indireta (VENTURIERI;
VENTURIERI, 2004). Ambos o0s processos sao complexos e dependem da
interacdo entre fonte de explante, meio de cultura e fatores do ambiente, além
da acédo de reguladores vegetais exdgenos, em particular auxinas e citocininas,
e da habilidade do tecido em responder a essas mudanc¢as hormonais, durante
o periodo de cultivo (ALVES et al. 2004).

Para a definicdo de um sistema de regeneracdo por via indireta, seja
embriogénese ou organogénese, é necessario o estabelecimento de protocolos
especificos, uma vez que as caracteristicas genéticas de cada espécie
determinam respostas diferentes ao cultivo in vitro (CARVALHO et al. 2006).
Esse processo arduo e laborioso, uma vez que cada espécie apresenta

exigéncias especificas quanto ao protocolo ideal.
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A multiplicacdo de C. mucugensis é importante para suprir a demanda do
mercado e evitar o seu continuo extrativismo, principalmente por se tratar de
uma espécie ameacada de extingdo (MARTINELLE; MORAES, 2013). Porém,
se faz necesséario criar estratégias de conservagdo a longo prazo, e a
criopreservacdo pode ser uma ferramenta importante nesse processo. A
criopreservacdo consiste em manter sementes ou tecidos vegetais em
temperaturas ultrabaixas (-196°C) e tem sido considerada promissora para
espécies nativas (DUARTE, 2009; MARCHI et al. 2013; CIVATTI et al., 2014;
BARBARA et al. 2015). Essa técnica € capaz de interromper o metabolismo
celular mantendo a sua integridade genética, pois todos 0s processos
metabdlicos, como respiracdo e atividade enzimética sao inativados (
CARVALHO; VIDAL, 2003), desta forma, a criopreservagdo nao promove
mudancas genéticas significativas (ASHWOOD-SMITH, 1985).

Para se certificar da eficiéncia das técnicas de cultura in vitro € importante
realizar quatro etapas: estabelecimento do meio de cultura, multiplicacéo,
enraizamento dos brotos e aclimatizacdo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
Esta Ultima etapa consiste na transferéncia da planta do ambiente in vitro para o
ambiente ex vitro, momento em que um numero expressivo de espécies vegetais
micropropagadas nao sobrevivem (HARARIKA, 2003), devido ao sistema
radicular ndo estar totalmente adequado para absor¢do de agua e nutrientes
durante a aclimatizacdo e os estdmatos ainda nao estarem funcionando
normalmente (HOFFMANN et al. 2001). Para tentar minimizar o estresse
causado as plantas de C. mucugensis durante a aclimatizacéo, Lima-Brito et al

(2016) fez pré-cultivo em meio MS/2 suplementado com Acido Idolbutirico — AIB
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(4,9 uM) para o aumento da espessura e do numero de raizes e manteve as
mudas em garrafas plasticas para reter a umidade.

Como o sucesso da técnica depende da sobrevivéncia das plantas no
ambiente ex vitro € importante avaliar a taxa de sobrevivéncia e o vigor das
plantas que foram submetidas a criopreservacao.

A criopreservacao apresenta vantagens por requerer um espaco pequeno
para a instalacdo de um banco de germoplasma e por manter a integridade
genética (ALMEIDA et al., 2002; ENGELMANN, 2011). Conservar sementes é
a forma mais eficiente e comum de conservacdo ex situ, por garantir a
variabilidade genética (LI; PRITCHARD, 2009; GOLDFARB et al., 2010; PENCE,
2010). Esta técnica vem sendo utilizada em bancos de germoplasma, em
espécies de propagacdo vegetativa e com sementes de plantas ameacadas de
extingcdo (ENGELMANN, 2011).

Para a criopreservacédo de plantas € necessaria a utilizacdo de solucdes
gue promovam a sua desidratacdo antes do congelamento, pois, dessa forma,
evita-se a cristalizacdo do material intracelular e posterior rompimento das
membranas celulares durante o processo de descongelamento (SANTOS,
2000). Dentre as técnicas utilizadas temos o congelamento lento, a vitrificacdo
e 0 encapsulamento-desidratacdo (ENGELMANN 2004).

A vitrificagdo é um processo onde ha uma mudanca fisica, os liquidos
ficam altamente viscosos e, por conta disso, apresentam propriedades
mecanicas de um solido sem a formacao de uma estrutura cristalina (SANTOS,
2000). Para que ocorra a vitrificacdo, o material a ser congelado devera ser
exposto previamente a solucdes crioprotetoras (ENGELMANN, 2010), de forma

a garantir uma maior desidratacdo dos explantes. Além disso, o congelamento e
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0 reagquecimento devem ser rapidos para garantir o sucesso do procedimento
(SAKAI; ENGELMANN  2007; SAKAI et al. 2008). Dentre as solucdes
crioprotetoras mais comuns estdo dimetilsulfoxido (DMSO), etilenoglicol e
metanol (SANTOS, 2000; BENSON, 2008).

A técnica de encapsulamento-desidratacdo consiste na imersdo do
explante em solucdo de alginato de sédio, sendo esse material aspirado e
gotejado em uma solucdo de cloreto de calcio para complexagdo (SANTOS,
2000). Antes do congelamento os explantes sdo pré-cultivado em solugao
saturada de sacarose e desidratada em fluxo laminar (SANTOS, 2000;
ENGELMANN, 2004).

A criopreservagdo é eficiente para a conservacdo, entretanto, é
importante investigar outras formas de congelamento e/ou armazenamento que
possam apresentar eficiéncia similar e que sejam mais acessiveis. Alguns
equipamentos comuns em universidades e centros de pesquisa como
ultrafreezer (-80° C) e o freezer de geladeira (-20°C) podem ser testados como
locais de armazenamento. E importante ressaltar que para todos esses estudos
se faz necesséario também a avaliagdo das sementes em temperatura ambiente
para verificar o quao eficiente € o protocolo desenvolvido.

Nesse contexto, esse trabalho teve como objetivo avaliar a inducao a
embriogénese somatica, organogénese indireta e criopreservacao de explantes
de C. mucugensis Giul. subsp. mucugensis como estratégias auxiliares a

conservacao do germoplasma de sempre-vivas.
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Inducéo de calos com potencial embriogénico e organogénese indireta de

Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis
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RESUMO

Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis apresenta flores atrativas ao
mercado ornamental, o que tem causado um intenso extrativismo e consequente
declinio populacional. Diante deste cenario, faz-se necessario o0
desenvolvimento de alternativas viaveis para a sua multiplicacdo. Neste sentido,
o trabalho teve como objetivo avaliar a inducdo de calos com potencial
embriogénico e da organogénese indireta de C. mucugensis em funcao de
diferentes tipos e concentracdes de reguladores vegetais. Os experimentos para
induzir calos embriogénicos testaram o 2,4 D (0, 9 e 18 uM) X BAP (0, 8, 16, 32
e 64 uM), Picloran (0, 50, 100 e 200 uM) X BAP (0, 50, 100 e 200 uM) e os
reguladores BAP (4,4 uM) e ANA (0, 4,9 e 9,8 uM) foram testados para inducéo
organogénese indireta em dois tipos de explantes: folha e caule. A quantidade
de calos embriogénicos foi proporcional ao aumento da concentragéo de 2,4 D,
sendo que o melhor resultado foi obtido com 18uM. No experimento combinando
Picloran e BAP, o tratamento suplementado com 200 uM de Picloran gerou a
maior quantidade de calos com potencial embriogénico (24%). A analise
histol6gica de calos obtidos evidenciou centros meristematicos organizados com
ndcleos evidenciando o potencial embriogénico dos mesmos. Em relacdo a
organogénese indireta, o melhor explante foi o caule, visto que as folhas n&o
foram responsivas. Para C. mucugensis, os reguladores vegetais 2,4-D e
Picloran sdo promissores na indugao de calos com potencial embriogénico e o
meio sem adicdo de reguladores vegetais € eficiente na organogénese indireta.

Palavras chave: Eriocaulaceae. Calogenese. Regeneracao in vitro.
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ABSTRACT

Comanthera mucugensis subsp. mucugensis have attractive flowers for the
ornamental market, which led to an intense extractivism and population decline,
generating the need for viable alternatives for their multiplication. In this sense,
the objective of this work was to evaluate the induction of somatic embryogenesis
and the indirect organogenesis of C. mucugensis as a function of different types
and concentrations of plant regulators. Experiments to induce callus
embryogenesis tested the 2,4- D (0; 9 and 18 yM) X BAP (0; 8; 16; 32 and 64
MM) and Picloran (0; 50; 100 and 200 uM ) BAP (0; 50; 100 and 200 uM) and the
BAP (4.4 uM) and ANA (0; 4.9 and 9.8 uM) regulators were tested for indirect
organogenesis. The nuber of the callus was proportional to the increase of the
2,4-D concentration, and the best result was obtained with 18 uM. The treatment
with Picloran the best was supplemented with 200 uM generated more callus
(24%). The histological analysis of callus obtained in experiments 1 and 2 showed
organized meristematic centers and with nuclei evidencing the embryogenic
potential of the studied callus. In relation to indirect organogenesis, the best
explant was the stem, since the leaves were not responsive. For C. mucugensis,
plant regulators Picloran and 2,4-D are promising in the induction of callus with
embryogenic potential and that medium without addition of plant regulators is
efficient in indirect organogenesis.

KEYWORDS: Eriocaulaceae. Calogenesis. Plant Regeneration.
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INTRODUCAO

O mercado de flores ornamentais tem crescido no Brasil nos ultimos anos,
0 que levou ao investimento em tecnologias que permitiram a producdo de
plantas de qualidade em larga escala (OLIVEIRA et al. 2011). Devido a essa
expansdo, plantas nativas tém sido introduzidas no mercado ornamental,
principalmente as que toleram escassez hidrica, como representantes das
familias Orchidaceae, Cactaceae, Bromeliaceae e Eriocaulaceae (ANDRADE,
2002).

Comantera mucugensis Giul. subsp. mucugensis é uma Eriocaulaceae
endémica do municipio de Mucugé, Chapada Diamantina-BA (PEREIRA et al.
2007), popularmente conhecida como sempre-viva de Mucugé. Esta espécie
possui potencial ornamental por conservar a aparéncia in natura das flores por
um longo periodo pés-coleta. Esta caracteristica ocasionou um extrativismo
intenso das flores dessa espécie (GIULIETTI et al. 1988), o que levou a uma
reducao significativa da populacdo natural e atualmente a mesma encontra-se
ameacada de extingdo (MARTINELLE; MORAES, 2013). Para suprir a demanda
do mercado, de forma sustentavel, faz-se necessario utilizar mecanismos de
multiplicagéo de plantas realmente efetivos (VENTURA, 2007), sendo a cultura
de tecidos uma alternativa viavel.

A micropropagacdo é uma técnica da cultura de tecidos que apresenta
diversas vantagens, como a producéo de brotos em condicbes assépticas, em
tempo reduzido, sob condi¢ces controladas e sem a influéncia das variacdes

climaticas (KHATTAB et al. 2014; PERULLO et al. 2015). Além disso, a alta taxa
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de multiplicagéo acelera os programas de propagacao clonal, fato que possibilita
a propagacao vegetativa de genaétipos de alto valor comercial (TEIXEIRA, 2001).

A embriogénese somatica e a organogénese sao vias de regeneracao da
micropropagacao que tem como principal vantagem a multiplicacéo de plantas
em grandes propor¢gdes (ZIMMERMAN, 1993). Tanto a organogénese quanto
embriogénese somatica podem ocorrer diretamente do explante ou através da
fase intermediaria de calo. Esta Gltima tem sido utilizada com sucesso para
algumas espécies nativas como Jatropha curcas (FEITOSA et al. 2013), Ugni
molinae (BERAUD et al. 2014), Ananas comosus (PINEDA et al. 2014),
Caralluma puciflora (KIRANMAI et al. 2015), Solanum melongena (ZAYOVA et
al. 2012), Eureka lemon (GHOLAMI et al. 2013) e Vitis vinifera (MAILLOT et al.
2006 ).

Para C. mucugensis ou Syngonanthus mucugensis (nome da espécie
antes do trabalho de reorganiz¢cao do taxon de Echternacht et al 2014) ndo ha
registro na literatura de protocolos para a obtencdo de calos embriogénicos e
organogénese indireta. Entretanto, ao analisar a regeneracdo in vitro em C.
mucugensis, Lima-Brito et al. (2011) observaram brotos que se desenvolveram
via organogénese indireta, este dado evidencia que o investimento em
protocolos de regeneracéo in vitro a partir de calos é promissor.

