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RESUMO GERAL 
 

Handroanthus serratifolius é uma árvore típica do bioma Cerrado. 
Possui propriedades medicinais, madeireira e ornamental. A cultura de 
tecidos é uma alternativa para a propagação de plantas e a criopreservação é 
uma eficiente forma para o armazenamento em longo prazo em nitrogênio 
líquido (NL) a -196 °C. Os objetivos deste trabalho foram estudar a 
organogênese in vitro e criopreservação de H. serratifolius. Embriões 
zigóticos foram desinfestados por diferentes tempos em hipoclorito de sódio 
e inoculados em meio MS. Foi investigado o efeito das diferentes 
concentrações de BAP na indução de brotações e regeneração de ápices em 
meio WPM. Para a regeneração de brotos a partir de raízes, hipocótilo e 
radícula foram inoculados em meio WPM acrescido de AIA. No 
enraizamento e aclimatização, foram avaliados o efeito de diferentes 
concentrações de AIB. Na criopreservação, foi avaliada a eficiência de 
diferentes tempos de descongelamento (1, 3 ou 5 minutos) de sementes, com 
relação à germinação, peso fresco e seco das plântulas. Para a germinação in 
vitro, as sementes foram desinfestadas em hipoclorito de sódio 2% (P1), ou 
embriões, desinfestados em hipoclorito de sódio 1% (P2) e inoculados em 
MS contendo GA3. Foi avaliado a porcentagem de germinação e o 
comprimento da parte aérea de P1 e P2, massa fresca e seca (mg) da parte 
aérea e raízes de plântulas originadas de P2. Para a criopreservação dos 
embriões, após a desinfestação e desidratação em câmara de fluxo laminar (0 
a 300 min), o material foi armazenado em NL por sete dias, descongelados 
em banho-maria a 38 °C durante 1, 3 e 5 minutos, inoculados em meio MS 
contendo GA3 e a porcentagem de germinação e comprimento da parte aérea 
foram avaliadas. Para a criopreservação dos ápices caulinares, foram 
testados tempos (0, 15, 30, 60, 120 e 240 min) de imersão em PVS2 a 0 °C 
antes da imersão em NL e a retomada do crescimento dos ápices foi 
avaliada. O uso de hipoclorito de sódio (1%) é eficaz na descontaminação 
dos embriões. Para a indução de brotações e regeneração de ápices 
caulinares, o uso de 2 µM de BAP promoveu as melhores respostas. Brotos 
foram regenerados a partir de segmentos de hipocótilos e raízes com 
diferença entre os tratamentos. As concentrações de AIB foram eficazes para 
a indução de raízes. A aclimatização foi eficiente com 100% de plantas 
aclimatizadas. Um minuto de descongelamento é eficaz para a 
criopreservação de sementes. Apenas 10% de sementes (P1) germinaram, 
enquanto embriões (P2) apresentaram 95% de germinação após a 
criopreservação. Embriões apresentando teor de água inferior a 10% antes da 
exposição ao NL apresentaram germinação superior a 85%. A máxima taxa 
de retomada de crescimento de ápices criopreservados foi de 54,8% após a 
exposição por 30 minutos na solução de PVS2. 

 
Palavras-chave: Ipê amarelo.  Micropropagação.  Armazenamento em 
longo prazo.  Ultrabaixa temperatura.  Sobrevivência pós descongelamento. 

 



GENERAL ABSTRACT 
 

Handroanthus serratifolius tree is typical of the Cerrado biome. 
Presents medicinal, ornamental and timber properties. The tissue culture is 
an alternative to the plant propagation and cryopreservation is an efficient 
way to long-term storage in liquid nitrogen (LN) at -196 ° C. The objectives 
of this work were to study the in vitro organogenesis and the 
cryopreservation of H. serratifolius. For in vitro germination, zygotic 
embryos were decontaminated in sodium hypochlorite for different periods 
and inoculated in MS medium. The effect of different BAP concentrations 
on shoot induction and regeneration of apices on WPM medium was 
investigated. For regeneration of shoots from roots, hypocotyl and radicle 
segments were inoculated in WPM plus IAA. The effect of different IBA 
concentrations on rooting and acclimatization were evaluated. For seeds 
cryopreservation, the efficiency of different thawing times (1, 3 or 5 
minutes) regarding to germination, fresh and dry weight of seedling was 
verified. After cryopreservation, seeds were decontaminated in 2% sodium 
hypochlorite (P1), or embryos decontaminated with sodium hypochlorite 1% 
(P2) prior inoculation on MS containing GA3. The germination percentage 
and shoot length of P1 and P2, fresh and dry weight (mg) of shoots and roots 
of seedlings originated from the P2 were investigated. For embryos 
cryopreservation, after disinfection and dehydration in laminar air flow (0 to 
300 min) chamber, the material was stored for seven days in NL, thawed in a 
water bath to 38 °C for 1 to 5 minutes, inoculated medium MS containing 
GA3 and the germination percentage and shoot length were evaluated. For 
shoot tips cryopreservation, different exposure times (0, 15, 30, 60, 120 and 
240 min) on PVS2 at 0 °C, before plunge into LN, and the apices regrowth 
were evaluated. The use of sodium hypochlorite (1%) is effective in 
decontaminating embryos. For shoot induction and shoot tips regeneration, 
2µM BAP promoted the best results. Shoots were regenerated from 
hypocotyl and roots segments with difference among treatments. The IBA 
concentration tested were effective for root induction. Acclimatization was 
efficient with 100% acclimatized plants. Thawing for one minute is effective 
for seeds cryopreservation. Only 10% of seeds (P1) germinated, while 
embryos (P2) presented 95% germination after cryopreservation. Embryos 
showing water content of less than 10% before exposure to LN presented 
85% germination. The higher regrowth rate for cryopreserved shoot tips was 
54.8% after exposure for 30 minutes in PVS2 solution. 

Keywords: Yellow ipe. Micropropagation. Long term storage. Ultra-low 
temperature. Post-thaw survival. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
O Cerrado ocupa uma área de 24% do território brasileiro (IBGE, 

2011), é o segundo maior e mais ameaçado bioma do Brasil e de acordo com 

previsões do Centro Nacional de Recursos Genéticos da Embrapa (CENTRO 

NACIONAL RECURSOS GENÉTICOS - CENARGEN, 2005) há uma 

indicação do seu fim até 2030 se a taxa de desmatamento continuar, devido 

principalmente à agricultura intensiva, às queimadas e ao crescimento não 

planejado das áreas urbanas. Até o ano de 2005, 57% de toda sua área já 

havia sido antropizada e a taxa de desmatamento anual chegava a 1,5% (três 

milhões de hectares/ano) (CENARGEN, 2005). 

Dentre as espécies que crescem no bioma Cerrado, está 

Handroanthus serratifolius (Vahl) S. O. Grose, popularmente conhecida 

como ipê amarelo, uma espécie arbórea que apresenta interesse econômico 

devido a sua madeira, que pode ser usada em carpintaria e na construção 

civil, além disso tem grande potencial ornamental por produzir uma 

exuberante florada amarela (FERREIRA et al., 2004). A espécie também é 

utilizada na medicina popular por possuir propriedades anti-infecciosas, 

antifúngicas, diurética, adstringente e ainda apresenta efeito contra alguns 

tipos de câncer, lúpus, doença de Parkinson, psoríase e alergias. 

(EVANGELISTA JUNIOR et al., 2006). A espécie produz sementes 

ortodoxas, entretanto estas perdem a viabilidade dependendo das condições 

de armazenamento (SOUZA, 2005; OLIVEIRA et al., 2005; SANTOS et al., 

2009; SILVA, et al., 2011). Desta forma, metodologias de propagação 

assexuada podem se configurar como uma alternativa para uma produção em 

larga escala. 

A Cultura de tecidos tem contribuído para a propagação de espécies 

nativas (PÊGO; PAIVA; PAIVA et al., 2013) e é uma técnica aplicada com 

diversas finalidades, sendo a micropropagação a mais praticada, pois permite 

a multiplicação in vitro em larga escala a partir de pequenos fragmentos de 

uma planta (GEORGE; HALL; KLERK, 2008; PINHAL et al., 2011). A 
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micropropagação, compreende diversas etapas, desde o estabelecimento 

inicial do explante in vitro passando pela multiplicação, enraizamento até 

aclimatização da microplanta (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; 

BASTOS et al., 2007). O cultivo in vitro pode, portanto, fornecer materiais 

vegetais propagados assexuadamente independentemente da época do ano. 

Entretanto, alternativas de conservação desses produtos biotecnológicos em 

longo prazo são necessárias. 

A criopreservação é uma técnica utilizada para a conservação de 

várias espécies vegetais pelo armazenamento por longos períodos (CHEN et 

al., 2011). O desenvolvimento de um protocolo de criopreservação aplicado 

à espécie H. serratifolius mostra-se como uma alternativa com grandes 

potencialidades para a conservação em longo prazo, de produtos de interesse 

como por exemplo clones de elite. 

O uso de técnicas de criopreservação de ápices caulinares por 

droplet vitrification (PANIS, 2005), além da criopreservação de embriões 

zigóticos por desidratação e congelamento (PANIS; LAMBARDI, 2005; 

KAVIANI, 2011) podem garantir a formação de um criobanco de material 

clonal e de acessos de H. serratifolius, respectivamente. 

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi induzir a organogênese 

in vitro e testar a eficácia de técnicas da criopreservação visando à 

conservação em longo prazo de Handroanthus serratifolius. 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Handroanthus (Tabebuia) [serratifolia] serratifolius (Vahl.) S. O. 
Grose  
 

Handroanthus serratifolius (Vahl) S. O. Grose, espécie pertencente à 

família Bignoniaceae é uma árvore que atinge até 25 m de altura. Conhecida 

no Brasil como ipê, ipê-amarelo, ipê-do-cerrado, ipê-ovo-de-macuco, pau-

d’arco-amarelo e piúva-amarela é amplamente distribuída na América do 

Sul, com registros na Venezuela, Colômbia, Equador, Peru e Bolívia. No 

Brasil, estende-se da Amazônia até São Paulo, e é encontrada em diferentes 
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biomas, incluindo Floresta Tropical e Cerrado (GENTRY, 1992; 

FERREIRA et al., 2004).  

Estudos moleculares revelaram que o gênero Tabebuia é um grupo 

polifilético. Sendo assim, aquelas espécies de Tabebuia que são 

caracterizadas por ter madeira extremamente densa contendo grandes 

quantidades de lapachol, foram colocadas no gênero Handroanthus. 

Portanto, Handroanthus serratifolius (Vahl.) S. O. Grose é o nome proposto 

em um dos rearranjos taxonômicos para a espécie Tabebuia serratifolia 

(GROSE; OLMSTEAD, 2007). 

O ipê-amarelo possui interesse ornamental e medicinal. Tem valor 

ornamental (LORENZI 1992) pois a árvore é utilizada em paisagismo e 

arborização urbana por causa de suas flores amarelas (FERREIRA et al., 

2004; DOUSSEAU et al., 2008). Na indústria farmacêutica, é utilizado para 

uma variedade de propósitos (GENTRY 1992; LORENZI 1992), incluindo 

estudos relacionados com o câncer (SALUSTIANO et al., 2010). É utilizado 

na medicina popular no tratamento de câncer do pâncreas, esôfago, intestino, 

pulmões, próstata e língua, além de ser empregado na doença de Hodgkin, 

leucemia, lúpus, doença de Parkinson, psoríase e alergias. Ainda apresenta 

propriedades analgésica, diurética e fungicida sendo utilizado em 

medicamentos caseiros para furúnculos, clorose, diarreia, disenteria, enurese, 

febre, faringite, picada de cobra, sífilis e feridas. (EVANGELISTA JUNIOR 

et al., 2006). 