Para se obter um protocolo eficiente, tanto para a embriogénese somética,
quanto para organogénese por via indireta, sdo necessarias adaptacdes para
cada espécie. Isto ocorre porque na cultura de tecidos ha uma dependéncia do
genotipo das plantas utilizadas e sdo necessarios adequacao de cultivo para
otimizar as condi¢des ambientais da cultura, 0 meio nutritivo e tipo, concentracéo

e explante. (ESTRADA-LUNA et al. 2008 ). Os reguladores vegetais auxinas e
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citocininas sédo importantes para a regulagcdo do crescimento e morfogénese
(GEORGE et al. 2008) e tém sido utilizados com sucesso na propagacao in vitro
de diversas espécies.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a indugdo de calos
embriogénicos e a organogénese indireta de C. mucugensis Giul. subsp.
mucugensis em funcao de diferentes tipos e concentracbes de reguladores

vegetais.

MATERIAL E METODOS

1.Estabelecimento in vitro

As sementes de C. mucugensis Giul. subsp. mucugensis foram coletadas
no Projeto Sempre Viva, localizado no municipio de Mucugé, BA (12°59’83”S e
42°20'91”W). Estas foram desinfestadas com imersdo em alcool a 70% por um
minuto e em hipoclorito de sédio a 2,5% de cloro ativo por quinze minutos.
Posteriormente, as sementes foram lavadas quatro vezes com agua estéril e
inoculadas em meio de cultivo Murashige & Skoog (MURASHIGE e SKOOG,
1962) com metade das concentracdes salinas (MS/2). O meio nutritivo foi
suplementado com 15 g L! de sacarose e solidificado com 7 g L de agar, teve
o pH aferido entre 5,6 - 5,8 e foi esterilizado em autoclave por 15 minutos a
121°C. Na sequéncia foram distribuidos 150 mL do meio nutritivo em potes
plasticos de 500 mL. As plantas foram mantidas em sala de crescimento no
Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade Federal da Bahia

(LCTV-UFBA) com temperatura 25+3 °C, luz branca fluorescente a 60 pmol m-
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2s1 e fotoperiodo de 16h. Seis meses apdés a germinacdo, as plantas
apresentavam cerca de 2cm de parte aérea possibilitando sua utilizagdo como

fonte de explante.

2. Acdo de requladores vegetais na inducdo de calos em C. mucugensis

subsp. mucugensis

2.1 Efeito de 2,4-D e BAP na formacgéo de calos

Para a inducdo de calos, foram utilizados como explante cortes
transversais do caule oriundos de plantas previamente estabelecidas in vitro com
cerca de 1-2 mm de espessura e de cada planta eram obtidos no maximo 3
cortes como explante. Cinco explantes foram inoculados em cada placa de Petri
(90 mm x 15 mm) contendo 45 ml de meio de cultura MS com diferentes
concentracbes de 2,4-diclorofenoxiacético - 2,4-D (0, 9 e 18 uM), e de 6-
benzilaminopurina — BAP (0, 8, 16, 32 e 64 uM) isolados e combinados entre si.
Os meios nutritivos foram suplementados com 30 g L de sacarose, solidificados
com 7 g L't de 4gar, pH ajustado para 5,6-5,8 e autoclavados a 121 °C por 15
minutos e, posteriormente, distribuidos em placas de Petri em fluxo laminar.
Apoés a inoculacdo as placas de Petri foram envoltas em papel aluminio para
manter o material preservado da luz. As unidades experimentais foram mantidas
por 90 dias em sala de crescimento a 25 = 3°C. Utilizou-se delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial 3 x 5 (concentragcbes de 2,4D X
concentracdes de BAP) com trés repeticdes de cinco amostras cada (5 explantes

por placa) por tratamento. O material foi avaliado a cada 15 dias por 60 dias.
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2.2 Efeito do BAP e do Picloram na formacéao de calos

Segmentos transversais do caule com aproximadamente 1-2 mm de
espessura oriundas de plantas estabelecidas in vitro foram inoculados em meio
de cultura MS suplementado com 30 g L de sacarose e acrescido de diferentes
concentracdes de BAP (0, 50, 100 e 200 puM), e Picloram (0, 50, 100 e 200 puM)
isolados ou combinados entre si. O meio nutritivo teve o pH ajustado entre 5,6-
5,8, foi solidificado com 7 g L de agar e autoclavado por 15 minutos a 121°C.
Os explantes foram inoculados em placas de Petri (90 mm x 15 mm) contendo
45 mL de meio nutritivo. O material foi envolto em papel aluminio e em seguida
colocado em camara de germinacao a 25 + 3° C por 90 dias. ApGs esse periodo
foram realizadas trés avaliacGes peridédicas a cada més. O delineamento foi
inteiramente casualizado em arranjo fatorial 4 x 4 (BAP x Picloran) com seis

repeticbes de cinco amostras por tratamento.

2.3 Efeito de diferentes concentragdes de 6-benzilaminopurina (BAP) na

maturacédo de calos com potencial embriogénico

Os calos obtidos através do tratamento com 18 uM de 2,4-D e 64 uM de BAP
tiveram as estruturas esféricas separadas do explante que os originou e
selecionados para inducdo da maturacdo. Para tanto, foram inoculados em
tubos de ensaio contendo meio de cultura MS/2 suplementado com BAP em
diferentes concentracdes (0,0; 13,32; 26,64; 39,96 uM). Posteriormente, foram
mantidos em camara de germinacéo a 25 + 3°C sob luz branca fluorescente (60

pumol m=2 s1) e fotoperiodo de 16h por 30 dias. Foi utilizado um delineamento
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inteiramente casualizado com 3 repeticdes de 10 amostras por tratamento. O
material foi avaliado por 30 dias a cada 15 dias para observar se ha

desenvolvimento de brotos.

3. Efeito de diferentes concentracdes de ANA nainducdo da organogénese

indireta

Foram realizados dois experientos, sendo utilizado o explante folha em
um experimento e no outro o explante foi cortes transversais do caule de
aproximadamente 1-2 mm de espessura, de plantas de 1,5 cm de parte aérea,
derivadas da germinacdao in vitro. Apés a seccdo, os mesmos foram inoculados
em meio de cultura MS/2 suplementado com 2 g L de carvéao ativo, 15 g L de
sacarose, BAP (4,4 pM) conforme Lima-Brito et. al. (ANO) e diferentes
concentracdes de ANA (0, 4,9 e 9,8 uM). O meio nutritivo teve o pH ajustado
entre 5,6-5,8, foi solidificado com 7 g L™! de agar e foi autoclavado por 15 minutos
a 121°C. Os explantes foram inoculados em placas de Petri (90 mm x 15 mm)
contendo 45 mL de meio nutritivo. As unidades experimentais foram mantidas
em camara de germinacéo a 25 + 3° C sob luz branca fluorescente (60 umol m2
s1) e fotoperiodo de 16h por 60 dias. O delineamento foi inteiramente

casualizado com seis repeticdes de cinco explantes por tratamento.

4. Variaveis analisadas e analise estatistica

Decorrido o tempo estabelecido para cada experimento as variaveis

analisadas nos experimentos para indugcédo de calos foram: sobrevivéncia do
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explante (%S), oxidagao (%0), calogénese (%C), textura e cor do calo. No
experimento de organogénese indireta foram analisadas sobrevivéncia (%S),
oxidacdo (%0O), calogénese (%C), brotacdo (%B) e numero de brotos por
explante. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando

0 programa estatistico Sisvar 5.1 (FERREIRA, 2011).

5. Anélise histoldégica

Os calos induzidos nos experimentos para inducdo de calos foram
selecionados para a andlise anatémica. No Laboratério de Anatomia Vegetal e
Identificacdo de Madeiras (LAVIM) da UFBA, as amostras foram fixadas em
FAA7o (formaldeido, acido acético e etanol 70%, 1:1:18, v/v) (JOHANSEN, 1940)
por no minimo 24 horas. Apos a fixacdo, as amostras passaram por um processo
de desidratacdo em série etilica crescente (alcool 70, 80, 90 e 100%) por uma
hora na primeira concentracdo e duas horas nas seguintes; pré-infiltracdo em
alcool 100% e resina pura (1:1) por duas horas e posterior infiltracdo em resina
ativada por no minimo 24 horas em ambiente refrigerado. Para obtencdo dos
cortes histolégicos, as amostras foram emblocadas em resina histologica
sintética (Leica historesin). Para isso, foram utilizados histomoldes de polietileno
6x9 mm contendo resina de inclusdo (resina ativada + endurecedor) e,
imediatamente levadas a estufa a 50 °C para endurecimento. As amostras foram
seccionadas em micrétomo rotativo (Thermo scientific — HM 325) em seccdes
transversais de 5 um de espessura. Os cortes obtidos foram organizados em

laminas e corados com azul de toluidina 0,05% (O'BRIEN et al. 1965) por 5
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minutos e lavadas em agua de torneira. Depois de coradas as laminas foram
montadas em meio permanente com resina sintética Entellan®. A visualizagéo
ocorreu em microscopio optico Axio Scope Al e registrado com camera digital

Cannon acoplada utilizando software AxioVision Release verséo 4.8.2.

RESULTADOS

1. Acdo dereguladores vegetais nainducédo de calos em C. mucugensis Giul.

subsp. mucugensis

1. 1 Efeito de 2,4D e BAP na formacéao de calos
N&o houve diferenca significativa para a interagcédo entre a porcentagem de
sobrevivéncia dos explantes tendo essa taxa variado nos tratamentos de 100%
a 93,33% (Tabela 01). A oxidacgéao foi elevada em todos os tratamentos, mas nao
foi verificada diferenca estatistica entre os tratamentos, tendo suas médias
oscilado entre 39,99 e 93,33%.

Houve uma interacdo significativa (p=0,05) entre os fatores BAP e 2,4-D
para a variavel calogénese. Foi observado um aumento na porcentagem de calos
a medida que se elevou a concentragdo de 2,4-D em meio nutritivo isento de
BAP, sendo que o tratamento com 18 pM de 2,4D diferiu estatisticamente do
controle. Neste caso, o percentual de indugcéo de calos variou de 26,67% no
tratamento controle para 66,66% no meio nutritivo suplementado com a maior
concentracéo deste regulador (Tabela 1). Quando se analisou a agdo combinada
do 2,4-D e do BAP o tratamento que apresentou maior calogénese (33%) foi o

meio nutritivo suplementado com 9 uM de 2,4-D e 32 uM de BAP, entretanto, de
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modo geral, a associacdo entre a auxina e citocinina testada reduziu

significativamente a calogénese (Tabela 1).

Tabela 1: Porcentagem de sobrevivéncia, oxidagao e calogénese em plantas de
Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis em fun¢do da combinacao de
diferentes concentractes de 2,4D e BAP.

BAP (UM
e 8 5 = 6a  Meda
Sobrevivéncia
100,004 100,002 100,002 100,004 93,33 A2 98,662
100,004 100,00A* 100,002 100,00%* 100,00% 100,002
18 100,004 100,004 100,002 100,00% 100,00%* 100,002
Média 100,004 100,004 100,004  100,00% 97,774 100,007
Oxidacéo
39,9942 83,3372 86,662 49,9942  §3,33 A2 64,662
59,9944 73,3372 93,3342 93,3342 83,3372 81,102
18 66,6672 93,3372 66,6672 66,662 66,6672 71,992
Média 55,554 83,334 82,214 69,994 76,667
Calogénese
0 26,6782 0,004 0,00%a 6,6652 6,662 8,002
9 46,6678 0,00%¢ 0,00%¢ 33,337 6,66C 15,552
18 66,6672 0,007° 6,66"° 0,008 6,66"° 17,332
Média 46,66 A 0,008 2,228 13,33 B 6,66 B

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas nao diferem significativamente
entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05)

Morfologicamente, os calos apresentaram textura fridvel e uma coloracao
opaca, levemente amarronzada, e constituido por estruturas globulares
(esféricas) que se desprendiam facilmente do explante que os originou (Figura

1A). Alguns explantes n&o responderam aos tratamentos e oxidaram,
apresentando uma coloracdo marrom escura (Figura 1B).
A andlise histolégica dos calos, evidenciou a presenca de centros

meristematicos organizados, constituidos por células isodiamétricas com
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formato alongado, indiferenciadas, pequenas e com nudcleo e nucléolos

evidentes (Figura 1C-D).

Figura 1: Morfogénese e anatomia de calos de Comanthera mucugensis Giul. subsp.
mucugensis cultivado no escuro em meio MS suplementado com 18 uyM de 2,4D.
Crescimento de calos em formato globular (A) e explante oxidado (B). Panorama geral
do corte transversal de um segmento isolado de um calo com formato globular (C) e
células do centro meristemético (D). Barras: A, B: 5 mm; C: 500 um e D: 100um.