Sua floração exuberante de flores amarelas a torna um elemento 

altamente visível na paisagem e, devido à beleza de suas flores e ampla 

distribuição, foi designada a flor nacional do Brasil sendo o emblema da 

Sociedade Brasileira de Botânica (GENTRY 1992; ALVES et al., 2013). 

Florescem de julho a outubro no Brasil, seus frutos amadurecem 

rapidamente e liberam as sementes aladas durante a estação seca ou no início 

das chuvas, de setembro a dezembro (LORENZI, 1992; RODRIGUES, et al., 

2012) (Figura 1). 
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Figura 1 H. serratifolius durante o período de florescimento (A), sementes (B) e 

embriões zigóticos (C). Barra = 10mm. Fonte: Botelho e Souza, 2013. 
 

As sementes do ipê possuem germinação epígea, não possuem 

dormência e possuem baixa longevidade em ambiente natural. Porém, foram 

classificadas como ortodoxas e, portanto, podem ser armazenadas sob 

refrigeração, em embalagens impermeáveis, após a secagem (FERREIRA et 

al., 2004; SILVA et al., 2011). A propagação é feita por sementes que são 

produzidas em síliqua e em grandes quantidades (OLIVEIRA et al., 2004, 

2005; DOSSEAU et al., 2008).  

2.2 Cultivo in vitro 
 

O cultivo in vitro é o cultivo de células, tecidos e órgãos isolados da 

planta mãe em um meio artificial. É utilizado em diversas áreas de 

pesquisas, incluindo a micropropagação, que permite a propagação de 

plantas idênticas à planta mãe. Com a utilização desta técnica, as plântulas 

podem ser obtidas de três formas: cultura de gemas ou meristemas, 
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organogênese e embriogênese somática (GEORGE; HALL; KLERK, 2008; 

PINHAL et al., 2011). 

A micropropagação envolve etapas que vão desde o estabelecimento 

da cultura in vitro até a fase de aclimatização. O sucesso da 

micropropagação vai depender da capacidade das plântulas de sobreviverem 

após a transferência do ambiente in vitro para o ambiente ex vitro, sem 

grandes perdas (HAZARIKA, 2006).  

Dentre alguns fatores, a utilização de reguladores de crescimento, 

nutrientes disponíveis no meio de cultura e o ambiente de crescimento 

(fotoperíodo, a qualidade da luz e a temperatura), podem afetar o sucesso do 

cultivo in vitro (PINHAL et al., 2011).  

George et al. (2008) relataram que o balanço entre as auxinas e as 

citocininas influenciam no desenvolvimento do explante, e afirmam que são 

as classes de reguladores de crescimento mais utilizadas. 

As citocininas estão relacionadas com a indução de brotos, 

promovendo a quebra da dormência das gemas laterais desenvolvendo assim 

um papel crucial em muitas fases do crescimento e desenvolvimento das 

plantas (GEORGE et al., 2008). Já as auxinas estão envolvidas no 

crescimento e desenvolvimento das plantas e são utilizadas para a indução de 

raízes adventícias (SAINI et al., 2013). 

2.3 Organogênese in vitro 
 

Organogênese e embriogênese somática são rotas morfogenéticas 

distintas que as células cultivadas in vitro podem seguir (TORRES; 

CALDAS; BUSO, 1998). 

Na organogênese as células se desenvolvem em uma estrutura 

unipolar podendo ser um ápice caulinar ou radicular. Esta via de regeneração 

pode ocorrer de forma direta, a partir do tecido do explante com potencial 

morfogenético, ou pela via indireta, que acontece com o desenvolvimento de 
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calos que diferenciam-se em gemas adventícias ou raízes. (TORRES; 

CALDAS; BUSO, 1998) 

Para que a organogênese in vitro aconteça é preciso uma interação 

entre as substâncias de crescimento que ocorrem naturalmente na planta 

(fitohormônios) e os reguladores de crescimento, os quais são adicionados ao 

meio de cultura (SOARES et al., 2007).  

A organogênese é geralmente composta por três fases distintas 

dependentes de fitormôrnios. Na primeira fase as células são 

desdiferenciadas para adquirir competência organogênica, na segunda fase, 

as células indiferenciadas são induzidas para a rota morfogenética em 

resposta ao fitormônios exógenos, e na terceira fase é a formação do órgão, 

fase esta que é independente de fitormônios exógenos uma vez que o 

estímulo já foi dado (SUGIYAMA, 1999). 

2.4 Conservação in vitro 
 

Conservação in vitro é a manutenção de material biológico em 

condições assépticas. Pode ocorrer de duas formas, criopreservação ou 

crescimento lento. O crescimento lento é uma técnica de conservação em 

médio prazo podendo ser atingida através de alterações no meio de cultura 

e/ou ambiente de cultivo, dessa forma reduzindo a taxa de crescimento dos 

explantes. Já a criopreservação é definida como o armazenamento de 

material biológico vivo em temperaturas ultrabaixas, é uma técnica para a 

conservação em longo prazo e considerada viável para uma série de espécies 

que apresentam dificuldades de armazenamento pelos métodos tradicionais 

(ENGELMANN, 2004; 2011).  

De acordo com Engelmann (2004), em temperaturas como a do 

nitrogênio líquido a -196 °C, os processos metabólicos são interrompidos 

permitindo o armazenamento por um período ilimitado sem que haja 

alterações no material armazenado. Uma outra vantagem da técnica é o 
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pequeno espaço para o armazenamento de uma grande quantidade de 

material.  

O sucesso da criopreservação depende da não formação de cristais 

de gelo no interior dos tecidos (PANIS et al., 2005; ENGELMANN, 2011). 

A desidratação é importante para a prevenção da formação desses cristais de 

gelo intracelular, que podem ocorrer durante o resfriamento e reaquecimento 

causando lesões nas células (GONZALEZ-ARNAO et al., 2008). A 

desidratação do material vegetal tem que ser a um teor de umidade baixo 

para evitar a formação de cristais, mas que não cause à desidratação severa 

das células (SANTOS, 2001). Um bom nível de sobrevivência geralmente é 

obtido quando as amostras são resfriadas com umidade entre 10 e 20% 

(ENGELMANN, 2004). 

Vários tipos de explantes como embriões zigóticos (ISHIKAWA et 

al., 1997; STEINMACHER et al., 2007; WEN; WANG et al., 2010), 

embriões somáticos (MYCOCK et al., 1995; FERNANDES et al., 2008; 

POPOVA; KIM; PAEK  et al., 2010), ápices caulinares (SARKAR et al., 

1998; VOLK.; WALTERS; WHEELER; STANWOOD  et al., 2006; 

UCHENDU et al., 2010), meristemas (PANIS et al., 2009) e suspensões 

celulares (MENGES et al., 2004; ISHIKAWA et al., 2006) já foram 

utilizados com sucesso para a criopreservação de diversas espécies vegetais.  

No congelamento lento (criopreservação clássica) a desidratação é 

induzida durante o congelamento e no resfriamento rápido 

(contemporâneas), a desidratação é baseada na vitrificação (ENGELMANN, 

2004).  

Na vitrificação, a desidratação normalmente acontece mediante a 

exposição da amostra a um meio com alta concentração de soluções 

crioprotetoras. Assim, a maior parte da água intracelular é retirada antes do 

resfriamento da amostra. Após a desidratação é feito o congelamento rápido 

do material pela imersão em nitrogênio líquido induzindo a vitrificação dos 

solutos internos (GONZALEZ-ARNAO et al., 2008). A indução à tolerância 
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à dessecação do explante é uma etapa crítica da técnica e são utilizados os 

crioprotetores (PANIS; LAMBARDI, 2005). 

As substâncias crioprotetoras devem ter a capacidade de penetrar nas 

células e, ao mesmo tempo, não serem tóxicas. A penetração dessas 

substâncias contribui para uma maior osmolaridade. Entre essas substâncias 

estão o glicerol, o dimetilsulfóxido e o metanol (BENSON, 2008).  

SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA et al. (1990) desenvolveram a 

solução de vitrificação PVS2 que é composta de glicerol, etileno glicol e 

dimetilsufóxido (DMSO), sacarose que, atualmente é a mais utilizada nos 

processos de criopreservação (SAKAI et al., 2008). 

2.4.1 Criopreservação de sementes e embriões zigóticos 
 

Sementes ortodoxas podem ser desidratadas ao teor de água inferior 

a 7%, sem grande perda de viabilidade, sementes intermediárias podem 

resistir à desidratação considerável, mas não ao nível das sementes ortodoxas 

e, sementes recalcitrantes perdem a sua viabilidade, mesmo quando secas ao 

teor de água entre 20 a 30% (ROBERTS, 1973; PRITCHARD, 2004).  

Protocolos de conservação de sementes têm que ser adequados para 

cada tipo de semente, por exemplo, protocolos para sementes ortodoxas não 

podem ser utilizados para sementes recalcitrantes e intermediárias 

(ENGELMANN, 1991, 1997; SANTOS, 2000). 

A criopreservação de sementes ortodoxas já foi realizada para 

algumas espécies (PENCE, 1991; WALTERS; WHEELER; STANWOOD, 

2004), porém em alguns estudos, outros autores observaram problemas após 

a criopreservação, como germinação anormal ou morte (SHIBATA; SAKAI; 

SHIMOMURA, 1995), a quebra dos cotilédones (PENCE, 1991; 

STANWOOD, 1985; PRITCHARD; MANGER; PRENDERGAST, 1988) e 

lesão interna da semente por congelamento (VERTUCCI, 1989). 

A criopreservação de embriões zigóticos é uma alternativa, uma vez 

que algumas sementes são grandes o que pode aumentar consideravelmente 
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o volume do material a ser criopreservado, além disso, o tegumento das 

sementes pode conter compostos fenólicos que atuam como inibidores da 

germinação (SILVA et.al, 2011). 

O armazenamento de sementes de espécies do Cerrado, como H. 

serratifolius, é importante para a conservação de germoplasma de 

populações e para a produção de mudas em diferentes épocas do ano 

(SILVA et al., 2011).  

2.4.2 Criopreservação de ápices caulinares 
 

Técnicas de criopreservação são aplicáveis a diferentes tipos de 

tecido com potencial de regeneração e as técnicas mais recentes utilizam 

ápices caulinares para a formação de criobancos (REED, 2008; PANIS, 

2009). 

Para a criopreservação de ápices caulinares, a técnica mais utilizada 

é a “droplet vitrification” em que os ápices são pré-tratados em meios com 

diferentes concentrações de sacarose e, após esse pré-cultivo, são tratados 

em uma solução chamada de carregamento que é composta por 2 M de 

glicerol + 0,4 M de sacarose em meio de cultura MS (MURASHIGE e 

SKOOG, 1962), antes da imersão em solução PVS2 a 0 °C, por diferentes 

períodos. Em seguida, os ápices são então colocados em uma folha de papel 

alumínio com uma gota da solução de PVS2 e rapidamente imersas em 

nitrogênio líquido para o congelamento. O descongelamento é realizado à 

temperatura ambiente e emprega-se uma solução de diluição rica em 

sacarose. Após o descongelamento, os ápices são colocados em meio 

específico de regeneração previamente estabelecido e a retomada do 

crescimento é avaliada após algumas semanas de cultivo. (ENGELMANN, 

2011; CHEN et al., 2011). 

De acordo com BENSON; HARDING; JOHNSTON (2007), para 

que a criopreservação de ápices caulinares seja considerada satisfatória, os 

explantes devem apresentar, no minímo, 50% de sobrevivência. 
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São poucos os trabalhos relacionados com a criopreservação de H. 

serratifolius, deste modo, há uma necessidade de estudos deste tipo de 

preservação para a espécie visando a conservação de germoplasma. 
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CAPITULO 2 

ORGANOGÊNESE in vitro EM Handroanthus serratifolius (Vahl). S. O. 
Grose 
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RESUMO 
 

Handroanthus serratifolius, conhecida como ipê-amarelo, é uma 
espécie arbórea com potencial ornamental, medicinal e madereiro. A 
organogênese é uma via de regeneração na qual órgãos vegetais são 
induzidos de forma adventícia. O objetivo deste trabalho foi estudar as 
diferentes etapas do cultivo in vitro de H. serratifolius. Para a germinação in 
vitro, sementes foram desinfestadas em hipoclorito de sódio (2% de cloro 
ativo), o tegumento foi removido e os embriões desinfestados em hipoclorito 
de sódio (1% de cloro ativo) por diferentes tempos e em seguida inoculados 
em meio MS com 1,44 µM de GA3. A porcentagem de germinação, 
contaminação, comprimento da parte aérea e número de raízes foram 
avaliados. Para o enraizamento, plântulas germinadas in vitro foram 
seccionadas e a parte aérea inoculada em meio WPM com diferentes 
concentrações de AIB, a porcentagem de enraizamento, o número de raízes e 
o comprimento da maior raiz foram avaliados e as plantas aclimatizadas. Ao 
final da aclimatização, a sobrevivência, a porcentagem de crescimento e a 
porcentagem do número de novas folhas foram avaliadas. Para a regeneração 
de brotos a partir de raízes, segmentos radiculares foram inoculados em meio 
WPM suplementado com diferentes concentrações AIA e a formação e o 
número de brotos foram avaliados. Para a indução de brotações in vitro, 
segmentos nodais foram inoculados em meio WPM acrescido de diferentes 
concentrações de BAP e a porcentagem de formação de calos, o número de 
brotos, o comprimento da parte aérea e o número de folhas foram avaliados. 
Para o enraizamento in vitro, as brotações adventícias foram inoculadas em 
meio WPM contendo diferentes concentrações de AIB e o número de raízes, 
a formação de calos, o crescimento da brotação e a emissão de novas folhas 
foram avaliados. Para o crescimento in vitro de ápices caulinares (1 mm2), 
foi avaliada a influência do meio WPM com diferentes concentrações de 
BAP antes da transferência para meio WPM contendo 0,25 µM BAP e ANA. 
Foram avaliados a formação de calos na base dos ápices, o comprimento da 
parte aérea e o número de folhas das brotações. Foi observado que o uso de 
hipoclorito de sódio (1%) é eficaz na descontaminação dos embriões de H. 
serratifolius no tempo de um minuto. Ocorreu indução de raízes 
independentemente das concentrações de AIB testadas. A aclimatização foi 
eficiente com 100% das plantas. A maior formação de brotos a partir de 
raízes foi observada nas concentrações de 1 e 5 µM de AIA. O uso de 2 µM 
de BAP promoveu melhores respostas para a indução de brotações e para o 
cultivo in vitro de ápices caulinares. Não houve diferenças estatísticas para 
os parâmetros testados para o enraizamento das brotações adventícias. 
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Palavras-chave:  Micropropagação.  Ipê amarelo.  Cultivo in vitro.  
Regeneração. 
 

ABSTRACT 
 

Handroanthus serratifolius, known as yellow ipe, is a tree species 
with ornamental, medicinal and lumberjack potential. Organogenesis is a 
means of plant regeneration which organs are induced to form in an 
adventitious way. The aim of this work was to study the different stages of in 
vitro culture of H. serratifolius. For in vitro germination seeds were 
decontaminated in sodium hypochlorite (2% active chlorine), the seed coat 
was removed and the embryos decontaminated with sodium hypochlorite 
(1% active chlorine) for different times and then inoculated on MS medium 
with 1.44 mM of GA3. The percentage of germination, contamination, shoot 
length and number of roots were evaluated. For rooting, in vitro germinated 
seedlings were sectioned and shoots inoculated in WPM medium with 
different IBA concentrations, the rooting percentage, number of roots, length 
of roots were evaluated and the plants were acclimatized. At the end of 
acclimatization, survival, growth percentage and the percentage of the 
number of new leaves were evaluated. For regeneration of shoots from roots, 
root segments were inoculated in WPM medium supplemented with different 
AIA concentrations and induction and number of shoots were evaluated. For 
shoot induction, in vitro nodal segments were inoculated in WPM medium 
supplemented with different BAP concentrations and the percentage of 
callus formation, number of shoots, shoot length and number of leaves were 
evaluated. For in vitro rooting, the adventitious shoots were inoculated in 
WPM medium containing different IBA concentrations and the number of 
roots, callus formation, growth and sprouting of new leaves were evaluated. 
For the in vitro growth of shoot tips (1 mm2), the influence of WPM medium 
with different BAP concentrations before transfer to WPM medium 
containing 0.25 µM BAP and NAA was evaluated. Callus formation at the 
base of the shoot tips, the shoot length and number of leaves of the shoots 
were evaluated. It was observed that the use of sodium hypochlorite (1%) is 
effective in decontaminating H. serratifolius embryos at a time of one 
minute. Root induction occurred regardless of IBA concentrations. 
Acclimatization was efficient with 100% of acclimatized plants. The 
increased formation of shoots from roots was observed at concentrations of 1 
and 5 µM IAA. The use of 2µM BAP promoted best results for shoot 
induction and in vitro culture of shoot tips. There were no statistical 
differences in the parameters tested for rooting of adventitious shoots. 
 
Keywords: Micropropagation. Yellow ipe. In vitro culture. Regeneration. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A espécie H. serratifolius conhecida como ipê-amarelo, pertence à 

família Bignoniaceae e possui interesse econômico madeireiro, ornamental e 

medicinal. Na indústria farmacêutica, extratos vegetais desta espécie são 

utilizados no tratamento de uma variedade de patologias, incluindo doenças 

relacionadas com o câncer (SALUSTIANO et al., 2010). Nesse sentido é 

interessante o desenvolvimento de protocolos de micropropagação para a 

espécie. 

O desenvolvimento de técnicas de cultura de tecidos vegetais tem 

sido uma das contribuições mais significativas para o avanço do processo de 

propagação de espécies nativas e plantas lenhosas, principalmente devido ao 

tamanho reduzido do explante e a rápida proliferação de gemas axilares 

(PÊGO; PAIVA; PAIVA, 2013; SOARES et al., 2007). A micropropagação 

é a técnica mais utilizada com a finalidade de obtenção de um grande 

número de plantas uniformes independente da época do ano, além disso, as 

vias de regeneração podem ser obtidas por organogênese ou embriogênese 

somática (GEORGE; HALL; KLERK, 2008).  

A organogênese in vitro ocorre com a formação de gemas 

adventícias, que se originam em locais diferentes daqueles que ocorrem no 

curso normal de desenvolvimento vegetal. Os fito-hormônios e os 

fitorreguladores se destacam como os principais controladores dos processos 

morfogenéticos, e um aspecto importante na multiplicação in vitro está 

relacionado com o tipo de citocinina e sua concentração, sendo estes 

determinantes no sucesso da multiplicação (GRATTAPAGLIA; 

MACHADO, 1998). A organogênese pode ocorrer de forma direta ou 

indireta. A direta ocorre a partir do tecido do explante e a indireta é 
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precedida pelo desenvolvimento de calos (TORRES; CALDAS; BUSO, 

1999).  

Auxinas e citocininas podem ter efeitos antagônicos ou 

complementares, de acordo com a etapa de desenvolvimento da plântula e 

das concentrações empregadas (KLERK, 2002; BIELACH et al., 2012). As 

auxinas, sendo um forte sinal à dominância apical, mantêm a dormência de 

gemas laterais, funcionando em sentido oposto às citocininas (MULLER; 

LEYSER, 2011). Entretanto, a formação de raízes adventícias, induzida 

muitas vezes pela adição de auxina, pode promover o crescimento dos 

brotos, já que são as raízes as principais fontes de citocinina (MULLER; 

LEYSER, 2011). As citocininas, por sua vez, são capazes de inibir o 

enraizamento porém com o alongamento dos brotos aumenta a capacidade 

de enraizamento (DE KLERK, 2002).  

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi estudar etapas do 

cultivo in vitro de H. serratifolius. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Material vegetal 
 

Sementes de ipê amarelo foram coletadas após a dispersão no 

Campus universitário da Universidade Federal de Lavras no município de 

Lavras - MG, Brasil localizado a 21° 14 '43 S, 44° 59' 59 W. 

2.2 Germinação in vitro e teste de desinfestação dos embriões 
 

Sementes de ipê amarelo foram lavadas em água corrente durante 30 

minutos, no início da lavagem foram adicionadas 5 gotas do detergente Twin 

20. Após esse período, as sementes foram levadas à câmara de fluxo laminar 

onde foram desinfestadas com a imersão em álcool 70%, por 30 segundos 

seguido da imersão em solução de hipoclorito de sódio (2% de cloro ativo), 

durante 10 minutos. Ao final deste tempo, foi feita a tríplice lavagem com 

água destilada e autoclavada e, posteriormente o tegumento foi retirado com 

auxílio de pinças de ponta fina.  

A seguir os embriões foram imersos em hipoclorito de sódio (1% de 

cloro ativo) pelos seguintes tempos: 0, 1, 2, 4 e 8 minutos. Ao final destes, 

os embriões foram lavados por três vezes em água destilada e autoclavada e 

em seguida inoculados em tubo de ensaio contendo o meio de cultura MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 1,44 µM de GA3 (ácido 

giberélico), 0,09 M de sacarose, 7 g L-1ágar e pH ajustado em 5,8 antes da 

autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos (ABBADE; PAIVA; PAIVA et 

al., 2010). Após a inoculação, os embriões foram mantidos em sala de 
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crescimento na temperatura de 25 ± 2 °C, sob irradiância de 36 µmol.m-2s-1 e 

com fotoperíodo de 16 horas. 

Após 15 dias de cultivo, foram feitas avaliações para os seguintes 

parâmetros: porcentagem de germinação (protrusão da radícula) e de 

contaminação, comprimento da parte aérea e número de raízes. O 

delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com cinco 

repetições por tratamento, cada repetição constituindo de quatro tubos 

contendo um embrião cada. Utilizando-se o sofware SISVAR (FERREIRA, 

2011), os dados foram submetidos à ANAVA e as médias comparadas pelo 

teste de Tukey (p ≤ 0,05). 