1.2 Efeito do BAP e do Picloran na formacé&o de calos
A sobrevivéncia dos explantes foi alta em todos os tratamentos e néo
diferiu estatisticamente para a interagéo entre BAP e Picloran, variando entre 60
e 100% (Tabela 2). Houve 100% de oxidacdo dos explantes, sendo que a
intensidade da mesma variou entre marrom claro e marrom escuro. Os explantes
que apresentaram coloracdo marrom escuro ndo responderam aos estimulos

dos reguladores vegetais e foram consideradas mortas (Tabela 2).
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O melhor resultado da interagéo entre BAP e Picloran para inducdo de
calogénese foi o tratamento suplementado com 200uM de Picloram (24%).
Diferente dos demais, o tratamento com 100uM de Picloram, isolado ou
combinado com BAP, néo foi responsivo em nenhuma das concentracdes

testadas para a calogénese (Tabela 2).

Tabela 2: Porcentagem de sobrevivéncia, oxidacdo e calogénese em plantas de
Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis em funcdo de da combinacéo de
diferentes concentragfes de BAP e Picloran.

Picloran (uM)

BAP(uM) Média
0 50 100 200
Sobrevivéncia
0 75,80ABa 60,0042 84,0072 100,007 78,112
50 84,007 80,0042 76,0042 68,0072 77,002
100 88,0012 84,0012 88,0072 80,007 85,002
200 100,004 80,0012 84,0012 76,0072 85,002
Média 82,001 76,004 83,001 81,001
Oxidacéo
0 100,004 100,004  100,00% 100,004 100,002
50 100,004 100,004  100,00% 100,004 100,002
100 100,002 100,002 100,00% 100,007 100,002
200 100,002 100,002 100,00% 100,007 100,002
Média 100,004 100,00 100,00 100,00
Calogénese
0 2,86AP 4,00A° 0,004° 24,0072 5,552
50 8,007 12,0042 0,00%a 0,008B2 5,002
100 0,007 4,00%2 0,00%a 0,008B2 2,002
200 8,007 0,0072 0,0072 0,0082 1,002
Média 3,894 5,004 0,00% 6,004

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas e maiUsculas nas colunas ndo diferem significativamente
entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os calos apresentaram formas variadas e em sua maioria com textura

compacta (Figura 2 A-D). Houve variagao na coloragcao dos calos do experimento
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com 2,4-D combinado com BAP, apresentando diferentes tonalidades de
marrom e um padréao globular observado nos tratamentos com 200uM de BAP
(Figura 2A) e 200puM de Picloran (Figura 2D). Além disso, uma amostra dos calos
originados no tratamento com 200 uM de Picloran apresentou uma estrutura
alongada com regides clorofiladas emitidas a partir de um calo que se assemelha

ao desenvolvimento de um broto (Figura 2 E-F).

Figura 2: Morfologia dos diferentes tipos de calos encontrados Comanthera mucugensis
Giul. subsp. mucugensis cultivados em meio MS suplementado com 200uM de BAP (A),
50uM de BAP e 100uM de Picloram (B), 50uM de BAP e 50uM de Picloram (C) e 200uM
de Picloram (D-F). Calos com diferentes padr6es morfoldgicos e em escalas de tons de
marrom (A-D). Estrutura morfolégica clorofilada desenvolvida a partir de calos (E-F).
Barras: 1 mm

A analise histolégica evidenciou uma estrutura globular sem conexao
vascular com o explante que o originou (Figura 3) no tratamento com 200uM de
Picloram. E possivel visualizar células meristematicas no centro do calo, com

nucleo evidente.
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Figura 3: Analise histoldgica de calos de Comanthera mucugensis Giul. subsp.
mucugensis obtidos de explantes cultivados no escuro em meio MS suplementado com
200uM de Picloram. Aspecto geral do corte transversal do explante com calos (A) e
detalhe das células do calo (B). Barra: A - 500 um; B - 100 um.
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1.3 Efeito de diferentes concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP) na
maturacédo de calos com potencial embriogénico

Os calos com formatos globulares, obtidos nos tratamentos com 18 uM

de 2,4-D e 64 uM de BAP, que foram transferidos para meios contendo diferentes

concentracbes de BAP ndo responderam ao estimulo do regulador vegetal.

Portanto, ndo houveram modificacdes morfolégicas nas estruturas globulares e

nem a maturacdo de possiveis embrides somaticos.

2. Efeito de diferentes concentracbes de ANA na inducdo da
organogénese indireta

No experimento utilizando o explante folha, apenas os exemplares
inoculados em meio nutritivo livre de reguladores vegetais emitiram brotos
(Tabela 3). A via de regeneracéo foi a organogénese direta e poucos explantes

emitiram mais de um broto, apresentando uma média de 0,53 brotos por
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explante. Houve emisséo de brotos pela folha mesmo quando esta apresentava-
se oxidada (Figura 4A).

Tabela 3: Efeito de diferentes concentracdes de ANA sobre a sobrevivéncia (%),
brotacdo (%), nUmero de brotos por explante e calogénese (%) no explante folha de

Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis.

ANA (UM)  Sobrevivéncia (%) Brotagao (%) Brotos/explante Calogénese (%)

0,0 26,662 11,002 0,532 0,002
4,9 0,00° 0,00° 0,00° 0,002
9,8 0,00° 0,00° 0,00° 0,002

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas nédo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Tukey (p<0,05)

O aumento nas concentracbes de ANA reduziu significativamente a
sobrevivéncia do explante caule (Tabela 4). O maior percentual de sobrevivéncia
ocorreu no tratamento controle (71,67%) e, o meio de cultivo suplementado com
a maior concentracdo de ANA promoveu o menor percentual para esta variavel
(23,33%). O tratamento com concentracdo intermediaria ndo diferiu
significativamente dos demais. Ndo houve diferenga significativa entre as

diferentes concentracdes de ANA para a calogénese.

Tabela 4: Efeito de diferentes concentracdes de ANA sobre a, sobrevivéncia (%),
brotacdo(%), numero de brotos por explante e calogénese (%) no explante caule

Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis.

ANA (UM)  Sobrevivéncia (%) Brotacdo (%) Brotos/explante Calogénese (%)

0,0 71,672 60,002 4,722 26,662
4,9 50,002 50,002 4,542 36,662
9,8 23,33 60,002 0,632 13,332

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas e mailUsculas nas colunas ndo diferem significativamente
entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05)

39



Quando analisada a variavel brotacéo € possivel observar que ndo houve
diferencga estatistica entre as concentracdes de ANA, tendo sua porcentagem
variado entre 50 e 60%. Os numeros de brotos por explante oscilaram entre 0,63
e 4,72 e também ndo apresentou diferenca significativa entre as diferentes
concentracoes de ANA e o controle.

Foi observada organogénese direta no explante submetido ao tratamento
controle para folha (Figura 4A) e com 9,8 uM de ANA para o explante caule

(Figura 4B).

Figura 4: Organogénese direta e indireta de C. mucugensis Giul. subsp. mucugensis.
Formacé&o de brotacédo de forma direta a partir de folha (A) e caule (B); Formacéao de
caule no explante caule e inicio de diferenciacao de brotacées apds 30 dias de cultivo
(C) e mdltiplas das brotagbes apoés 45 dias de cultivo (D) com 4,9 uM de ANA . Barra:
Imm.

Passados 30 dias de cultivo in vitro os explantes caule apresentaram

calogénese (Figura 4C). Os calos continuaram sendo avaliados quinzenalmente
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e com 45 dias de cultivo, houve a diferenciagdo de brotos derivados dos calos
(figura 4D), o que evidencia a ocorréncia de organogénese indireta a partir do

explante folha com 4,9 uM de ANA.

DISCUSSAO

A obtencdo de explantes para a multiplicagcdo in vitro a partir da
germinagdo apresenta algumas vantagens como: a variabilidade genética, a
reducdo de agentes contaminantes e a juvenilidade dos explantes, que podem
otimizar a regeneracéo in vitro (GOLLE et al. 2014; DIDONE et al. 2015). No
caso de espécies nativas ameacadas de extincdo, esse método, além das
vantagens supracitadas, evita a remogédo de exemplares do seu habitat e
reduzem os danos fisicos a planta-méae, caso haja retirada de partes da planta
(LEMA-RUMINSKA; KULUS, 2014). No caso de C. mucugensis, apos 0
estabelecimento in vitro via sementes, podem ser utilizados como explantes as
folnas e o caule, entretanto, o caule apresentou melhor resposta para a
organogénese indireta tanto neste trabalho quanto em trabalhos anteriores
(PAIXAO-SANTOS et al. 2008; LIMA-BRITO et al. 2011). Segundo Lima et al.
(2012) isto pode ser atribuido a maior presenca de tecidos meristematicos no
caule, quando comparados as folhas.

A obtencdo de brotos a partir de calos pode aumentar a variabilidade
genética devido a possibilidade de variacdo somaclonal decorrente do
desordenado crescimento dos tecidos no processo de calogénese. Dessa forma,
tanto a embriogénese somatica como a organogénese indireta seriam

interessantes para a C. mucugensis, pois as populagfes dessa espécie possuem
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baixa variabilidade genotipica devido a elevada endogamia (LIMA-BRITO et al.
2011) .

No presente trabalho o uso de reguladores vegetais no meio nutritivo
possibilitou a formagé&o de calos nos trés experimentos. Os reguladores vegetais
mais utilizados na obtencao de calos sdo as auxinas e as citocininas. Apesar do
conhecimento sobre a importancia desses reguladores para a inducdo e
desenvolvimento de calos, ndo ha um consenso sobre o tipo de regulador vegetal
e a concentracgao ideal para que isso ocorra.

O primeiro experimento, evidenciou uma interagdo significativa (Tabela
1) para a producédo de calos, e a auxina 2,4 D e a citocinina BAP. Alguns
trabalhos com C. mucugensis induziram calos na presenca de BAP. Paixao-
Santos et al. (2008), que utilizando BAP nas concentracbes 1,78 e 3,55 pM
encontraram as maiores porcentagens de calo 71,25 % e 68,75 %,
respectivamente, no entanto, os autores ndo observaram a regeneracédo de
brotos a partir dos calos. J& Albuquerque (2013) observou a organogénese
indireta no explante folha, com uma concentragao de 0,88 uM de BAP.

Para a obtencdo calos com potencial embriogénico, muitos trabalhos
obtiveram sucesso utilizando o 2,4 D isolado ou combinado com BAP como em
Saccharum spp. (ALCANTARA et al. 2014), Agave sisalana (CARNEIRO et al.
2014), Hilocereus undatus (LOPES et al. 2016), Byrsonima intermedia
(NOGUEIRA et al. 2007). Esses trabalhos reforcam os dados obtidos no
presente estudo, evidenciando que explantes submetidos a condicdes de 2,4-D
e BAP podem induzir a calogénese e posterior desenvolvimento em embrides
somaticos. O 2,4-D tem sido utilizado na inducdo de embriogénese somatica

indireta porque interfere no metabolismo do RNA, induzindo a transcricdo de
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RNAs mensageiros que codificam proteinas que podem induzir a proliferacéo
celular desordenada (GEORGE et al. 2008).

No experimento 2, além da citocinina BAP foi utilizada a auxina Picloram.
A andlise dos dados da Tabela 2 mostraram que o Picloram induziu a producao
de calos. Esse regulador vegetal, também se mostrou eficiente na inducédo de
calos com potencial embriogénico sendo usado isoladamente em Eucalyptus
grandis (TITON et al. 2007), ou associada a outros reguladores como em Musa
acuminata (REMAKANTHAN et al. 2013) no qual foi combinado com ANA e em
Pelargonium sidoides (KUMAR et al. 2015) combinado com o Thidiazuron (TDZ).

Nesse trabalho, todos os experimentos obtiveram calos, entretanto,
apenas o experimento para a organogénese indireta originou brotos (Figura 4 C-
D). A obtencéo de plantas via organogénese indireta pode trazer beneficios, pois
os calos, por serem um tecido desorganizado, pode favorecer a obtencédo de
plantas com diferentes informa¢cBes genéticas a depender da célula que se
organize (GEORGE et al. 2008) . Além disso, essa variabilidade pode ser
interessante para o mercado ornamental, pois aumenta a probabilidade de se
obter variedades com caracteristicas desejadas (ALBUQUERQUE, 2013). Os
dados encontrados nesse trabalho contrastaram com os encontrados por Lima-
Brito et al. (2011), no qual foi observado a presenca de organogénese indireta
em C. mucugensis em meio nutritivo suplementado apenas com 4,44 uM de
BAP. No presente estudo a organogénese indireta foi observada no explante
caule, porém, em meio nutritivo contendo 4,9 uM de ANA e os explantes
submetidos somente a 4,44 uM de BAP emitiram calos, mas ndo originaram

brotos.
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Para a organogénese indireta de C. mucugensis Giul. subsp. mucugensis,
com o explante folha Albuquerque (2013), obteve o melhor resultado utilizando
a concentracdo de 0,88 uM de BAP, que foi a maior concentragéo utilizada no
seu trabalho. Esse resultado difere do que foi encontrado no presente estudo
onde apenas na auséncia de reguladores vegetais foi observado a regeneracéo
de brotos e por organogénese direta (Tabela 03; Figura 4A). A diferenca entre
os resultados pode ter ocorrido devido a via organogénica poder ser determinada
pela quantidade e a proporcéo de reguladores vegetais aplicados, o genétipo e
até mesmo o local da excisdo do explante (LEMA-RUMINSKA;KULUS, 2014),
sendo necessarios mais estudos sobre essa via de regeneracdo para o
desenvolvimento de um protocolo eficiente.