2.3 Enraizamento de brotações germinadas in vitro 
 

Segmentos caulinares contendo a gema apical com 

aproximadamente 5 cm de comprimento, oriundas da germinação in vitro, 

foram utilizadas para o enraizamento.  

As brotações foram inoculadas em meio de indução de enraizamento 

constituído dos sais do meio Wood Plant Medium (WPM) (LLOYD; 

MCCOWN, 1980) adicionado de diferentes concentrações (0, 1, 5, 10 e 20 

µM) da auxina AIB (ácido indolbutírico). O meio foi suplementado com 

0,09 M de sacarose, geleificado com 7 g L-1 de ágar e o pH foi ajustado em 

5,8 antes da autoclavagem. 

As brotações permaneceram por cinco dias no escuro em meio de 

indução de enraizamento antes da transferência para o meio WPM, com 

ausência de auxina e 0,5 g L-1 de carvão ativado. Os explantes foram então 

transferidos e mantidos em sala de crescimento a 25 ± 2 °C, irradiância de 36 

µmol m-2s-1 e fotoperíodo de 16 horas. 

Após 30 dias, foram analisadas as seguintes variáveis: formação de 

raízes, número de raízes, comprimento médio das raízes. Foram utilizadas 

cinco repetições por tratamento, sendo cada repetição composta de quatro 

tubos com um explante cada. Utilizando-se o software SISVAR 
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(FERREIRA, 2011), os dados foram submetidos à ANAVA e as médias 

comparadas pelo teste de Tukey. 

 

 

2.4 Aclimatização 
 

Plantas oriundas do experimento de enraizamento 2.3 foram 

utilizadas como fonte de explante para aclimatização em tubetes (290 cm3), 

contendo o substrato comercial Multiplant®. Após a transferência das 

plantas para o substrato, foi realizada uma rega com água destilada e os 

tubetes foram cobertos com sacos plásticos para evitar a perda excessiva de 

água por parte dos explantes. A cada sete dias, uma das extremidades dos 

sacos plásticos era cortada e, ao fim de 21 dias, esses foram retirados.  

As plantas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura 

média de 28° ± 3 °C, fotoperíodo de 16 horas e irradiânciade 36 µmol m-2s-1. 

Decorridos 28 dias, foram avaliadas a sobrevivência das plantas, a 

porcentagem de crescimento e de formação de novas folhas. O delineamento 

experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco repetições 

por tratamento (concentrações de auxina no experimento de enraizamento) 

sendo cada repetição composta por quatro tubetes com uma planta cada. 

Utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 2011), os dados foram 

submetidos à ANAVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey. 

 

2.5 Regeneração in vitro de brotos a partir de organogênese direta 
 

Após 15 dias de germinação in vitro, raízes de plântulas foram 

utilizadas como fonte de explantes para a indução de brotações. 

Segmentos foram excisados abaixo do cotilédone e dois tipos de 

explantes foram utilizados: segmento um (S1): os primeiros 1,5 cm abaixo 

do cotilédone e segmento dois (S2): 1,5 cm abaixo de S1.  
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Os segmentos radiculares foram inoculados em tubo de ensaio 

contendo o meio de cultura WPM suplementado com AIA (ácido 

indolacético) após a autoclavagem nas concentrações (1, 5 e 10 µM), além 

do tratamento controle (ausência de auxina). O meio foi suplementado com 

0,09 M de sacarose, 7 g L-1 de ágar e o pH ajustado em 5,8. Após a 

inoculação, os explantes foram mantidos em sala de crescimento a 25 ± 2 °C, 

fotoperíodo de 16 h e irradiância de 36 µmol m-2s-1. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com oito 

tratamentos (tipo de explante x AIA), cada tratamento era composto por 

cinco repetições, sendo cada repetição contendo quatro tubos com um 

explante cada. 

Após 30 dias, foi avaliado a porcentagem de brotação e o número de 

brotos por explante. Utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 2011), 

os dados foram submetidos à ANAVA e comparados pelo teste de Tukey. 

 

2.6 Indução de brotações in vitro a partir de segmentos caulinares 
 

Plântulas oriundas da germinação in vitro, foram utilizadas como 

fonte de explantes.  

Segmentos nodais com aproximadamente 2 cm de comprimento e 

contendo duas gemas laterais foram inoculados na posição vertical em meio 

WPM, suplementado com 0,09 M de sacarose e diferentes concentrações (0, 

2, 4 e 8 µM) da citocinina BAP (6-benzilaminopurina). O meio foi gelificado 

com 7 g L-1 de ágar e o pH foi ajustado em 5,8 antes da autoclavagem a 121 

°C, durante 20 minutos. Os explantes foram mantidos em sala de 

crescimento a 25 ± 2 ºC, sob irradiância de 36 µmol m-2s-1 e com fotoperíodo 

de 16 horas. 

Após 30 dias de cultivo, foram analisados a porcentagem de calos, o 

número de brotos, o comprimento da parte aérea do maior broto e o número 

total de folhas. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado 
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com seis repetições por tratamento, sendo cada repetição constituído de 

cinco tubos de ensaio com um segmento nodal por tubo. Com o software 

SISVAR (FERREIRA, 2011), os dados foram submetidos à ANAVA e 

comparados pelo teste de Tukey. 

 

2.7 Enraizamento in vitro das brotações 
 

Brotações oriundas do experimento 2.6 foram individualizadas, o 

comprimento inicial foi obtido e os explantes cada um contendo o ápice 

caulinar e um par de gemas laterais foram transferidos para meio WPM com 

0,5 g L-1 de carvão ativado, suplementado com 0,09 M de sacarose e 

solidificado com 7 g L-1 de ágar onde permaneceram 30 dias para a 

eliminação do efeito residual dos reguladores de crescimento. Após esse 

período, as brotações foram inoculadas em meio de cultura WPM com 

diferentes concentrações da auxina AIB (0; 0,1; 1; 10 µM) suplementado 

com 0,09 M de sacarose, gelificado com 7 g L-1 de ágar e pH ajustado para 

5.8 antes da autoclavagem. Os explantes foram mantidos no escuro por cinco 

dias antes da transferência para meio livre de auxina e com 0,5 g L-1 de 

carvão ativado. As brotações foram mantidas em sala de crescimento a 25 ± 

2 ºC, sob irradiância de 36 µmol m-2s-1 e com fotoperíodo de 16 horas.  

Após 30 dias de cultivo, foram avaliados os seguintes parâmetros: 

número de raízes, tamanho das raízes, calogênese, crescimento da brotação e 

emissão de novas folhas. O delineamento experimental foi o inteiramente 

casualizado com cinco repetições por tratamento, sendo cada repetição 

constituída de quatro tubos de ensaio com uma brotação por tubo. Com o 

software SISVAR (FERREIRA, 2011), os dados foram submetidos à 

ANAVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey. 

2.8 Crescimento in vitro de ápices caulinares 
 



40 

 

Plântulas oriundas da germinação in vitro foram utilizadas como 

fonte de explantes.  

Ápices caulinares com diâmetro de aproximadamente 1 mm foram 

excisados e inoculados em placa de Petri (9,2 cm de diâmetro) contendo 

meio WPM, 0,25 µM ANA (ácido naftaleno acético) suplementado com 

0,09 M de sacarose, com 10 ppm de ácido ascórbico, gelificado com 7 g L-1 

de ágar e diferentes concentrações (0, 2, 4 e 8 µM) de BAP.  

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento no escuro por 

14 dias antes da transferência para sala de crescimento a 25 ± 2 °C com 

fotoperíodo de 16 horas. Após 28 dias de cultivo em placas, os ápices foram 

transferidos para tubos de ensaio contendo meio WPM com as mesmas 

concentrações de BAP (0, 2, 4 e 8 µM) e 0,25 µM de ANA.  

Para evitar a formação excessiva de calos na base dos ápices em 

crescimento, após 15 dias de cultivo em tubos de ensaio, os ápices foram 

transferidos para meio WPM, contendo 0,25 µM BAP e 0,25 µM de ANA. 

Decorridos 40 dias de cultivo em meio com BAP e ANA, foram avaliados a 

formação de calos na base do explante, o comprimento da parte aérea (cm) e 

o número de folhas. O experimento foi conduzido em delineamento 

inteiramente casualizado com 30 repetições por tratamento, em que cada 

repetição foi constituída de um tubo de ensaio contendo um ápice caulinar 

cada. Utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 2011), os dados foram 

submetidos à ANAVA e comparados pelo teste de Tukey. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Teste de desinfestação dos embriões 
 

Não houve diferenças significativas para porcentagem (p>0,05) com 

relação aos diferentes tempos de exposição dos embriões em hipoclorito de 

sódio, com uma média geral de 93% de embriões germinados, 3,12 cm de 

altura da plântulas e 3,5 raízes por planta.  

Já para a porcentagem de contaminação foram observadas diferenças 

significativas. Entretanto, o tratamento com ausência de hipoclorito de sódio 

(controle) apresentou 30% de embriões contaminados (p<0,05). Com 

relação aos diferentes tempos de exposição ao hipoclorito de sódio, não 

foram observadas diferenças significativas (Figura 1). 
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Figura 1 Porcentagem de contaminação de embriões de Handroanthus serratifolius 
tratados com hipoclorito de sódio em diferentes tempos de exposição. 
Médias seguidas pela mesma letra dentro de cada tempo (min) não diferem 
entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 

 

George; Hall e Klerk (2008) afirmam que o tempo de exposição e a 

concentração dos agentes desinfetantes dependem do tipo de explante 

utilizado, que pode apresentar respostas variadas quanto à sensibilidade dos 

tecidos. Uma desinfestação eficiente deve eliminar os microrganismos e não 

causar danos ou morte aos tecidos. 

Foi observado neste estudo, que a desinfestação dos embriões com 

hipoclorito de sódio 1% foi eficiente no controle da contaminação, 

especialmente nos tempos de um a quatro minutos, uma vez que a ausência 

do tratamento com hipoclorito de sódio 1% promoveu 30% de contaminação 

(p<0,05). Independentemente do tempo de exposição ao hipoclorito de sódio 

utilizado na desinfestação dos embriões, não foi observada a ação fitotóxica 

nos tecidos com média geral de 93% de germinação. 

Os resultados obtidos neste trabalho também diferem dos publicados 

por Nery et al. (2008), em que tais autores estudando a germinação ex vitro 

de Tabebuia serratifolia, (ipê-amarelo) mencionam que o tratamento de 

desinfestação dos embriões com hipoclorito de sódio 2% por 2 minutos 

acarretou em redução na porcentagem de germinação. 

3.2 Enraizamento in vitro de plântulas  
 

Independentemente da concentração de AIB utilizada, houve a 

formação de raízes em todas as brotações de ipê amarelo cultivadas in vitro 

(Figura 2). Não houve diferenças significativas para a formação de raízes 

com 92% de brotações enraizadas nem para o número de raízes com uma 

média geral de 1,4 por explante (p>0,05). 

 



43 

 

 
Figura 2 Planta de H. serratifolius enraizada após 30 dias de cultivo. 
 