A presencga de centros meristematicos, assim como a presenca de células
com nucleos (Figura 1 D) podem indicar um inicio de desorganizacao celular ou
a diferenciacdo de células do sistema vascular (NEPOMUCENO, 2012). Isso
pode ocorrer por, nos calos, alguns tipos de células especializadas voltarem a
ocorrer de forma aleatoria e se estiverem associadas a centros morfogénicos
poderdo originar 6érgaos, brotos e embrides (GEORGE et al. 2008).

Houve uma grande variacdo morfologica nos calos obtidos (Figura 2 A-
D). A coloragédo opaca deve-se ao fato dos explantes terem sido mantidos no
escuro para a inducdo de embribes somaticos. JA o formato de calos
diferenciados pode ter sido em decorréncia da acdo das diferentes
concentracdes e combinacdes dos reguladores BAP e Picloran. Foi observada a
formacado de estruturas clorofiladas (Figura 2 E-F) que se assemelham a um

broto. Morfologia similar foi encontrada por Kumar et al. (2015) que descrevem
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a estrutura como sendo estégio cotilidonar do embrido reforcando a hipotese de
que o Picloran pode ser um bom indutor de embrides sométicos.

A auséncia de conexdao vascular entre a planta mée e o calo (Figura 3A)
€ mais um indicio que explantes submetidos a 200uM de Picloran podem vir a
originar embrides somaticos. Esse indicio é reforcado por Vicient e Martinez
(1998) que afirmaram que o desenvolvimento de embrides somaticos passa por
estadios similares aos que ocorrem na embriogénese zigGtica, caracterizando-
se por nao apresentar nenhuma conexao vascular com o tecido materno, o que
foi observado neste trabalho, sugerindo que pode ter sido obtido um embrido
somatico por via indireta, ou seja, precedido pela fase de calo. Alguns estudos
mostraram a ocorréncia de embriogénese indireta como foi o caso de Agave
sisalana (CARNEIRO et al. 2014), Pelargonium sidoides (KUMAR et al. 2015),
Ananas comosus (YAPO et al. 2011), Musa acuminata AAA cv. Grand Naine
(REMAKANTHAN et al. 2013) e Hilocereus undatus (LOPES et al. 2016).

As condi¢des de manutencdo na auséncia de luz e em meio nutritivo com
altas concentracdes de reguladores pode ter interferido no desenvolvimento de
brotos ou embrides soméaticos. Dessa forma, sugere-se que os calos com
potencial embriogénico e/ou organogénico sejam transferidos para meio nutritivo
adequado para induzir o desenvolvimento, e mantidos em condicbes de
luminosidade que possibilitem o desenvolvimento dos calos em brotos ou

embrides somaticos.
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CONCLUSOES

Os reguladores vegetais Picloran e 2,4-D induzem de calos com potencial
embriogénico em C. mucugensis.

A inducédo de brotos in vitro de C. mucugensis Giul. Subsp. mucugensis
via organogénese ocorre de forma direta e indireta.

O regulador vegetal ANA na concentragdo de 4,9 uM € eficiente na
organogénese indireta para o explante caule.

A organogénese direta no explante folha ocorre em meio isento de

regulador vegetal.
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Conservacao de Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis
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RESUMO

A familia Eriocaulaceae apresenta distribuicdo pantropical podendo ter
exemplares encontrados em campos rupestres, como Comanthera mucugensis
Giul. subsp. mucugensis. Essa é umas das espécies conhecidas como sempre-
viva, pois suas flores mantem a aparéncia in natura meses apos a coleta, sendo
esse 0 motivo do intenso extrativismo que deixou a espécie em perigo de
extingdo. Nesse contexto, se faz necessario desenvolver estratégias de
conservacao para salvaguardar os recursos genéticos dessa espécie. Os
objetivos desse trabalho foram: (1) avaliar a qualidade fisiol6gica de sementes e
plantas de C. mucugensis armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C); (2)
analisar o armazenamento, a longo prazo, de sementes em diferentes
temperaturas; (3) identificar a melhor matriz de encapsulamento para plantas de
C. mucugensis. Assim, sementes foram armazenadas em criotubos e imersos
em nitrogénio liquido (-196°C) por 1; 7; 30; 360 e 540 dias e apos o
armazenamento inoculadas em meio de cultivo com metade das concentracdes
salinas (MS/2), exceto o controle que foi inoculado no mesmo dia. A germinacgao
foi avaliada diariamente por 30 dias. Para avaliar o armazenamento, as
sementes foram mantidas em temperatura ambiente, geladeira, freezer (-20°C),
ultrafreezer (-80°C) e nitrogénio liquido (-196°C) por 30, 90 e 180 dias. Para a
criopreservacdo de plantas foram utilizadas as técnicas de vitrificacdo e
encapsulamento-desidratacao. A criopreservagao ndo comprometeu a qualidade
fisiolégica das sementes de C. mucugensis, entretanto, as técnicas utilizadas
para criopreservar as plantas inteiras ndo foram eficientes. O armazenamento
por até 180 dias ndo mostrou diferencas estatisticas significativas entre os
tratamentos realizados.

Palavras-chave: Encapsulamento. Vitrificagdo. Sempre-viva. Nitrogénio
Liquido.
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ABSTRACT

The Eriocaulaceae family presents a pantropical distribution, being able to have
specimens found in rupestrian fields such as Comanthera mucugensis Giul.
subsp. mucugensis. This is one of the species known as “sempre viva”, once its
flowers maintain the in natura appearance months after the collection, causing
an intense extractivism and left C. mucugensis as an endangered species. In this
context, conservation strategies have to be developed to safeguard the genetic
resources of this species. The objectives of this work were: (1) to evaluate the
physiological quality of seeds and plants of C. mucugensis stored in liquid
nitrogen (-196°C); (2) analyze the long-term storage of seeds at different
temperatures; (3) identify the improved encapsulation matrix for C. mucugensis
plants. Seeds of C. mucugensis were stored in cryotubes and immersed in liquid
nitrogen for 1; 7; 30;360 and 540 days and thereafter inoculated in Murashige
and Skoog (1962) medium with half saline concentrations (MS / 2), except for the
control that was directly inoculated in the same day. Germination was evaluated
daily for 30 days. To evaluate the storage the seeds were preserved at room
temperature, refrigerator, freezer (-20°C), ultrafreezer (-80°C) and liquid nitrogen
(-196°C) for 30, 90 and 180 days. For the plants cryopreservation, were used the
vitrification and encapsulation-desiccation techniques. Cryopreservation did not
compromise the physiological quality of C. mucugensis seeds, however the
techniques used to cryopreserve entire plants were not efficient. Storage for up
to 180 days did not show statistical significant differences.

KEYWORDS: Encapsulation. Vitrification. “Sempre-viva”. Liquid Nitrogen.
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INTRODUCAO

A familia Eriocaulaceae apresenta cerca de 1400 espécies distribuidas
em 10 géneros, cujo centro de diversidade é a regido da cadeia do espinhaco,
localizada entre os estados de Minas Gerais e Bahia (GIULIETTI; HENSOLD,
1990; GIULIETTI et al. 2012). Muitas espécies dessa familia sdo conhecidas
como sempre-vivas por suas flores preservarem a aparéncia in natura por longos
periodos apos a colheita (GIULIETTI et al. 1996), caracteristica que as tornam
atrativas para o mercado ornamental. Dentre essas espécies encontra-se
Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis, planta endémica do
municipio de Mucugé, localizado na Chapada Diamantina, BA. Esta espécie
sofreu com o intenso extrativismo para o abastecimento do mercado Japonés e
Europeu na década de 80 (GIULIETTI et al. 1988). A continua remocao da C.
mucugensis Giul. subsp. mucugensis do seu habitat e queimadas constantes na
regido contribuiram para que esta espécie seja considerada em risco de extincédo
(GIULIETTI et al. 1988; CERQUEIRA et al. 2008). A vulnerabilidade da espécie,
gue encontra-se em perigo de extincdo (MARTINELLE; MORAES, 2013), torna
imprescindivel o estabelecimento de estratégias para a sua conservacao.

A conservacao in situ preserva a espécie em seu ambiente de ocorréncia
natural, preservando os processos fisicos e bioldgicos que a conservacéao ex situ
seria incapaz de salvaguardar, como, fatores evolutivos e interacfes ecoldgicas
gue podem ser estratégias complementares ou essenciais para a sobrevivéncia
da espécie (MAXTED et al. 1997; RAVEN; HAVENS, 2014). Esta forma de
conservagao apresenta alguns vulnerabilidade como a necessidade de areas
extensas, mao de obra qualificada e recursos continuos para a sua manutencao

(ENGELMANN, 2011).
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A conservacao ex situ, ocorre fora do ambiente de ocorréncia natural das
espécies podendo conserva-las por médio ou longo prazo. Neste caso, deve-se
preservar uma amostra representativa das populagcdes naturais visando
conservar a variabilidade genética, de forma que as caracteristicas anatémicas,
fisiologicas e bioquimicas possam ser preservadas. Sementes, pdlen e esporos
de plantas sdo adequados para conserva¢do a médio e longo prazo por causa
de sua adaptacdo natural e por sustentar a viabilidade por longos periodos de
tempo (HEYWOODA,; IRIONDO, 2003).

A conservacdo ex situ pode ser utilizada para complementar a in situ
quando se preserva amostras de populagbes naturais em bancos de
germoplasma, como por exemplo, em bancos in vitro, banco de sementes e
criobancos. A conservacao de materiais vegetais em nitrogénio liquido (-196 °C),
criopreservacao, € eficiente quando se visa conservar 0S recursos genéticos a
longo prazo (ENGELMANN, 1991; ENGELMANN 2011). Quando se conserva
plantas visando a reintroducédo delas no ambiente, o mais adequado é que essas
plantas sejam obtidas por meio de germinagéo. Dessa forma, a criopreservacao
de sementes é adequada por conservar a diversidade genética, por requerer um
espaco pequeno para seu armazenamento e, além disso, porque ndo expde a
planta ao estresse de um cultivo in vitro e a possiveis variagdes somaclonais
(PERULLO et al. 2015).

Nos ultimos anos, a criopreservacdo de sementes de espécies nativas
ameacadas foi o foco de alguns trabalhos com espécies nativas como cactaceas
(MARCHI et al. 2013; CIVATTI et al., 2014; BARBARA et al. 2015), aroeira e
baraina (GONZAGA et al., 2003) e pau-ferro (LACERDA et al. 2002). Para um

protocolo eficiente de criopreservacdo de sementes € necessario um estudo
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prévio sobre suas propriedades fisico-quimicas e principalmente sobre o teor de
umidade ideal (ENGELMANN, 2004). O excesso de agua na semente pode
interferir na tolerancia a desidratacdo e ao congelamento em nitrogénio liquido
causando danos as suas células e limitando a capacidade de sobrevivéncia dos
tecidos vegetais (SANTOS, 2000).

Segundo Chetverikova (2011) ha um elevado nimero de trabalhos sobre
a viabilidade de sementes criopreservadas. No entanto, até junho de 2017 ha
apenas um trabalho com espécies da familia Eriocaulaceae (DUARTE, 2009),
cujo trabalho avaliou por 120 dias a conservacao de sementes de Syngonanthus
elegans e Syngonanhtus arthrotrichus em temperatura ambiente, geladeira e
nitrogénio liquido e mostrou que o armazenamento em geladeira e nitrogénio
liquido pelo tempo testado n&o interferiu no comportamento fisiolégico das
sementes. A lacuna na literatura sobre esse método para a espécie e a
importancia da conservacao de C. mucugensis Giul. subsp. mucugensis a longo
prazo justifica o investimento em pesquisa com criopreservacao.

Para a crioconservacdo de brotos faz-se necessario a utilizacdo de
técnicas que reduzam a quantidade de liquidos na célula antes do seu
congelamento. A desidratacdo € um passo fundamental, pois dessa forma evita-
se a cristalizacdo do citosol e posterior rompimento das membranas celulares
durante o processo de descongelamento (SANTOS, 2000). Dentre as técnicas
utilizadas temos o congelamento lento, a vitrificacdo e o encapsulamento-
desidratacdo (ENGELMANN, 2004) sendo os dois ultimos utilizados no presente
estudo.