 
Em relação ao comprimento médio de raízes, diferenças 

significativas foram observadas (p<0,05) com uma média geral de 6,9 cm 

sendo o tratamento que continha 20 µM de AIB aquele que proporcionou o 

maior comprimento médio (11,6 cm) entre os tratamentos (Figura 3). 

 

 
Figura 3 Comprimento médio de raízes de plântulas de Handroanthus 

serratifolius após tratamento com diferentes concentrações de AIB aos 
30 dias de cultivo. Médias seguidas de mesma letra não diferem entre 
si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 
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Auxinas têm reconhecidamente, efeito positivo no início da 

formação de raízes por estimular a diferenciação celular e o acúmulo de 

auxinas endógenas ou exógenas induz à formação de raízes (SOARES et al., 

2007; LASKOWSKI et al., 2008). 

Provavelmente para a espécie em estudo o balanço hormonal 

endógeno seja suficiente, quando comparados com concentrações de até 10 

µM de AIB. Acima dessa concentração, há o efeito da auxina exógena. 

Resultados similares aos obtidos no atual estudo foram observados 

por Campos et al. (2013), em que plântulas de umburana de cheiro 

apresentaram média de 92% de enraizamento quando 10 µM de AIB foi 

adicionado ao meio de cultura. Cardoso e Silva (2013), utilizando diferentes 

concentrações de AIB no enraizamento de Zeyheria Montana Mart. 

(Bignoniaceae), também observaram alta taxa de enraizamento das brotações 

(65%) em meio de cultura contendo 7,3 µM de AIB. 

Soares et al. (2007); Santana et al. (2008); Cardoso e Silva (2013) 

também destacam os efeitos positivos da auxina AIB na melhoria do 

enraizamento de plântulas in vitro. 

3.3 Aclimatização 
 

Na fase de aclimatização, não foram observadas diferenças 

significativas para as variáveis analisadas. Independentemente da 

concentração de auxina AIB empregada na fase de enraizamento, houve 

100% de sobrevivência (Figura 4). A média geral da porcentagem de 

crescimento e da porcentagem do número de novas folhas foi de 59% e 37% 

respectivamente. 
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Figura 4 Plantas aclimatizadas em sala de crescimento (A), sobrevivência das 

plantas após 28 dias de aclimatização (B). 
 

 

Cardoso e Silva (2013), estudando Zeyheria Montana Mart. 

(Bignoniaceae), obtiveram 100% de sobrevivência das plântulas, na fase de 

aclimatização, utilizando brotações oriundas do enraizamento in vitro 

tratadas com diferentes concentrações (2,8; 5,7; 8,5 e 11,4 µM) de AIB. 

3.4 Regeneração in vitro de brotos a partir de organogênese direta 
 

Neste experimento, pôde-se observar o surgimento de brotos em 

alguns dos tratamentos testados. Não houve diferenças estatísticas com 

relação aos segmentos (S1 e S2), porém diferenças estatísticas foram 

encontradas para as concentrações de AIA (p<0,05) com uma média geral de 

21% dos segmentos apresentando brotações. O tratamento com 1 µM de 

AIA proporcionou a maior porcentagem observada de brotações 32,5%. 

(Figura 5).  
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Figura 5 Porcentagem da formação de brotos em segmentos radiculares de ipê 

amarelo em diferentes concentrações de AIA. Médias seguidas de mesma 
letra não diferem entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 

 

Mesmo na ausência do regulador, foi observada formação de brotos 

indicando que, provavelmente, o nível endógeno de hormônios foi suficiente 

para assegurar esta resposta (Figura 6). 

 

 

Figura 6 Aspecto visual da germinação e das brotações originadas das raízes em 
Handroanthus serratifolius. (A) Plântula oriunda da germinação in 
vitro; (B) brotações regeneradas no tratamento controle, (C) brotação 
oriunda do tratamento 5 µM AIA, (D) brotação oriunda do tratamento 1 
µM AIA.  Barra = 10 mm. 
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Com relação ao número de brotos por explante, pode-se observar 

diferenças significativas (p<0,05) com média geral de 0,2 brotos. As maiores 

médias observadas foram quando o AIA foi adicionado ao meio nas 

concentrações de 1 e 5 µM promovendo a formação de 0,32 brotos por 

explante, sendo que, de acordo com a derivada da equação, a estimativa seria 

de 0,34 brotos com a adição de 3,1 µM de AIA ao meio de cultura (Figura7). 

 

 
Figura 7 Média do número de brotos em segmentos radiculares de ipê-amarelo em 

diferentes concentrações de AIA. Médias seguidas de mesma letra não 
diferem entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 

 
 

O potencial para a regeneração de plantas a partir de raízes para 

Handroanthus serratifolius não foi bem elucidado, portanto há a necessidade 

de novos estudos, já que, neste trabalho, foi observado que a espécie tem 

potencial para este tipo de regeneração. Protocolos de regeneração de plantas 

a partir de raízes tem sido relatados para outras espécies, tais como, Brassica 

oleracea var italica (YANG et al., 2010), Tylophora indica (SAHAI; 

SHAHZAD; SHARMA, 2010), Passiflora spp. (SILVA et al., 2011; 

ROCHA et al., 2012), Cassia angustifolia (PARVEEN; SHAHZAD, 2011), 
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Centaurea ultreiae (MALLON et al., 2011) e Bixa orellana L. (CRUZ et al., 

2013). 

3.5 Indução de brotações in vitro 
 

O efeito do BAP, com relação ao número de brotos, não foi 

significativo (p>0,05) com média geral de um broto por explante. De acordo 

com os resultados observados neste trabalho, o efeito das diferentes 

concentrações de BAP utilizadas, não foi suficiente para promover uma 

resposta significativa para a indução de novas brotações. 

Martins et al. (2009) trabalhando com segmentos nodais Tabebuia 

impetiginosa visando a indução de brotações, observaram que na 

concentração de 4,4 µM de BAP foi obtido uma média de 4 brotações por 

explante e mesmo na ausência deste regulador foi observado a formação de 

brotos. 

Entretanto na presença de 2 µM de BAP, observou-se brotações com 

comprimento médio de 17,8 mm, superior àquele observado em brotações 

inoculadas em meio na ausência de BAP (p<0,05) (Figura 8). Acima desta 

concentração, houve uma tendência de redução no comprimento dos brotos 

formados. 
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Figura 8 Comprimento das brotações de Handroanthus serratifolius em diferentes 

concentrações de BAP. Médias seguidas de mesma letra não diferem 
entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 

 

Resultados semelhantes foram encontrados por Soares et al. (2007) 

ao induzirem brotações em segmentos caulinares de Hancornia speciosa no 

qual os autores observaram que o aumento das concentrações de BAP inibia 

o alongamento das brotações. 

A tendência de inibição do comprimento de brotações a partir de 

determinada concentração de citocinina pode decorrer de um possível efeito 

fitotóxico da adição do regulador de crescimento ao meio de cultura 

(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). 

Para a porcentagem de calos formados na base do explante, foram 

observadas diferenças significativas (p<0,05), sendo que o tratamento 

controle (ausência do regulador BAP) apresentou 26% de formação de calos 

e o uso de 2 e 4 µM de BAP promoveram a maior formação de calos (100%) 

nas brotações. Com o aumento da concentração para 8 µM foi observado um 

decréscimo de 10% na calogênese (Figura 9). 
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Figura 9 Porcentagem da formação de calos em segmentos caulinares de 

Handroanthus serratifolius em diferentes concentrações de BAP. Médias 
seguidas de mesma letra não diferem entre si de acordo com o teste de 
Tukey (p<0,05). 

 

 

Martins et al. (2009) estudando a multiplicação in vitro de ipê-roxo 

(Tabebuia impetiginosa) observaram a ocorrência de calos na base dos 

explantes nos tratamentos que empregaram concentrações superiores a 4,4 

µM de BAP, sendo que o tratamento contendo 35 µM foi o que obteve a 

maior presença de calos (66,6%). Já no presente estudo, mesmo na ausência 

do regulador de crescimento, foi observada a formação de calos indicando 

que provavelmente o nível endógeno de citocinina e auxina foram 

suficientes para ocasionar esta resposta. 

Semelhante ao atual trabalho, Soares et al. (2007) observaram que a 

ocorrência de calos na base dos segmentos caulinares de Hancornia speciosa 

cultivadas in vitro aumentaram (até 90%) com o acréscimo de BAP ao meio 

de cultura, até a concentração de 17,7 µM. A partir deste ponto, uma 

tendência de queda dessa variável resposta foi verificada.  

Em relação ao número de folhas, observou-se que na ausência de 

BAP no meio de cultura houve a formação de brotações com maior número 
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de folhas e que o aumento da concentração de BAP relacionou-se 

diretamente a uma queda no número de folhas (p<0,05) (Figura 10). 

 

 
Figura 10 Número de folhas por brotações de Handroanthus serratifolius em 

diferentes concentrações de BAP. Médias seguidas de mesma letra não 
diferem entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 

 

De acordo com Preece (1995), as citocininas são primordiais na 

divisão celular, atuam na quebra da dominância apical, na indução e no 

crescimento de brotações. Grattapaglia e Machado (1998) afirmam que o 

tipo de citocinina e a sua concentração são os fatores que mais influenciam o 

sucesso da multiplicação in vitro. 

3.6 Enraizamento in vitro das brotações 
 

Não foram observadas diferenças estatísticas significativas para 

nenhum dos parâmetros testados, sendo que a média geral para número de 

raízes foi 1, o tamanho médio total das raízes foi de 4,5 cm, a formação de 

calos na base dos explantes foi de 48%, a porcentagem de crescimento da 

brotação foi de 40%, e o número de folhas novas foi de 1,5. Embora sem 

diferenças estatísticas, pôde-se observar que numericamente, a concentração 
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de 0,1 µM de AIB, proporcionou as maiores médias para todos os 

parâmetros analisados, indicando que concentrações baixas desse regulador 

entre 0,1 e 1 devam ser investigadas. 

3.7 Crescimento in vitro de ápices caulinares 
 

Foram observadas diferenças significativas para a formação de calos 

(p<0,05) na base dos explantes com uma média geral de 79%. Na ausência 

do regulador de crescimento BAP, não foi observada formação de calos 

(Figuras 11 e 12). A maior porcentagem de formação de calos, 100%, foi 

observada quando da utilização de 4 e 8 µM de BAP (Figura 11). Aspecto 

visual da formação de calos nos ápices caulinares cultivados no escuro e no 

claro, bem como das plântulas obtidas a partir dos ápices pode ser observado 

na Figura 12. 

 
Figura 11 Formação de calos em ápices caulinares de Handroanthus 

serratifolius em diferentes concentrações de BAP aos 40 dias de 
cultivo. Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si de 
acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 
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Figura 12 Aspectos dos ápices caulinares de Handroanthus 

serratifolius cultivados in vitro. (A) ápices com 14 dias 
mantidos no escuro. (B) Cultivo dos ápices aos 30 dias na 
luz. (C) Tratamento controle aos 30 dias de cultivo. (D) 
brotações originadas dos ápices caulinares após 40 dias de 
cultivo. Barras = 5 mm. Setas brancas: primórdios 
foliares. Setas pretas: calos.  

 

Para o número de folhas, foram observadas diferenças significativas 

(p<0,05) nas diferentes concentrações de BAP utilizadas. Na concentração 

de 2 µM foi observada a formação de duas folhas por brotação (Figura 13). 

Ausência de BAP no meio de cultura não ocasionou a formação de folhas 

nos ápices caulinares. 
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Figura 13 Número de folhas em ápices caulinares de Handroanthus 

serratifolius em diferentes concentrações de BAP aos 40 dias de 
cultivo. Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si de 
acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 

 

Houve diferença estatística para o comprimento da parte aérea, 

(p<0,05), nas diferentes concentrações de BAP utilizadas, sendo que o maior 

comprimento 3,3 cm foi observado na concentração de 2 µM de BAP. 

(Figura 14). Vale ressaltar que, assim como para as demais variáveis 

analisadas, a ausência do regulador de crescimento não acarretou em 

aumento do comprimento da parte aérea, sendo que os ápices caulinares 

cultivados sob essas condições não se desenvolveram em brotações. 
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Figura 14 Comprimento da parte aérea em ápices caulinares de 

Handroanthus serratifolius em diferentes concentrações de BAP 
aos 40 dias de cultivo. Médias seguidas de mesma letra não 
diferem entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 

 

Jain et al. (2009) observaram que o meio WPM suplementado com 

4,4 µM BAP permitiu o crescimento de brotos de 3,3 cm a partir de ápices 

caulinares de Harpagophytum procumbens. 

A eficiência no uso do BAP no cultivo in vitro de ápices caulinares 

também foi relatada para a espécie Ceiba pentandra, na qual o crescimento 

de 60% dos ápices foi obtido quando da utilização de 9,7 µM de BAP 

(SILVA et al., 2010). 
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4 CONCLUSÃO 
 

O uso de hipoclorito de sódio (1%) é eficaz na desinfestação dos 

embriões de H. serratifolius. A citocinina BAP é essencial para o 

crescimento in vitro de H. serratifolius e a concentração de 2 µM de BAP 

favoreceu o maior crescimento médio das brotações, crescimento dos ápices 

com o maior crescimento da parte aérea e número de folhas. 

A regeneração de brotos a partir de raízes foi observada, porém a 

regeneração não foi obtida de forma expressiva. As concentrações de AIB 

foram eficazes para a formação de raízes e as concentrações endógenas de 

auxinas das plantas provavelmente favoreceram para a formação de raiz nas 

brotações de H. serratifolius cultivadas in vitro. 

A aclimatização foi eficiente com 100% das plantas aclimatizadas. 
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CAPÍTULO 3 

CRIOPRESERVAÇÃO DE Handronathus serratifolius 
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RESUMO 
 

 
Handroanthus serratifolius é uma espécie arbórea com ampla 

distribuição no Brasil, utilizada como uma planta ornamental. É propagada 
por sementes, que perdem a viabilidade em curto prazo. Este estudo teve 
como objetivo criopreservar sementes, embriões e ápices caulinares de 
Handroanthus serratifolius. Para a criopreservação das sementes, estas 
foram colocadas em tubo Falcon (15 mL) e armazenadas em nitrogênio 
líquido durante três dias antes do descongelamento por 1, 3 ou 5 minutos em 
banho maria a 38 ± 2 °C. Após a criopreservação, as sementes foram 
desinfestadas em álcool 70% durante 30 segundos e hipoclorito de sódio (2% 
de cloro ativo), durante 10 minutos, seguido por inoculação (P1), ou os 
embriões foram extraídos, desinfestados em hipoclorito de sódio (1% de 
cloro ativo) por um minuto (P2), ambos foram inoculados em meio MS 
contendo 1,44 µM de GA3. Após 30 dias, a porcentagem de germinação, o 
comprimento da parte aérea de mudas provenientes de ambos os 
procedimentos (P1 e P2) e a massa fresca e seca da parte aérea e de raízes de 
mudas originadas de P2 foram avaliados. Para a criopreservação de 
embriões, estes foram desinfestados em hipoclorito de sódio (1% de cloro 
ativo) por um minuto e posteriormente desidratados durante 0 a 300 minutos 
em câmara de fluxo laminar antes do armazenamento em nitrogênio líquido 
por sete dias e em seguida, descongelados em banho-maria 38 °C durante 1, 
3 ou 5 minutos. Os embriões foram descongelados e inoculados em meio MS 
contendo 1,44 µM de GA3. A porcentagem de germinação e o comprimento 
da parte aérea foram avaliados. Para a criopreservação dos ápices caulinares, 
foram testados diferentes tempos de imersão (15, 30, 60 e 120 minutos) em 
PVS2 antes da imersão em nitrogênio líquido utilizando a técnica de droplet 
vitrification. Após o descongelamento, foi avaliada a retomada do 
crescimento dos ápices. Observou-se que apenas 10% das sementes 
submetidas a P1 e criopreservadas germinaram em comparação com 95% de 
germinação dos embriões submetidos a P2. Os resultados mostraram ainda 
que o descongelamento realizado por um minuto foi eficaz na 
criopreservação de sementes. Para a criopreservação de embriões, observou-
se que o percentual de germinação superior a 85% foi obtido em embriões 
desidratados para um teor de umidade menor que 10% antes da exposição ao 
nitrogênio líquido. Para a criopreservação de ápices caulinares, maior 
porcentagem de retomada de crescimento após imersão em nitrogênio 
líquido foi obtida quando os explantes foram anteriormente imersos por 30 
minutos na solução de PVS2. 
 
 
Palavras-chave:  Conservação.  Cultivo in vitro.  Plantas ornamentais.  
Armazenamento em longo prazo. 
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ABSTRACT 
 

 
Handroanthus serratifolius is a tree species with wide distribution in 

Brazil and used as an ornamental plant. It is propagated by seeds, which lose 
viability in the short term. This study aimed to cryopreserve seeds, embryos 
and shoot tips of Handroanthus serratifolius. For cryopreservation these 
seeds were placed in Falcon tube (15 ml) and stored in liquid nitrogen for 
three days before thawing for 1, 3 or 5 minutes in a water bath at 38 ± 2 ° C. 
After cryopreservation the seeds were decontaminated in 70% alcohol for 30 
seconds and sodium hypochlorite (2 % active chlorine) for 10 minutes (P1), 
or the embryos were extracted, decontaminated in sodium hypochlorite (1 % 
active chlorine) for one minute (P2), both were inoculated on MS medium 
containing 1.44 µM of GA3 . After 30 days, the percentage of germination, 
the shoot length of seedlings from both procedures (P1 and P2) and fresh and 
dry weight of shoots and roots of seedlings originating from P2 were 
evaluated. For cryopreservation, embryos were decontaminated with sodium 
hypochlorite ( 1 % active chlorine ) for one minute and then dehydrated for 0 
to 300 minutes in a laminar flow cabinet before storage in liquid nitrogen for 
seven days and then thawed in 38 °C water bath for 1, 3 or 5 minutes. The 
embryos were thawed and cultured on MS medium containing 1.44 µM GA3. 
The germination percentage and shoot length were evaluated. For 
cryopreservation of shoot tips were tested different immersion times (15, 30, 
60 and 120 minutes) PVS2 before immersion in liquid nitrogen using the 
droplet vitrification technique. After thawing, the shoot tips regrowth were 
evaluated. It was found that only 10% of seeds subjected to P1 and 
cryopreserved germinated, compared with 95% of the embryos underwent 
germination of P2. The results also showed that thawing performed for one 
minute was effective in cryopreservation of seeds. For cryopreservation of 
embryos was observed that the percentage of greater than 85 % germination 
was obtained in dehydrated into a moisture content below 10 % before 
embryos exposure to liquid nitrogen. For cryopreservation of shoot tips, 
higher percentage of regrowth after immersion in liquid nitrogen was 
obtained when explants were previously immersed for 30 minutes in PVS2 
solution. 
 
 
Keywords: Conservation. In vitro culture. Ornamental plant. Long term 
storage. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A criopreservação é uma tecnologia valiosa para a preservação em 

longo prazo, em que muitos explantes podem ser utilizados, incluindo pólen, 

sementes, embriões, calos e ápices caulinares (SALAJ, 2011). É uma técnica 

na qual o material biológico vivo é armazenado em nitrogênio a -196 ºC em 

sua fase líquida, ou a -150 °C, em sua fase de vapor. Sob estas temperaturas, 

o metabolismo celular é praticamente paralisado, diminuindo 

significativamente a degradação do material (REED, 2008).   

Este método tem se mostrado prático e eficiente devido à exigência 

de pequenos volumes dos materiais armazenados, além da baixa exigência 

de manutenção. Após a determinação de um protocolo apropriado para cada 

espécie, a criopreservação permite que armazenamento dos materiais seja 

realizado por tempo ilimitado (KACZMARCZYK et al., 2011).  

Existem diferentes técnicas de criopreservação e a escolha entre uma 

delas é dependente do explante a ser criopreservado. Além disso, o sucesso 

do procedimento também será determinado pela elaboração de um meio 

eficiente de regeneração do explante, no qual ele é inoculado após o 

descongelamento. Reguladores de crescimento exercem uma função 

importante nessa etapa, e a concentração e combinação entre eles é muito 

variável de acordo com a espécie (MUKHERJEE et al., 2009). 

A criopreservação de sementes ou embriões zigóticos é feita 

basicamente por desidratação e resfriamento (PANIS; LAMBARDI, 2005; 

KAVIANI, 2011). Sementes ortodoxas podem ser desidratadas a 7% de teor 

de umidade sem que haja perda de viabilidade (ROBERTS, 1973). A 

criopreservação de embriões zigóticos é uma alternativa, uma vez que o 

tegumento de algumas sementes podem conter compostos que agem como 

inibidores de germinação (BEWLEY; BLACK, 1994; SILVA et.al, 2011). 

Já para a criopreservação de ápices caulinares, a técnica mais 

eficiente é a denominada droplet vitrification, desenvolvida por Panis; Piette 

e Swennen (2005), que consiste no pré-tratamento dos explantes com 
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solução de vitrificação, antes de serem dispostos em tiras de papel alumínio 

contendo uma gota dessa solução e congelados em nitrogênio líquido 

(ENGELMANN, 2011). Soluções de vitrificação são utilizadas para que o 

material a ser criopreservado assuma um estado vítreo, diminuindo assim a 

formação de cristais de gelo, prejudiciais à célula. Entretanto, estas soluções 

possuem níveis de toxicidade que devem ser identificados de acordo com a 

espécie em questão (REED, 2008).  

O reaquecimento das amostras deve ser eficiente para garantir a 

sobrevivência de explantes após a criopreservação. Métodos de 

descongelamento não eficientes são frequentemente a principal razão para o 

insucesso da criopreservação (ENGELMANN, 1997; KARLSSON, 2001). 

Assim, a criopreservação bem sucedida depende da capacidade do tecido em 

sobreviver à desidratação e de um processo eficiente de descongelamento 

(PADRO, 2012). 

Neste contexto o objetivo deste estudo foi de criopreservar sementes, 

embriões e ápices caulinares de Handroanthus serratifolius.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Material Vegetal 
 

Sementes de H. serratifolius foram coletadas no campus da 

Universidade Federal de Lavras, situada a 21° 14' 43 S, 44° 59' 59 W. Os 

teores de umidade inicial das sementes e/ou embriões (%UI) foram 

determinados utilizando-se três amostras de 10 sementes e/ou embriões. 