A vitrificacdo, consiste em um processo no qual os liquidos passam a ser

uma solucdo saturada e de alta viscosidade e por conta disso apresentam
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propriedades mecéanicas de um sélido sem a formacdo de uma estrutura
cristalina, ndo ocorrendo mudancas bioquimicas (SANTOS, 2000). Para que
ocorra a vitrificagdo, o material a ser congelado devera ser exposto previamente
a solucdes crioprotetoras (ENGELMANN, 2010). As concentragbes dessas
solugbes sao elevadas de forma a garantir uma maior desidratacdo dos
explantes e, além disso, o congelamento e o reaguecimento devem ser rapidos
para garantir o sucesso do procedimento (SAKAI; ENGELMANN, 2007; SAKAI
et al. 2008).

Dentre as solugfes crioprotetoras mais comuns estdo dimetilsulfoxido
(DMSO), etilenoglicol e metanol (SANTOS, 2000; BENSON, 2008). Entretanto,
essas substancias em concentracdes elevadas sdo toxicas ao material biol6gico
e as mesmas tém sido substituidas por carboidratos como sacarose, trealose e
glicose (BENSON, 2008) que tém a vantagem de atuarem como agente
vitrificante e ndo serem toxicos as células (SANTOS, 2000).

O encapsulamento de propagulos (embrides somaticos, gemas apicais,
tecidos meristematicos e brotos) vem sendo utilizado para a conservagéo a longo
prazo. Neste Ultimo, essa técnica é associada a criopreservacdo (SANTOS,
2000). O primeiro passo para a realizacdo dessa técnica € verificar a melhor
matriz de encapsulamento para formacgéo da cdpsula e se a mesma interfere no
desenvolvimento da planta. Para que o explante seja congelado, é necessario
um pré-cultivo do material encapsulado em solugdo hiperconcentrada de
sacarose e posterior desidratacdo em fluxo laminar, onde o material encapsulado
€ previamente dessecado antes de ser submetido a temperatura ultrabaixa em

nitrogénio liquido (-196°C) (SANTOS, 2000; ENGELMANN, 2004). Assim como
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a técnica de vitrificac@o a desidratacéo inicial € determinante para o sucesso do
processo.

A criopreservacao pode ser uma Gtima alternativa para a conservacao ex
situ de C. mucugensis, porém ha outras formas de congelamento que podem ser
tdo eficientes quanto o congelamento em nitrogénio liquido e mais acessiveis.
Neste contexto, o freezer (-20°C) e o ultrafreezer (-80°C), equipamentos comuns
em instituices de ensino e pesquisa e/ou bancos de germoplasma, que podem
ser locais adequados ao armazenamento. E importante ressaltar que para todos
esses estudos se faz necessario também a avaliacdo das sementes em
temperatura ambiente para verificar o quéo eficiente € o protocolo desenvolvido.

Até a presente data ndo ha registro na literatura de trabalhos sobre
criopreservacdo de plantas de C. mucugensis Giul. subsp. mucugensis ou de
outras espécies do género, seja através da vitrificacdo ou encapsulamento-
desidratacdo, assim como n&o foram encontrados trabalhos que tenham
avaliado a conservacdo de sementes da espécie estudada em diferentes
condi¢cbes de armazenamento.

Desta forma, os objetivos deste trabalho foram: avaliar a qualidade
fisiologica das sementes armazenadas em nitrogénio liquido, aclimatizar plantas
oriundas de sementes criopreservadas, avaliar a eficiéncia de solucdes
crioprotetoras na criopreservacdo de plantas, identificar o melhor explante e
matriz de encapsulamento para plantas e, verificar se a técnica de
encapasulamento-desidratacdo € eficiente para a criopreservacao de plantas de

C. mucugensis Giul. subsp. mucugensis.
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MATERIAL E METODOS

1. Material vegetal

As sementes de C. mucugensis foram coletadas no Projeto Sempre Viva,
localizado no municipio de Mucugé, BA (12°59'83”S e 42°20’91”°W) e mantidas
em temperatura ambiente até a montagem dos experimentos no Laboratoério de

Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade Federal da Bahia — LCTV-UFBA.

2. Criopreservacao

2.1 Criopreservagao das sementes

2.1.1 Teor de umidade

Foi avaliado o teor de umidade das sementes antes de serem congeladas
em nitrogénio liquido (-196°C). A avaliacéo foi realizada de acordo com método
da estufa a 105°C (Brasil, 2009), sendo pesadas 100 sementes foram pesadas
em balanca analitica para obter o peso fresco. Em seguida, as amostras foram
mantidas em estufa a 105°C por 24 h e pesadas novamente para obter o peso

seco. Para a obtencédo do teor de umidade foi utilizada a formula abaixo:

100(P —
% de umidade = J
P—t
Onde:
P = peso inicial, peso do recipiente e das sementes umidas;

p = peso final, peso do recipiente e das sementes secas;

t = tara, peso do recipiente
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2.1.2 Congelamento em Nitrogénio Liquido

As sementes de C. mucugensis Giul. subsp. mucugensis foram
armazenadas em criotubos e imersas em botijado contendo nitrogénio liquido (-
196°C) e mantidas por 01, 07, 30, 360 e 540 dias, exceto o grupo controle que
foi inoculado no mesmo dia. A manutencao das sementes em nitrogénio liquido
foi realizada no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade
Federal da Bahia (LCTV-UFBA). Ap6s a conclusdo de cada periodo de
armazenamento, oS criotubos contendo as sementes foram removidos do
nitrogénio liquido e descongelados a temperatura ambiente por uma hora. A
etapa seguinte foi a desinfestacdo em fluxo laminar onde as sementes foram
imersas por um minuto em etanol (70%) e por quinze minutos em hipoclorito de
sédio (2,5% de cloro ativo), na sequéncia foram realizadas quatro lavagens em
adgua estéril. As sementes foram inoculadas em frascos de vidro (250 mL)
contendo 50 mL de meio Murashige e Skoog (MURASHIGE e SKOOG, 1962)
com metade das concentracdes salinas (MS/2) suplementado com 15 g L
sacarose e gelificado com 7 g Lt de agar. O pH do meio nutritivo foi ajustado
entre 5,6 e 5,8 e, em seguida, esterilizado em autoclave por 15 min a 121°C.

As unidades experimentais foram mantidas em camara de germinacao a
25 + 3°C sob luz branca fluorescente (60 umol m=2 s1) e fotoperiodo de 16h por

30 dias.

2.1.3 Varidveis analisadas e andlises estatisticas

Para a analise, foram consideradas germinadas as sementes nas quais
era possivel observar a emissdo dos primordios foliares com o auxilio de uma

lupa. A germinacgéo das sementes foi avaliada por 30 dias apos a inoculacdo. As
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variaveis analisadas consistram em percentual de germinagdo ou
germinabilidade (%G), tempo médio de germinacgéo (TMG), indice de velocidade
de germinacdo (IVG), coeficiente de uniformidade de germinagao (CUG) e
distribuicdo da frequéncia acumulada (FA) da germinacdo (SANTANA; RANAL,
2000). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com
quatro repeticdes de 25 sementes cada.

Os dados experimentais foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e as diferencas significativas entre dos tratamentos foram
determinadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando o programa

estatistico Sisvar 5.1 (FERREIRA, 2011).

2.2 Aclimatizacao de plantas oriundas de sementes criopreservadas

2.2.1 Material vegetal

Os explantes utilizados foram plantas obtidas a partir da germinacéo in
vitro de sementes criopreservadas por 540 dias. ApOs a germinacgéo, as plantas
permaneceram por 60 dias no mesmo meio e, posteriormente, foram transferidas
para meio de cultivo MS/2 suplementado com 4,9 uM acido indol-butirico (AIB)
4,9 uM (Lima-Brito et al. 2016) e sacarose 15 g L e gelificado com agar 7 g L
onde permaneceram por mais 60 dias para enraizamento em camara de
germinacdo a 25 + 3° C sob luz branca fluorescente (60 pmol m? s?) e
fotoperiodo de 16h.

2.2.2 Aclimatizacao

Foram transferidas para o0 ambiente ex vitro 90 plantas com
aproximadamente 2 cm de parte aérea. O cultivo foi realizado em garrafas de

polietileno (PET) de 2 L com tampa, que foram cortadas sendo a parte inferior
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utilizada como vaso, onde foi colocado o substrato para cultivo, composto por
areia e terra vegetal (1:1). Em cada vaso foram colocadas trés plantas e em
seguida a parte superior da garrafa PET foi encaixada sobre a inferior para
manter a umidade. Apés 15 dias da transferéncia as garrafas foram
destampadas e transcorridos 30 dias a parte superior das garrafas foram
removidas. As plantas foram mantidas sob sombreamento de 50% e regadas a
cada dois dias.

2.2.3 Variaveis analisadas

Ap6s 60 dias de transferéncia foram avaliados o percentual de
sobrevivéncia, numero de brotos e vigor, sendo este Ultimo mensurado
visualmente, observando-se a coloragcdo e o desenvolvimento das folhas e

raizes.

2.3 Criopreservacgéo de plantas

Foram colocados 15 brotos (5mm) oriundos da germinacéo in vitro em
criotubos contendo diferentes solucdes crioprotetoras (2M de glicerol; 0,4 M de
sacarose ou 2M de glicerol + 0,4M de sacarose) por 20 minutos a 25°C (tabela
1). Em seguida foram submetidas a solucéo de vitrificacdo PVS2 (SAKAI et al.
1990) composta por 30% (w/v) de glicerol, 15% (w/v) de etilenoglicol e 15%(w/v)
de dimetilsulféxido (DMSO) em meio MS/2 liquido suplementado com 0,4M de
sacarose (pH 5,7), por 10 minutos em temperatura ambiente (25°C).

Os criotubos foram mantidos em tanques de nitrogénio liquido por 7 dias.
Os mesmos foram descongelados em temperatura ambiente por 40 minutos
seguidos de 15 minutos em banho-maria a 40°C. No fluxo laminar, os explantes

foram retirados dos criotubos e lavados em meio MS/2 liquido suplementado com
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0,4M de sacarose (pH 5,7) e, posteriormente, inoculados em potes de vidro
contendo 50 mL de meio de cultura MS/2 suplementado com sacarose 15 g L
e gelificado com &gar 7 g L'1. O delineamento foi inteiramente casualizado com
trés repeticoes de trés repeticbes cada. As unidades experimentais foram
mantidas por 30 dias em sala de crescimento a 24 = 3°C sob luz fluorescente

branca (60 ymol m=2 s?) e 16 horas de fotoperiodo.

Tabela 1. Criopreservacdo de plantas de Comanthera mucugensis Giul. subsp.
mucugensis submetidas a diferentes solu¢des de osmoprotecéo, solucao de vitrificagcao
(PVS2) e nitrogénio liquido (-196°C).

Solucdes de Solucdes de Nitrogénio
Tratamentos
Osmoprotegéo Vitrificag&o Liquido

Controle 1 - - -
Controle 2 - - Sim

T1 Glicerol PVS2 Sim

T2 Sacarose PVS2 Sim

T3 Glicerol+ sacarose PVS2 Sim

3. Conservacao de sementes em diferentes ambientes

O teor de umidade foi determinado conforme descrito no item 2.1.1.
As sementes foram separadas em grupos de 75 e posteriormente
conservadas em oito diferentes ambientes por 30, 90 e 180 dias. Cada ambiente

foi considerado um tratamento conforme a descrigcao que segue:
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T1: Temperatura ambiente em criotubo - Controle

T2: Temperatura ambiente em criotubo contendo silica

T3: Temperatura ambiente em saco de papel

T4: Temperatura ambiente em saco de papel e imerso em silica
T5: Geladeira em criotubo (4°C)

T6: Freezer em criotubo (-20°C)

T7: Ultrafreezer em criotubo (-80°C)

T8: Nitrogénio liquido em criotubo (-196°C)

Ao término de cada periodo de armazenamento, as sementes foram
desinfestadas em &lcool (70%) por 1 minuto e hipoclorito de sédio (2,5%) por 15
minutos seguidos de trés lavagens com &gua estéril. Posteriormente as
sementes foram inoculadas em potes de vidro (250 mL) contendo 50 mL de meio
MS/2, suplementado com 15 g L* sacarose e 7 g L' de agar. O pH do meio
nutritivo foi ajustado entre 5,6 e 5,8 e, em seguida, o meio foi esterilizado em
autoclave por 15 min a 121°C.

O delineamento foi inteiramente casualisado com trés repeticdes de 25
sementes cada. As unidades experimentais foram mantidas em camara de
germinacdo a 25 + 3°C sob luz branca fluorescente (60 umol m?2 s?t) e
fotoperiodo de 16h por 30 dias.

Foram consideradas germinadas as sementes nas quais era possivel
observar a emisséo dos primordios foliares com auxilio de uma lupa.

As variaveis estatisticas analisadas foram as mesmas descritas no item

2.1.3.
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4. Encapsulamento de plantas

4.1 Material vegetal

As plantas oriundas da germinacéo in vitro foram cultivadas em meio de
cultura MS/2 e mantidas em sala de crescimento a 24 + 3°C sob luz fluorescente

branca (60 ymol m=2 s?) e 16 horas de fotoperiodo.

4.2 Encapsulamento

Foram utilizadas plantas com dois periodos de desenvolvimento: P1 - 15
dias (3mm) e P2 - 45 dias (5mm) apés a germinacdo. Para cada periodo de
desenvolvimento da planta foram realizados os seguintes tratamentos descritos

na Tabela 2.

Tabela 2. Descricdo dos tratamentos utilizados para o encapsulamento de plantas de
C. mucugensis Giul. subsp. mucugensis.

Tratamento Matriz Alginato de sédio (1%) Ambiente de conservacéao
T1 Temperatura Ambiente
T2 Diluido em agua Freezer (-20°C)
T3 Nitrogénio Liquido (-196°C)
T4 Temperatura Ambiente
T5 Diluido em Meio MS Freezer (-20°C)
T6 Nitrogénio Liquido (-196°C)
T7 Temperatura Ambiente
T8 Diluido em Meio MS/2 Freezer (-20°C)
T9 Nitrogénio Liquido (-196°C)

64



As plantas P2 tiveram parte das folhas e as raizes cortadas antes do
encapsulamento, enquanto que, as plantas P1 foram encapsuladas sem cortes.
Primeiramente as plantas foram colocadas na matriz de alginato de sodio (1%).
Com o auxilio de uma micropipeta as plantas foram aspiradas e gotejadas em
solucéo de cloreto de calcio (100 mM) e mantidas por 20 min.

Apbés essa etapa, 0s explantes encapsulados, que ndo seriam
congelados, foram colocados em criotubos e mantidos em temperatura
ambiente. O material encapsulado e congelado, foi transferido para um
Erlenmeyer contendo 50 ml de solu¢cdo de sacarose 0,75M, mantidas na
auséncia de luz sob agitacdo de 70 rpm por 24h. transcorrido esse periodo foi
colocado em papel filtro e disposto em placas de Petri para secagem em fluxo
laminar por quatro horas. Em seguida, as capsulas foram colocadas em criotubos
e congeladas em freezer (-20°C) e nitrogénio liquido (-196°C) por 24h. O
descongelamento foi realizado em banho-maria (38°C) por 2min.

Transcorrido o tempo de armazenamento as capsulas, tanto as que
ficaram a temperatura ambiente quanto as que foram congeladas, foram
colocadas em solucdo de nitrato de potassio (100 mM) para descomplexagao
por 15 min, seguidas de trés lavagens em agua estéril. Foram inoculadas cinco
capsulas em potes de vidro (250 mL) contendo 50 mL de meio MS/2,
suplementado com 15 g L de sacarose e gelificado com 7 g L* de agar. O pH
do meio nutritivo foi ajustado entre 5,6 e 5,8 e 0 meio foi esterilizado em autoclave
por 15 min a 121°C.

As unidades experimentais foram mantidas em camara de germinacao a
25 + 3°C sob luz branca fluorescente (60 ymol m= s1) e fotoperiodo de 16h por

45 dias.
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4.3 Variaveis analisadas

A cada 15 dias foram avaliados a sobrevivéncia (%) e desenvolvimento das

folhas e raiz.

RESULTADOS

1.Criopreservacao
1.1 Criopreservacao das sementes
O teor de umidade apresentado pelas sementes de C. mucugensis Giul.

subsp. mucugensis foi de 8,62%.

A porcentagem de germinacao foi elevada e ndo apresentou diferenca
estatistica entre o controle (94%) e as sementes armazenadas nos demais
tratamentos, apresentando um minimo de 79% (540 dias) e um méaximo de 97%

(01 dia) de germinacao (Figura 01).
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Figura 1: Germinacdo de sementes de Comanthera mucugensis Giul. subsp.
mucugensis armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C) por 0, 1, 7, 30, 360 e 540 dias.
Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem significativamente entre si
pelo teste Tukey (p<0,05).
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A frequéncia acumulada da germinacédo (Figura 2) permite inferir que as
sementes ndo submetidas ao congelamento em nitrogénio liquido (controle)
comegaram a germinar precocemente, a partir do terceiro dia. Enquanto as
sementes criopreservadas por 1, 7, 30, 360 e 540 dias comegaram a germinar a
partir do sétimo dia. Embora tenha havido diferenca no tempo inicial da
germinacao, tanto o controle quanto as sementes criopreservadas apresentaram
0 pico de germinacao na semana subsequente as primeiras sementes emitirem
os primérdios foliares. Apds esse periodo, a taxa de germinacao das sementes
estagnou (Figura 2). Os dados evidenciam que a exposicéo a nitrogénio liquido
(-196 °C) nao interferiu na qualidade fisiol6gica das sementes conservadas por
até 540 dias, apesar deste tratamento ter sofrido uma pequena reducdo na

porcentagem de germinacao.
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Figura 2: Distribuicdo da frequéncia acumulada (FA) da germinacdo de sementes de
Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis ao longo do tempo de armazemento.
Os valores de FA representam a somatéria das quatro repeticdes simultaneas.
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O tratamento que apresentou um menor tempo médio de germinacao foi
o controle (8,79), no entanto, este n&do diferiu significativamente das sementes
armazenadas por 7 (10,00) e 30 dias (9,97), sendo estatisticamente diferentes
dos demais tratamentos: 1 (11,19), 360 (11,23) e 540 (12,83) dias (Tabela 3).
Esses dados nos mostram que o tempo médio da germinacdo aumentou a

medida que aumentou o tempo de armazenamento.

A variavel indice de velocidade média de germinacao foi similar entre o
controle (3,09) e as sementes criopreservadas por 1 (2,15), 360 (1,97) e 540 dias
(1,62) sendo estatisticamente diferentes dos demais periodos de

armazenamento.

Tabela 3. Efeito do periodo de armazenamento em nitrogénio liquido (-196°C) no tempo
médio de germinacao (TMG), indice de velocidade de germinacao (IVG) e coeficiente
de uniformidade de germinacéo (CUG) de sementes de Comanthera mucugensis Giul.
subsp.mucugensis.

Tempo de armazenamento (dias)

0 1 7 30 360 540
T™MG 8,79¢ 11,192 10,00P¢ 9,97 11,233 12,832
VG 3,09°¢ 2,15b¢ 2,320 2,513 1,97b¢ 1,62¢

CUG 0,090 0,165 0,509 0,373 0,180 0,122

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas nao diferem significativamente pelo teste de Tukey
(p=<0,05).

O coeficiente de uniformidade de germinacdo (CUG) diferiu apenas entre

o controle (0,90) e o armazenamento por 7 dias ndo apresentando diferenca
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estatistica entre o controle e os demais periodos de armazenamento em
nitrogénio liquido. Nos tempos avaliados o CUG variou de 0,509 a 0,090 para as

sementes armazenadas por 7 dias e o tratamento controle, respectivamente.

A criopreservacédo nao interferiu no desenvolvimento e na morfologia das
plantas em nenhum periodo de armazenamento (Figura 3). As plantas que
germinaram emitiram raizes e folhas que apresentaram a coloracdo verde

escura.

= 2

{
|

Figura 3. Desenvolvimento de C. mucugensis Giul. subsp. mucugensis originadas a
partir de sementes criopreservadas por 540 dias, com 30 (A), 90 (B) e 180 dias (C) apo6s
a germinagédo. (Barra: 1cm).

1.2 Aclimatizagéo

A porcentagem de sobrevivéncia das plantas foi de 66,66 %. As plantas
apresentaram vigor, evidenciado por um bom desenvolvimento das raizes e da
parte aérea. Houve predominio da coloracao verde nas folhas sendo um tom
mais claro no centro e mais escuro nas extremidades. Apenas trés plantas

apresentaram brotos e a média foi de dois brotos por planta.
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Figura 4. Plantas aclimatizadas de Comanthera. mucugensis Giul. subsp. mucugensis
originadas a partir de sementes criopreservadas por 540 dias. Planta no dia da
transferéncia do ambiente in vitro para o0 ambiente ex vitro (A); planta com 60 dias apds
a transferéncia para o ambiente ex vitro (B-C); e planta com broto (D). (Barra: 1cm).

1.3 Criopreservacéo de Plantas
As plantas nédo resistiram ao congelamento em nitrogénio liquido, mesmo
submetidas as diferentes solu¢des de carregamento e a solugéo de vitrificagao.

Apés 30 dias de cultivo apenas as plantas do tratamento controle sobreviveram

(Figura 5).
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Figura 5. Brotos de Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis derivados do
tratamento controle (A) e conservados em nitrogénio liquido (B) (Barra: 1cm).
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2. Conservacéao de sementes em diferentes ambientes
O teor de umidade apresentado pelas sementes de C. mucugensis Giul.

subsp. mucugensis, 15 dias apos a coleta foi de 9,67%.

N&o houve interacao significativa entre os fatores tempo e ambientes de
armazenamento para a varidvel percentual de germinacdo. Apenas o fator
isolado tempo interferiu significativamente. E possivel observar (Figura 6) que
nos tratamentos em que as sementes nao foram congeladas (T1, T2, T3, T4 e
T5) houve uma reducgéo no percentual de germinagédo quando comparados 0s
resultados do armazenamento por 90 e 180 dias, sendo esse resultado 0 oposto

ao encontrado para as sementes que foram congeladas (T6, T7 e T8).
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Figura 6. Germinacdo de sementes de Comanthera mucugensis Giul. subsp.
mucugensis conservadas em oito ambientes por trés diferentes periodos: 30, 90 e 180
dias. T1: Temperatura ambiente em criotubo — Controle; T2: Temperatura ambiente em
criotubo contendo silica; T3: Temperatura ambiente em saco de papel; T4: Temperatura
ambiente em saco de papel e imerso em silica; T5: Geladeira em criotubo (4°C); T6:
Freezer em criotubo (-20°C); T7: Ultrafreezer em criotubo (-80°C); e T8: Nitrogénio
liquido em criotubo (-196°C). (*) O tempo foi significativamente diferente dentro do tratamento.

A frequéncia acumulada da germinacéo (Figura 7) permite inferir que as
sementes do tratamento 1 (T1l) tendem a germinar antes das dos demais

tratamentos em todos os periodos de armazenamento avaliados.
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Figura 7. Distribuicdo da frequéncia acumulada (FA) da germinacdo de sementes de
Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis ao longo do tempo por 30 (A), 90 (B) e 180
(C) dias. Os valores de FA representam a somatéria das quatro repeticdes simultaneas.
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Apesar dessa diferenca no inicio da germinacao, todos os tratamentos
obtiveram o pico de germinacdo na semana seguinte a primeira semente emitir
os primérdios foliares. Transcorrido esse momento poucas sementes
germinaram. Apos 180 dias de armazenamento, o numero de sementes
germinadas foi mais elevado nos tratamentos cujas sementes foram congeladas
(T6, T7 e T8), e o T1 apresentou uma reducdo significativa no nimero de

sementes germinadas em relagdo as sementes armazenadas por 30 e 90 dias.

Em relacdo ao tempo médio de germinacdo, houve uma interacao
significativa entre o tempo e os ambientes de armazenamento. Os tratamentos
que apresentaram um menor tempo médio de germinacdo foram o
armazenamento por 30 dias, T8 (11,75) e T5 (11,63) e por 90 dias, T1 (11,38),

T3 (12,25), T5 (12,57), T6 (12,74) e T7 (11,82). (Tabela 4).

A variavel indice de velocidade de germinacao (IVG) apresentou interacao
significativa entre os fatores. Os melhores valores apresentados foram, quando
avaliados por 30 dias, o T5 (2,081) e quando avaliados por 90 dias, foi o
tratamento T1 (2,010). Para as sementes armazenadas por 180 dias o IVG variou

entre 1,276 (T3) e 1,737 (T7) (Tabela 4).