Após determinação da massa fresca (MF) das amostras, estas foram 

acondicionadas em folhas de papel e desidratadas em estufa a 105 ± 3 ºC 

durante 72 horas para obtenção da massa seca (MS). A (%UI) foi obtida 

através da seguinte equação: % UI (MS) = [(MF - MS) / MF] × 100, em que 

% UI (MS) é a porcentagem de umidade em uma base de massa seca, MF 

massa fresca (g) e MS massa seca (g). No momento da colheita das 

sementes, o teor de água de sementes e embriões foi de 5,86% e 5,66% 

respectivamente. 

2.2 Criopreservação de sementes  
 

Sementes de H. serratifolius apresentando 5,86% de umidade inicial 

foram colocadas em tubo Falcon (15 mL) com 20 sementes por tubo, e este 

foi imerso em nitrogênio líquido (NL). 

Após três dias, os tubos contendo as sementes foram retirados do NL 

e as sementes foram descongeladas com a imersão dos tubos em banho-

maria a 40 °C durante 1, 3 ou 5 minutos. 

Após o reaquecimento, em câmara de fluxo laminar, dois 

procedimentos de descontaminação das sementes foram testados:  

• (P1) as sementes foram imersas em etanol (70%) durante 20 

segundos e, em seguida, imersas em solução de hipoclorito de sódio 

(1% de cloro ativo) durante 20 minutos.  
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• (P2) as sementes foram desinfestadas como descrito em P1, os 

tegumentos removidos e os embriões foram desinfestados em 

hipoclorito de sódio (1% de cloro ativo) durante um minuto.  

 

Sementes e embriões foram posteriormente lavados três vezes em 

água destilada e autoclavada e inoculados em meio MS (MURASHIGE; 

SKOOG, 1962) suplementado com 1,44 µM de GA3 (ácido giberélico), 0,09 

M de sacarose, gelificado com 7 g L-1 de ágar e o pH ajustado para 5,8 antes 

da esterilização conforme Abbade; Paiva e Paiva (2010). Após 30 dias em 

sala de crescimento a 25 ± 2 ºC sob irradiância de 36 µmol m-2s-1 e 

fotoperíodo de 16 horas, foram avaliados a porcentagem de germinação, o 

comprimento da parte aérea (cm) e a massa fresca e seca (mg) de brotos e 

raízes. 

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente 

casualizado, com cinco repetições por tratamento, cada repetição constituída 

de quatro tubos de ensaio com uma semente por tubo. Os dados foram 

submetidos à ANAVA utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 

2011) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). 

2.3 Desidratação e criopreservação de embriões 

2.3.1 Teste de desidratação de embriões 
 

Sementes de Handroanthus serratifolius foram lavadas em água 

corrente por 30 minutos e, no início do processo, cinco gotas do detergente 

Twin 20 foram adicionadas. Após a lavagem, as sementes foram levadas à 

câmara de fluxo laminar onde foram desinfestadas em álcool 70%, durante 

30 segundos e depois em hipoclorito de sódio (2% de cloro ativo), durante 

10 minutos. O tegumento das sementes foi removido e os embriões foram 

desinfestados em hipoclorito de sódio (1% de cloro ativo) durante um 

minuto seguido por três lavagens em água destilada esterilizada.  
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Após desinfestação, os embriões foram desidratados em câmara de 

fluxo laminar, à temperatura ambiente e sobre discos de papel filtro 

esterilizados com 9 cm de diâmetro durante diferentes períodos (0, 60, 120, 

180, 240 e 300 minutos). O experimento foi realizado em delineamento 

inteiramente casualizado, com três repetições por tratamento, cada repetição 

constituindo de um disco de papel filtro com dez embriões. Os dados foram 

submetidos à ANAVA utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 

2011) e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).  

2.3.2 Criopreservação de embriões 
 

Embriões desidratados nos diferentes tempos em câmara de fluxo 

laminar (sub item 2.3.1) e os não desidratados (controle 1) foram inseridos 

em tubos Falcon (15 mL) e estes armazenados durante sete dias em NL. Um 

segundo tratamento controle foi efetuado e consistiu de embriões 

desidratados nos diversos tempos, além dos não desidratados e não inseridos 

em NL (não criopreservados). 

O reaquecimento foi feito em banho-maria (38 ± 2 °C), durante três 

diferentes períodos (1, 3 e 5 minutos) e os embriões foram inoculados em 

meio MS contendo 1,44 µM de GA3, 0,09 M de sacarose, solidificado com 

0,7% de ágar e o pH ajustado para 5,8 antes da esterilização, conforme 

descrito por Abbade; Paiva e Paiva (2010).  

Após 15 dias em sala de crescimento a 25 ± 2 °C com irradiância de 

36 µmol m-2 s-1 e fotoperíodo de 16 horas, foram avaliados a porcentagem de 

germinação e o comprimento da parte aérea (cm). 

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente 

casualizado, com cinco repetições por tratamento, cada repetição 

constituindo de quatro tubos com um embrião cada. Os dados foram 

submetidos à ANAVA utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 

2011) e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).  

 



69 

 

2.4 Criopreservação de ápices caulinares 
 

Foram utilizadas como fonte de explantes plântulas Handroanthus 

serratifolius oriundas da germinação in vitro.  

Em câmara de fluxo laminar, os ápices caulinares com diâmetro de 

aproximadamente 1 mm foram excisados e isolados com o auxílio de bisturi 

e lupa estereoscópica. Para o processo de criopreservação, os ápices 

caulinares foram imersos por 20 minutos, em solução de carregamento [2 M 

de glicerol + 0,4 M de sacarose dissolvido em meio Murashige e Skoog 

(1962)] à temperatura ambiente. Em seguida, foi testada a imersão em 

solução de PVS2: 30% de glicerol (p/v), 15% etileno glicol (p/v) e 15% 

dimetilsufóxido (DMSO p/v), 0,4 M de sacarose em meio de cultura basal, a 

0 ºC nos tempos de 0, 15, 30, 60 e 120 minutos. Os ápices foram 

acomodados em tiras de papel alumínio (1,5 x 0,5 cm) sobre uma superfície 

gelada antes da imersão em NL. Como tratamento controle utilizou-se ápices 

não imersos em NL (não criopreservados). 

Após 30 minutos em NL, foi realizado o reaquecimento por 15 

minutos à temperatura ambiente em solução de descarregamento e, então, os 

ápices foram inoculados no meio MS contendo 0,3 M de sacarose (meio de 

pós-cultivo) por 24 h horas. Após este período, os explantes foram 

transferidos para o meio Wood Plant Medium (WPM) (LLOYD; MCCOWN, 

1980) acrescido de 0,25 µM de ANA, 2 µM de BAP, 10 ppm de ácido 

ascórbico, 0,09 M de sacarose, gelificado com 7 g L-1 de ágar e pH ajustado 

em 5,8 antes da autoclavagem. 

Após 30 dias em sala de crescimento a 25 ± 2 °C com irradiância de 

36 µmol m-2 s-1 e fotoperíodo de 16 horas, foram avaliados a porcentagem da 

retomada de crescimento dos ápices caulinares. 

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente 

casualizado constituído de três repetições independentes por tratamento, 

cada repetição composta por sete ápices caulinares criopreservados e três 

ápices do tratamento controle (sem imersão no NL). Os dados foram 
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transformados através do arcosseno da porcentagem inicial antes da 

realização da ANAVA e analisados por regressão (p<0,05), utilizando o 

software SISVAR (FERREIRA, 2011). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Criopreservação de sementes 
 

O teor de umidade inicial das sementes colhidas logo após a 

dispersão foi de aproximadamente 5% com base de massa seca. Para a 

porcentagem de germinação, os período de descongelamento testados não 

apresentaram diferenças significativas (p>0,05). Já para os dois 

procedimentos de descontaminação testados (P1 e P2), foi observada 

diferença significativa (Figura 1). Sementes oriundas de P1 apresentaram 

apenas 10% de germinação, enquanto que 95% dos embriões oriundos de P2 

germinaram com sucesso após 30 dias de cultivo. 

 
Figura 1 Porcentagem de germinação de sementes e embriões oriundos de 

diferentes procedimentos de descontaminação (P1 e P2) após 30 dias de 
cultivo. Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si de acordo 
com o teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

A umidade das sementes é um dos principais fatores que afetam a 

criopreservação (WALTERS; WHEELER; STANWOOD, 2004). Tresena et 

al. (2010) trabalhando com a criopreservação de sementes de uma outra 

P1 P2 
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espécie de ipê-amarelo (Tabebuia chrysotrica), observaram que quanto 

menor o teor de água, melhor a germinação e vigor das sementes expostas ao 

nitrogênio líquido. 

A menor taxa de germinação das sementes criopreservadas oriundas 

de P1 em relação às de P2, no presente trabalho, pode estar relacionada com 

a presença dos tegumentos. Existem relatos de que os compostos fenólicos 

presentes no tegumento das sementes podem inibir a germinação 

(BEWLEY; BLACK, 1994). Salomão (2002) obteve 93% de germinação de 

sementes de T. serratifolia após exposição ao LN. Goldfarb; Duarte e Mata  

(2010) trabalhando com sementes de Jatropha curcas L. com diferentes 

teores de umidade, observaram que, após 90 dias em NL, a porcentagem de 

germinação das sementes manteve-se estável. 

Para a variável comprimento da parte aérea, observou-se a interação 

significativa entre os procedimentos de desinfestação (P1 e P2) e os 

diferentes períodos de reaquecimento de 1, 3 e 5 minutos (p<0,05) (Figura 

2). Plântulas oriundas de P2 apresentaram maiores comprimentos de parte 

aérea quando comparadas a plântulas oriundas de P1, em todos os períodos 

de descongelamento testados. Os tempos de descongelamento que 

apresentaram maior comprimento de parte aérea em plântulas oriundas de P2 

foram 1 e 5 minutos. Entretanto, não foi observada diferença para essa 

variável nos diferentes tempos de descongelamento em plântulas oriundas de 

P1 (Figura 2). 
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Figura 2 Comprimento da parte aérea (cm) de plântulas oriundas de sementes 

criopreservadas e posteriormente desinfestadas utilizando-se dois 
procedimentos (P1 e P2) em diferentes períodos de descongelamento. 
Letras maiúsculas comparam os diferentes tempos de descongelamento 
no procedimento de descontaminação P2. Letras gregas comparam os 
diferentes tempos de descongelamento no procedimento de 
descontaminação P1. Letras minúsculas comparam os diferentes 
procedimentos de descontaminação em cada tempo de 
descongelamento. Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si 
de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 

 
 

O descongelamento rápido em banho-maria (35 - 40 °C) por um 

curto período é crucial para melhorar a germinação (GALDIANO JÚNIOR, 

2012).  

Higa (2011) obteve 53,6 % de germinação de sementes de T. 

heptaphylla (Bignoniaceae) criopreservadas e descongeladas em banho-

maria a 45 °C, durante 3 minutos e plântulas com uma altura média de 3,8 

cm após 90 dias de cultivo no solo. 