O coeficiente de uniformidade de germinacdo (CUG) em relacdo ao
tempo, apresentou diferenga estatistica entre o T8 e os demais tratamentos no
periodo 90 (0,081) e 180 (0,169) dias de armazenamento, porém nao diferiu
significativamente entre os ambientes de armazenamento quando as sementes
foram armazenadas por 30 (0,2881) dias (Tabela 4). Nos tratamentos em trés

tempos de armazenamento distintos avaliados o CUG variou de 0,2924 a 0,0624.
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Tabela 4. Efeito do tempo de armazenamento no tempo médio de germinagdo (TMG), indice de velocidade de germinacao (IVG) e coeficiente
de uniformidade de germinacdo (CUG) de sementes de Comanthera mucugensis Giul. subsp. mucugensis. T1: Temperatura ambiente em
criotubo — Controle; T2: Temperatura ambiente em criotubo contendo silica; T3: Temperatura ambiente em saco de papel; T4: Temperatura
ambiente em saco de papel e imerso em silica; T5: Geladeira em criotubo (4°C); T6: Freezer em criotubo (-20°C); T7: Ultrafreezer em criotubo
(-80°C); e T8: Nitrogénio liquido em criotubo (-196°C).

Tempo Médio de Germinacao

Tempo i
de armazenamento Média
(dias)
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

30 12,0524 13,3428 12,9728 13,83a"8 11,63 12,0928 13,572 11,75% 12,65

90 11,38 14,99%* 12,2508 13,0728 12,57 12,74 11,828 13,200048 12,75
180 12,700 14,612048 15,242~ 15,0724 15,122 15,0124 13,93 14,25007 14,492
Média 12,04¢ 14,317 13,4978 13,9978 13,118¢ 13,288 13,118¢ 13,078¢

indice de Velocidade de Germinac&o (IVG)

30 1,831 1,784~ 1,82220A 1,587 2,081 1,83220A 1,602207 1,973~ 1,8142

90 2,010% 1,409"8 1,6962A 1,6632A 1,910 1,7202A 1,863 1,7882A 1,7572
180 1,439%8 1,4222A8 1,276% 1,353 1,373 1,494 1,737 1,6392A 1,467"
Média 1,760% 1,538~ 1,598~ 1,534A 1,788~ 1,682~ 1,7347 1,800~

Coeficiente de Uniformidade da Germinacéo (CUG)

30 0,1712A 0,1612 0,2223 0,1172A 0,2922A 0,260 0,277 0,288 0,2242

90 0,2242A 0,137 0,148 0,229 0,06228 0,1512A 0,1542A 0,08128 0,148
180 0,190 0,218% 0,187 0,168 0,18528 0,219 0,166 0,16928 0,188
Média 0,195 0,172~ 0,186* 0,1717 0,180~ 0,210~ 0,199% 0,179*

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas linhas e mailsculas nas colunas ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05)
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3. Encapsulamento

A melhor matriz de alginato de sddio (1%) para o desenvolvimento das
plantas de C. mucugensis apdés o encapsulamento foi a de alginato de sodio
diluido em meio MS/2 (Tabela 3), pois a porcentagem de sobrevivéncia foi maior

do que os demais tratamentos.

Tabela 5. Porcentagem de sobrevivéncia das plantas encapsuladas de Comanthera
mucugensis Giul. subsp. mucugensis, com diferentes idades 15 dias (P1) e 45 dias (P2),
avaliadas ap0s 15, 30 e 45 dias da inoculacéo.

SOBREVIVENCIA (%)

Controle T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

P1 100 0 0 0 60 0 0 40 0 0
15 DIAS

P2 100 0 0 0 40 0 0 100 0 0

P1 80 0 0 0 40 0 0 40 0 0
30 DIAS

P2 100 0 0 0 40 0 0 100 0 0

P1 80 0 0 0 40 0 0 20 0 0
45 DIAS

P2 100 0 0 0 40 0 0 80 0 0

Os explantes encapsulados com matriz de alginato de sodio (1%) diluido
em agua nao regeneraram (Figura 8A) mesmo quando mantidos em temperatura
ambiente, diferente dos explantes encapsulados com a matriz diluida em meio
MS (T4) e meio MS/2 (T7) que apresentaram taxa de regeneracao (Figura 8 B,

C, E e F) similar ao controle (Figura 8D).
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Quando os explantes encapsulados foram submetidos ao congelamento
(T3, T6 e T9) nao regeneraram, demonstrando que
encapsulamento+desidratacdo ndo foram eficientes para a conservacdo das
plantas de C. mucugensis Giul. subsp. mucugensis em temperaturas de

congelamento (-20°C e -196°C).
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Figura 8. Explantes encapsulados de Comanthera mucugensis Giul. subsp.
mucugensis, apos 15 dias de inocula¢do, com matriz de alginato de sodio (1%): diluido
em agua — T1 (A), diluido em meio MS — T4(B) e diluido em meio MS/2 — T7 (C);
explantes 45 dias ap6s a inoculagéo: Controle (D), T4 (E) e T7 (F). Barra: 2mm.

DISCUSSAO
1.Criopreservagéo
1.1 Criopreservacao das sementes

Sementes com baixo teor de umidade sdo mais propicias a

criopreservacdo por reduzir a possibilidade de formagédo de cristais de gelo

76



intracelulares durante o congelamento. A ruptura do sistema de endomembranas
resulta em perda da permeabilidade seletiva e compartimentalizagéo celular, o
gue danifica o tecido vegetal (SANTOS, 2000; GOLDFARB et al. 2010; KAVIANI
et al. 2009) e inviabiliza o desenvolvimento de uma nova planta. Desta forma, a
manutencdo da viabilidade das sementes de C. mucugensis Giul. subsp.
mucugensis pode ser atribuida ao baixo teor de umidade (8,62%). Resultados
similares foram encontrados por Duarte (2009) para a criopreservacao por até
120 dias de sementes de Comanthera elegans, que apresentaram teor de
umidade de 10,4%. Em contraste, no mesmo trabalho, sementes de
Syngonanthus arthrotricus, com teor de umidade de 16,9%, apresentaram
qualidade fisiol6gica reduzida, o que evidencia que quantidade de agua presente
nas sementes € um fator determinante para a criopreservacgdo. Outros trabalhos
foram bem-sucedidos na criopreservacao utilizando sementes com baixo teor de
umidade como, por exemplo, as de P. pachycladus (BARBARA et. al 2015),
Stephanocereus luetzelburgii (MARCHI et al. 2013), Astronium urundeuvae
Schinopsis brasiliensis (GONZAGA et al.,, 2003) e Caesalpinia leiostachya

(LACERDA et al. 2002).

As sementes ortodoxas, por apresentarem um processo de desidratacao
natural, podem ser imersas em nitrogénio liquido (-196°C) sem a utilizacdo de
crioprotetores, o que seria uma vantagem, visto que 0s processos de
crioprotecdo sdo onerosos e mais laboriosos (ENGELMANN, 2004;
ENGELMANN, 2011; SILVA et al.,, 2014). Isso ocorre porque durante seu
desenvolvimento, sementes ortodoxas desidratam-se e acabam adquirindo
tolerancia ao dessecamento na fase de maturacdo (SONG-QUAN et al. 2003;

KERBAUY, 2004). A resisténcia a perda de agua pode dever-se as
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caracteristicas fisicas como a redugdo no grau de vacuoliza¢do, quantidade e
natureza das reservas insolGveis acumuladas, conformagéo do DNA, cromatina

e arquitetura nuclear, dentre outras (PAMMENTER; BERJAK, 1999).

O fato de C. mucugensis Giul. subsp. mucugensis ter sementes ortodoxas
possibilitou a manutencao das taxas germinativas praticamente constantes entre
os diferentes periodos de armazenamento em nitrogénio liquido. Segundo
Chetverikova (2011) cerca de 86% dos trabalhos envolvendo criopreservacgéo de
sementes ndo encontraram mudangas nas taxas germinativas, mesmo quando
criopreservadas por periodos superiores a 360 dias. Além disso, alguns
trabalhos com espécies nativas encontraram resultados favoraveis a
criopreservacdo de sementes em cactaceas (VEIGA-BARBOSA et al. 2010;
MARCHI et al. 2013; BARBARA et al. 2015), Caesalpinia leiostachya (LACERDA
et al. 2002), Apuleia leiocarpa (SALOMAO, 2002), Bixa orellana (CORLETT,
2004), Jatropha curcas (PRADA et al. 2015) e Zephyranthes sylvatica (SILVA et
al., 2014). Estes dados reiteram que a criopreservacdo das sementes de C.
mucugensis Giul. subsp. mucugensis pode ser uma alternativa viavel para

conservacao da espécie a longo prazo.

N&o houve diferenca significativa entre o controle e o armazenamento por
540 dias (Figura 1). A imersao em nitrogénio liquido ocasionou um retardo no
inicio da germinacéao (Figura 2), e o tempo médio de germinacéo foi mais elevado
para as sementes que permaneceram mais tempo a -196°C. O indice de
velocidade de germinacdo (IVG) regrediu ao longo dos periodos de
armazenamento (Tabela 3). Esses resultados divergem dos encontrados para a
criopreservacdo de D. zehntneri, Pilosocereus gounellei e Stephanocereus

luetzelburgii por até 30 dias (VEIGA-BARBOSA et al. 2010; MARCHI et al. 2013;
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BARBARA et al. 2015) onde n&o houve diferencas significativas para o TMG e
de C. elegans por até 120 dias (DUARTE, 2009), que ndo encontrou diferenca
estatistica para o IVG. Os tratamentos controle e com 540 dias apresentaram
coeficiente de uniformidade de germinagédo estatisticamente diferentes do
armazenamento por 7 dias. Esses dados diferenciam-se dos encontrados para
P. pachycladus (BARBARA et al. 2015) e D. zehntneri, P. gounellei e S.
luetzelburgii (MARCHI et al. 2013), onde para o CUG nao foram encontradas

diferencas estatisticas.

A criopreservacdo de sementes ndo causou diferencas morfologicas
(Figura 3) no desenvolvimento das plantas quando comparadas com o controle.
Esse dado evidencia que esta técnica pode ser utilizada com sucesso para C.

mucugensis, justificando a sua utilizacao para conservacao ex situ a longo prazo.

1.2 Aclimatizacéo

As plantas C. mucugensis oriundas de sementes criopreservadas
apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 66,66%. Resultados similares foram
encontrados por Lima-Brito et al. (2016), onde plantas de C. mucugensis
submetidas as mesmas condi¢des apresentaram 73,28% de sobrevivéncia apds
90 dias. Outros autores relatam que a aclimatizacdo de Comanthera
eleganthulus apresentou 73,9% de sobrevivéncia apdés 30 dias de cultivo em
areia (PEGO et al. 2013). Em ambos os trabalhos, os autores concluiram que as
espécies estudadas ndo necessitam de uma etapa prévia de rustificacdo para

serem aclimatizadas.

A taxa de sobrevivéncia na aclimatizacdo das sempre-vivas pode dever-

se as caracteristicas xeromorficas mantidas pelas folhas e a funcionalidade dos

79



estbmatos o que impediu a perda de 4gua durante a aclimatizagédo (Lima-Brito
et al. 2011). Nos experimentos de aclimatizacdo com C. mucugensis e C.
eleganthulus foram utilizadas garrafas PET e sacos plasticos transparentes,
respectivamente, que mantiveram a umidade do ar elevada (LIMA-BRITO et al.
2011; PEGO et al. 2013), o que reduziu a possibilidade de escassez hidrica nas
plantas. A exposicdo a intensa luminosidade solar pode limitar o
desenvolvimento das plantas durante a transicdo do ambiente in vitro para o
ambiente ex vitro. Por isso, o cultivo em ambiente com 50% de luz pode ter sido

fundamental para a sobrevivéncia das plantas.

Os resultados obtidos, quando comparados a trabalhos prévios onde ndo
houve o congelamento das sementes, mostram que o congelamento em
nitrogénio liquido n&o interfere na fisiologia das sementes, fazendo as mesmas
originarem plantas sadias e com condicdes de se desenvolver no ambiente ex

vitro.

1.3 Criopreservacao de plantas

A conservacdo de estruturas mais complexas da planta exige
procedimentos que permitam uma desidratacdo elevada para evitar o
rompimento da membrana celular durante o descongelamento. Um dos
procedimentos utilizados € a vitrificacdo, que impede a cristalizacdo da agua nos
explantes devido a sua exposicdo prévia a solucdes crioprotetoras
(ENGELMANN, 2010). Essas solucbes sao saturadas e é necessario que o
congelamento e o descongelamento sejam realizados de forma rapida para que
se obtenha éxito com o procedimento (SAKAI; ENGELMANN, 2007; SAKAI et al.

2008).
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No presente trabalho foram testadas solucbes de glicerol e sacarose
como crioprotetoras para plantas de C. mucugensis, entretanto, ndo foi obtido
sucesso com nenhuma das substancias. No caso do glicerol, a solugéo
concentrada pode ter sido toxica para as células da planta (SANTOS, 2000;
BENSON, 2008) o que inviabilizou sua sobrevivéncia. Como a sacarose nao gera
toxicidade a planta, a morte dos tecidos pode ter sido ocasionada pela
cristalizacdo dos liquidos intracelulares ocasionando o rompimento das
membranas celulares e posterior morte celular (SANTOS, 2000), o que também

pode ter ocorrido com as plantas do glicerol.

A solucao de vitrificagéo utilizada, PVS2, pode ter influenciado a morte da
planta ap6s o congelamento (SANTOS et al. 2015). Essa substancia além de
importante para a desidratacao é essencial para evitar a cristalizacdo da agua e
reduz a mobilidade de moléculas permitindo vitrificagdo celular durante a
imersdo em nitrogénio liquido (VOLK; WALTERS, 2006). Alguns trabalhos
sugerem que um maior tempo de exposicdo em PVS2 pode influenciar no
sucesso do reestabelecimento da planta apdés o congelamento (SANTOS et al.
2015; ANTONY et al. 2010). No presente trabalho os explantes ficaram expostos
a essa solucao por apenas 10 minutos, esse tempo pode néo ter sido suficiente
para a vitrificagdo do conteudo celular, pois provavelmente ndo atingiu as células
mais centrais do explante, deixando estas células suscetiveis aos efeitos

deletérios do gelo.

Segundo Santos (2000), explantes de tamanho reduzido sdo mais
eficientes para o congelamento. Essa vantagem ocorre porque ha uma completa
penetracdo da solucéo de vitrificacdo, aléem de permitir que a desidratacéo e o

congelamento ocorram de forma mais rapida e eficiente. Dessa forma, o
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tamanho da planta também pode ter influenciado no insucesso da
crioconservacdo de plantas de C. mucugensis. Entretanto, ndo ha consenso
sobre o melhor tamanho de explante para congelamento. Trabalhos como o de
Ray e Bhattacharya (2008) com segmentos nodais de Rauvolfia serpentina e
Antony et al. (2010) concluiram que explantes com 3-4mm foram os melhores,
mesmo tendo testado tamanho menores o que difere do exposto por Santos
(2000) que menores explantes sdo sempre melhores para a criopreservacao.
Esses resultados nos evidenciam que o melhor tamanho de explante para

congelamento vai variar de espécie para espécie.

Para C. mucugensis, faz-se necessario o desenvolvimento de protocolos
mais especificos de crioconservacdo de plantas, uma vez que o protocolo
testado mostrou-se ineficiente, apesar de ter sido bem sucedido em outras

espécies (RAY; BHATTACHARYA, 2008; SANTOS et al. 2015).

2. Conservagéo de sementes em diferentes ambientes

Como discutido anteriormente, o teor de umidade encontrado caracteriza
as sementes de C. mucugensis como ortodoxas. Essa caracteristica indica que
as sementes apresentam naturalmente reduzido teor de agua (SONG-QUAN et
al. 2003; KERBAUY, 2004), o que facilita o processo de armazenamento em

baixas temperaturas.

Ao longo de seis meses foi possivel observar uma tendéncia a elevacao
taxa de germinacdo das sementes submetidas ao congelamento (- 20°C, - 80°C
e -196°C) e uma reducdo na germinabilidade das sementes que nao foram
congeladas (temperatura ambiente e geladeira). Esses ultimos resultados

contrastam com o que foi encontrado por Nunes et al. (2008) para C. elegans,
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cuja taxa de germinacdo aumentou a medida que o tempo de armazenamento
aumentava, e Scalon et al. (2013) que constatou que a conservagcdo das
sementes de Campomanesia adamantium em geladeira ndo afeta a sua
qualidade fisioldgica.

A manutencdo da germinabilidade de C. mucugensis em relacdo ao
congelamento deve estar associada a caracteristica ortodoxa dessas sementes.
Segundo Chetverikova (2011) a maioria dos estudos com criopreservagao de
sementes ndo observou mudancas relevantes na taxa de germinagéo ao longo
do tempo. O resultado desse estudo s6 refor¢a o encontrado para a preservagao
de sementes de espécies nativas que realizaram criopreserva¢do como algumas
cactaceas (BARBARA et al. 2015, MARCHI et al. 2013; VEIGA-BARBOSA et al.
2010), Jatropha curcas (PRADA et al. 2015), Zephyranthes sylvatica (SILVA et
al., 2014); Bixa orellana (CORLETT, 2004), Caesalpinia leiostachya (LACERDA
et al. 2002), Apuleia leiocarpa (SALOMAO, 2002). NERY et al. (2011),
observaram 100% de sobrevivéncia ao conservar eixos embrionarios de
Anadenanthera colubrina em nitrogénio liquido (-196 ° C), ultra freezer (-80 ° C)
e freezer (-20 ° C) por 15, 30 e 150 dias.

Esses trabalhos, permitem inferir que o congelamento das sementes nao
€ um problema e conseguir conserva-las por mais tempo em condi¢cdes menos
onerosas e mais acessiveis do que em nitrogénio liquido, além de reduzir os

custos com a manutencao facilita o0 seu armazenamento.

O tempo médio de germinacao foi maior nas sementes conservadas por
180 dias em todos os tratamentos (Tabela 4). Esse fato nos mostra que o tempo
de armazenamento pode aumentar o tempo que as sementes levam para

germinar. Em relagcéo ao indice de velocidade de germinacao (IVG) foi observado
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gue na maioria dos tratamentos ndo houve diferenca significativa, sendo que
apenas o T2 apresentou diferenca estatistica em relacéo aos diferentes periodos
de armazenamento (Tabela 4). Esses resultados sao similares aos encontrados
por Duarte (2009) onde o IVG né&o apresentou diferenca significativa. Em relacéo
ao coeficiente de uniformidade de germinacéao (CUG), o T8 apresentou diferencga
significativa em relagdo aos demais tratamentos, resultado que difere do
encontrado para P. pachycladus (BARBARA et al. 2015) e D. zehntneri, P.
gounellei e S. luetzelburgii (MARCHI et al. 2013), pois ndo apresentaram

diferencas estatisticas entre os tratamentos para a variavel analisada.

Ao longo de 180 dias (Tabela 4) foi possivel observar que houve uma
elevacdo da taxa germinativa das sementes submetidas ao congelamento (T6,
T7 e T8) quando comparadas com as sementes que ndo passaram por esse
processo (T1, T2, T3, T4 e T5). No entanto, ainda se faz necessario a
comparacao entre esses locais de armazenamento por tempos maiores para
inferir sobre as melhores condicdes de conservacdo das sementes de C.

mucugensis.

3. Encapsulamento

Para C. mucugensis foi verificada que a melhor matriz para
encapsulamento foi alginato de sédio (1%) diluido em meio MS/2 (Tabela 5) e o
melhor explante foram plantas com 45 dias apds a germinagao, por
apresentarem uma maior taxa de sobrevivéncia, plantas enraizadas e com vigor
similar ao do controle (Figura 8 D-F). Possivelmente, o revestimento de alginato
nao interferiu no posterior desenvolvimento das plantas por exercer uma dupla

fungdo: protege o tecido juvenil da plantula no seu interior e simultaneamente
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possibilita uma facil ruptura durante o desenvolvimento da planta (GANTAIT et

al. 2015).

Segundo Santos (2000) o encapsulamento-desidratacdo visando a
criopreservacdo, necessita de um pré-cultivo do material encapsulado em
solucdo saturada de sacarose seguida de desidratagéo em fluxo laminar antes
do armazenamento em nitrogénio liquido. Para plantas de C. mucugensis a
técnica de encapsulamento-desidratacdo nado foi eficiente. Uma possivel
justificativa pode ser que tempo de pré-cultivo e de desidratacdo em fluxo laminar
tenham sido insuficientes. O pré-cultivo ajuda a planta a tolerar a dessecacédo
em temperaturas ultrabaixas e a sacarose tem sido o carboidrato
frequentemente utilizado (WANG et al., 2005; PINKER et al., 2009; FENG et al.
2013; SOLIMAN, 2013; LI et al. 2014; SA et al. 2015), por isso foi escolhida para
a pré-cultura no presente estudo. Entretanto, as capsulas foram mantidas em
solucéo saturada de sacarose por 24 horas, pois trabalhos encontraram efeitos
positivos com esse periodo em pré-cultura (SANTOS et al. 2015, SA et al. 2015).
Em contraste, h& trabalhos que mantiveram as plantas nessas condi¢des por
periodos de um a sete dias e que encontraram entre 0 quarto e o quinto dias as
melhores taxas de restabelecimento das plantas (LI et al. 2014, FENG et al.

2013).

N&o h& uma uniformidade em relagcdo ao tempo de secagem das capsulas
em fluxo laminar, alguns autores obtiveram resultados satisfatorios ao realizar
desidratacdo entre duas e nove horas (SOLIMAN, 2013; SA et al 2015; LOPES

2005; SARTOR et al. 2012, FENG et al. 2013; LI et al 2014; SA et al. 2015).
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Para o encapsulamento de plantas de C. mucugensis a matriz e o explante
a ser utlizado ja foram estabelecidos. Entretanto, faz-se necessario
experimentos adicionais sobre o pré-cultivo e tempo de desidratacéo, de forma
a desenvolver um protocolo eficiente de encapsulamento-desidratagéo para a

criopreservacéao de plantas de C. mucugensis.

CONCLUSOES

As sementes de C. mucugensis Giul. subsp. mucugensis podem ser
criopreservadas em nitrogénio liquido (-196°C) sem o comprometimento da sua

qualidade fisioldgica.

O congelamento das sementes em nitrogénio liquido, ndo compromete o

desenvolvimento da planta apés a germinacao.

As solucbes crioprotetoras utilizadas no presente trabalho ndo foram
eficientes para a criopreservacdo de plantas de C. mucugensis Giul. subsp.

mucugensis.

As capsulas com alginato de sédio (1%) diluido em meio MS e MS/2
armazenados em temperatura ambiente séo eficientes no desenvolvimento da

planta em meio de cultura.
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ANEXO

Tabelas de analise de variancia

1. Efeito de 2,4-D e BAP na formacéao de calos

1.1 Sobrevivéncia

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

1Y GL SQ oM
BAP 4 59.282965 14.820741
2,4-D 2 29.641483 14.820741
BAP*2,4-D 7 118.565931 16.937990
erro 61 889.244480 14.577778
Total corrigido 74 1096.734859

CV (%) = 3.84

Média geral: 99.5554667 Numero de observagdes: 75

1.2 Brotacao

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
BAP 4 236.989632 59.247408 2.033 0.1009
2,4-D 2 88.871112 44.435556 1.525 0.2258
BAP*2,4-D 7 59.247408 8.463915 0.290 0.9552
erro 61 1777.422240 29.138070
Total corrigido 74 2162.530392
CcvV (%) = 607.33

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

1Y% GL SQ QM
BAP 4 7755.711133 1938.927783
2,4-D 2 3688.768961 1844.384480
BAP*2,4-D 7 7275.090442 1039.298635
erro 61 56894.579130 932.698019
Total corrigido 74 75614.149667

cv (%) = 41.52

Média geral: 73.5533333 NUimero de observacdes:
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1.4 Calogénese

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM
BAP 4 21835.336368 5458.834092
2,4-D 2 1343.913400 671.956700
BAP*2,4-D 7 5913.627560 844.803937
erro 61 17219.378800 282.284898
Total corrigido 74 46312.256128

CvV (%) = 121.96

Média geral: 13.7764000 Numero de observagdes:

2. Efeito de BAP e Picloram na formacéao de calos

2.1 Sobrevivéncia

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM
BAP M 3 610.000000 203.333333
PICLORAN 3 1254.444444 418.148148
BAP M *PICLORAN 9 6290.317460 698.924162
erro 80 50959.238095 636.990476
Total corrigido 95 59114.000000

CV (%) = 31.26

80.7500000 Numero de observacdes:

2.2 Brotacao

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM
BAP M 3 54.444444 18.148148
PICLORAN 3 90.000000 30.000000
BAP M *PICLORAN 9 170.317460 18.924162
erro 80 911.238095 11.390476
Total corrigido 95 1226.000000

CV (%) = 450.00

Média geral: 0.7500000 NUimero de observacdes:
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2.3 Oxidacéao

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

BAP M

PICLORAN

BAP M *PICLORAN

.000000000E+0000
.000000000E+0000
.000000000E+0000
.000000000E+0000

.00000000E+0000
.00000000E+0000
.00000000E+0000
.00000000E+0000

1.0E+0009
1.0E+0009
1.0E+0009

cv (%) =

GL
3 0
3 0
9 0
80 0
95
0.00

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

BAP M
PICLORAN
BAP

M *PICLORAN

.444444
111111
.873016
.571429

138.148148
120.370370
271.763668

78.857143

cv (%) =

236.80
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