Foi observada diferença significativa (p<0,05) para massa fresca e 

seca de plântulas, independentemente do período de descongelamento, entre 

parte aérea e raízes com valores médios de 485,2 e 802,4 mg 
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respectivamente, para massa fresca (Figura 3A) e 61 mg e 100 mg 

respectivamente, para massa seca (Figura 3B).  
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Figura 3 Massa fresca (A) e seca (B) da parte aérea e de raízes de plântulas 

oriundas de sementes criopreservadas e desinfestadas pelo 
procedimento P2, após 35 dias de cultivo. Médias seguidas de mesma 
letra não diferem entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

Com relação à massa seca das plântulas, foi observada diferença 

significativa (p<0,05) entre os diferentes períodos de descongelamento 

testados (Figura 4). 
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Figura 4 Massa seca de plântulas oriundas de sementes criopreservadas e 

descontaminadas pelo procedimento P2, após 35 dias de cultivo. 
Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si de acordo com o 
teste de Tukey (p<0,05). 
 

Ao estudar a criopreservação de sementes de Ricinus communis, 

Almeida et al. (2002) observaram uma redução na germinação e peso seco 

de plântulas oriundas de sementes que antes da criopreservação 

apresentavam teor de água de 12% em relação àquelas com teores de 4, 6, 8 

e 10%. 

Martins et al. (2009) afirmaram que as sementes de ipê-roxo 

Tabebuia impetiginosa podem ser previamente desidratadas a 4,2% de água 

e posteriormente imersas em nitrogênio líquido por, pelo menos, 360 dias 

sem redução na qualidade fisiológica. 
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3.2 Criopreservação de embriões 

3.2.1 Teste de desidratação dos embriões 
 

O teor de umidade dos embriões diminuiu significativamente 

durante o tempo de desidratação em câmara de fluxo laminar. Embriões não 

desidratados apresentaram teor de umidade de 28,6% e chegou a 12,8% e 

5% após 60 e 300 minutos de desidratação respectivamente (Figura 5).  

 
Figura 5 Teor de umidade de embriões de H. serratifolius submetidos à diferentes 

períodos de desidratação. Médias seguidas de mesma letra não diferem 
entre si de acordo com teste de Scott-Knott (p<0,05). 

 
 

Roberts (1973) relatou que as sementes ortodoxas podem ser secas a 

um teor de umidade baixo, geralmente menos de 7%, sem perda de 

viabilidade. 



77 

 

O teor de umidade é um dos pontos mais críticos contra a 

criopreservação. Os problemas relacionados com a cristalização da água e 

recristalização, durante o congelamento ou o descongelamento, poderiam 

levar à morte celular devido à formação de gelo (MAZUR, 1984).  

3.2.2 Criopreservação de embriões 
 

De maneira geral, embriões oriundos do tratamento controle 2 

(desidratados nos diferentes tempos, não desidratados e não expostos ao NL) 

obtiveram porcentagem de germinação de 100%. Exceção foi observada no 

tratamento de desidratação de embriões em câmara de fluxo laminar por 300 

minutos que apresentaram média de 90% de germinação, mesmo não 

expostos ao NL (Figura 6). 

 
Figura 6 Porcentagem de germinação de embriões H. serratifolius desidratados em 

câmara de fluxo laminar em diferentes períodos e não submetidos à 
criopreservação, após 15 dias de cultivo. Médias seguidas de mesma letra 
não diferem entre si de acordo com teste de Scott-Knott (p<0,05). 

 

A menor porcentagem de germinação observada foi no maior tempo 

de desidratação (300 minutos). Uma menor germinação em embriões secos 
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por 300 min pode surgir de danos durante a embebição de sementes 

extremamente secas (BEARDMORE; WHITTLE, 2005). 

A viabilidade dos embriões expostos ao NL foi dependente do 

período de desidratação (p<0,05) abaixo de 10% de umidade e, 

independentemente, do tempo de reaquecimento. Embriões não desidratados 

e desidratados por 60 minutos apresentaram coloração escura (Figura 7) e 

não germinaram após descongelamento (Figura 8). Em contraste, a 

germinação dos embriões desidratados de 120 a 300 minutos e exposto ao 

NL foi de cerca de 90% (Figura 8), e estes apresentaram coloração clara 

(Figura 7). 

 

 
Figura 7 Embriões de H. serratifolius desidratados em diferentes períodos expostos 

ao NL e descongelados por 5 minutos. Barra = 10 mm. 
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Figura 8 Porcentagem de germinação de embriões de H. serratifolius desidratados 

em câmara de fluxo laminar em diferentes períodos e submetidos à 
criopreservação, após 15 dias de cultivo. Médias seguidas de mesma letra 
não são significativamente diferentes de acordo com teste de Scott-Knott 
(p<0,05). 

 
 

O tempo de desidratação não afetou o comprimento da parte aérea de 

embriões que não foram expostos à NL. No entanto, o tempo de desidratação 

apresentou efeito significativo sobre o comprimento da parte aérea de 

embriões expostos ao NL (p<0,05) independentemente do tempo de 

descongelamento. Embriões desidratados por pelo menos 180 minutos 

apresentaram maior comprimento de parte aérea quando comparado aos 

demais tempos. O comprimento da parte aérea, para a maioria dos tempos de 

dessecação testados, apresentou diferenças significativas (p<0,05) na 

comparação entre os embriões criopreservados (+NL) e não criopreservados 

(-NL). Maior comprimento de parte aérea foi observado em embriões não 

expostos ao NL, com exceção daqueles desidratados por 180 e 300 minutos 

em que não houve diferença entre os embriões criopreservados ou não 

(Figura 9). 
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Figura 9 Comprimento da parte aérea de plântulas de H. serratifolius após 15 

dias de cultivo, oriundas de embriões desidratados por diferentes 
períodos em câmara de fluxo laminar e exposto (+ NL) ou não (-NL) ao 
nitrogênio líquido. Letras gregas são comparações dos tratamentos 
expostos e não expostos ao NL para cada período de desidratação. 
Letras maiúsculas são comparações dos tratamentos expostos ao NL nos 
diferentes períodos de desidratação. Médias seguidas de mesma letra 
não diferem entre si de acordo com teste de Scott-Knott (p<0,05). 

 

 

Protocolos de criopreservação de embriões foram utilizados para 

outras espécies, incluindo o de Radha; Decruse E Krishnan (2010) que 

relataram 60% de germinação de Nothapodytes nimmonianaem após 

criopreservação de embriões desidratados por 120 minutos em câmara de 

fluxo laminar. Já em um estudo realizado por Nogueira et al. (2011), com a 

espécie Byrsonima intermedia, foi relatado que apenas 10% dos embriões 

zigóticos submetidos à criopreservação sobreviveram. Os autores afirmaram 

que antes da exposição ao NL os embriões apresentavam 15% de umidade.  

Altas taxas de sobrevivência são geralmente obtidas em amostras 

expostas ao NL que tenham sido desidratadas com conteúdo de água entre 

10 e 20% (ENGELMANN, 2004; WOWK, 2010). 
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3.3 Criopreservação de ápices caulinares  
 

Foi possível observar que a retomada de crescimento dos ápices 

caulinares foi significativamente afetada pelo tempo de exposição à solução 

de PVS2 e imersão ou não ao NL. Ápices caulinares não criopreservados 

apresentaram maiores taxas de retomada de crescimento se comparados aos 

explantes criopreservados quando da exposição à solução de PVS2 em até 60 

minutos. Quando os explantes foram imersos por 120 minutos em solução de 

PVS2, não houve diferença entre os imersos ou não em NL (Figura 10).  

 

Figura 10 Porcentagem de retomada de crescimento de ápices caulinares de H. 
serratifolius submetidos a diferentes tempos de imersão e não imersos 
em nitrogênio líquido (-NL) ou criopreservados (+NL) pela técnica de 
droplet-vitrification após pré-cultivo por 24 horas em meio de cultura 
contendo 0,3 M de sacarose. 

 

 

Ápices caulinares submetidos à criopreservação apresentaram maior 

porcentagem de retomada de crescimento (54,8%) quando anteriormente 

imersos em solução de PVS2 por 30 minutos. Já a imersão dos ápices por 15 
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minutos em PVS2 promoveu retomada de crescimento de 35,8% dos 

explantes criopreservados (Figura 1). 

A imersão dos ápices caulinares durante 15 minutos em solução de 

vitrificação provavelmente não foi suficiente para promover desidratação 

ideal e dessa forma, células com alto conteúdo de água livre, quando 

expostas ao NL, podem sofrer danos irreversíveis nas membranas devido aos 

efeitos da cristalização (MAZUR, 1984; SURANTHRAN et al., 2012). O 

uso da solução PVS2 permite não apenas a desidratação, essencial para 

evitar a cristalização da água, mas também promove efeitos de crioproteção 

e de redução na mobilidade de moléculas, permitindo que as células 

vitrifiquem durante a imersão em NL (VOLK; WALTERS, 2006).  

Crioprotetores podem ser tóxicos às células (FULLER, 2004) e as 

substâncias que compõem o PVS2, principalmente o DMSO 

(dimetilsufóxido), podem levar à morte celular, especialmente se a imersão 

ocorrer em temperaturas superiores a 0 ºC ou se o período de exposição for 

muito prolongado (PANIS; PIETTE; SWENNEN, 2005; FULLER, 2004). 

Provavelmente no presente trabalho, a imersão dos ápices por um período de 

120 minutos em PVS2 causou toxicidade às células resultando na baixa 

porcentagem de retomada de crescimento observada nos explantes não 

imersos em NL. 

Vale ressaltar que o sucesso da criopreservação está relacionado com 

o balanço hídrico nas células e o uso de substâncias crioprotetoras (VOLK e 

WALTERS, 2006). 
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4 CONCLUSÕES 
 

A criopreservação de H. serratifolius foi obtida com sucesso.  

Um minuto em banho-maria a 38 °C é eficaz para o 

descongelamento de sementes criopreservadas e a remoção do tegumento 

das sementes é essencial para promover uma alta taxa de germinação in vitro 

de sementes de H. serratifolius criopreservadas.  

Embriões podem ser criopreservados com sucesso e atingir 

porcentagens de germinação superior a 85%. Quando desinfestados com 

soluções aquosas, devem ser novamente desidratados ao conteúdo de água 

inferior a 10% antes da criopreservação. 

A máxima taxa de retomada de crescimento para ápices caulinares 

criopreservados (54,8%) é atingida após o tratamento por 30 minutos na 

solução de PVS2. 
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PERSPECTIVAS 
 

Os experimentos realizados permitiram desenvolver protocolos 

eficientes de organogênese e criopreservação para a multiplicação e 

conservação da espécie Handroanthus serratifolius. Com os resultados 

promissores obtidos será possível a criação de um banco de germoplasma in 

vitro para o armazenamento desta espécie que apresenta grande valor 

ornamental e medicinal. Entretanto, para a concretização a otimização de 

protocolos descritos tornam-se necessárias. 

Estudos sobre a regeneração de brotos utilizando outros reguladores 

de crescimento se fazem necessários uma vez, que neste estudo foi 

observada a regeneração, mas em pequena escala.  

O estabelecimento de protocolos para a o crescimento da raiz in vitro 

e de uma eficiente regeneração de brotos a partir deste tipo de explante, 

permitirá uma nova linha de pesquisas que poderá se concentrar na 

criopreservação de ápices radiculares de H. serratifolius, permitindo, 

portanto, outra opção de armazenamento em criobancos.  
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