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RESUMO GERAL

Handroanthus serratifolius € uma arvore tipica do bioma Cerrado.
Possui propriedades medicinais, madeireira e omt@aineA cultura de
tecidos é uma alternativa para a propagacao deaplar criopreservacao é
uma eficiente forma para o armazenamento em longmopem nitrogénio
liquido (NL) a -196 °C. Os objetivos deste trabalftwmam estudar a
organogénesean vitro e criopreservacdo del. serratifolius. Embribes
zigéticos foram desinfestados por diferentes tengmosipoclorito de sodio
e inoculados em meio MS. Foi investigado o efeitms diferentes
concentracdes de BAP na inducédo de brotacdes paegéo de apices em
meio WPM. Para a regeneracdo de brotos a partmaides, hipocotilo e
radicula foram inoculados em meio WPM acrescido Ald. No
enraizamento e aclimatizacdo, foram avaliados dtoefde diferentes
concentracdes de AIB. Na criopreservacdo, foi adalia eficiéncia de
diferentes tempos de descongelamento (1, 3 ou Gtosihde sementes, com
relacdo a germinacao, peso fresco e seco das|pirara a germinacéo
vitro, as sementes foram desinfestadas em hipoclorisddi® 2% (P1), ou
embrides, desinfestados em hipoclorito de s6dio(R2) e inoculados em
MS contendo GA Foi avaliado a porcentagem de germinacdo e
comprimento da parte aérea de P1 e P2, massa #esmea (mg) da parte
aérea e raizes de plantulas originadas de P2.d&Par@preservacdo dos
embribes, apds a desinfestacdo e desidratacaoreanaée fluxo laminar (0
a 300 min), o material foi armazenado em NL poe skas, descongelados
em banho-maria a 38 °C durante 1, 3 e 5 minutoguiados em meio MS
contendo GA e a porcentagem de germinagdo e comprimento t&a génea
foram avaliadas. Para a criopreservacdo dos apieefinares, foram
testados tempos (0, 15, 30, 60, 120 e 240 minjingesdo em PVS2 a 0 °C
antes da imersdo em NL e a retomada do crescindwgodpices foi
avaliada. O uso de hipoclorito de sodio (1%) éagfina descontaminacéo
dos embribes. Para a inducdo de brotacdes e ragéoerde apices
caulinares, o uso de 2 uM de BAP promoveu as mesh@spostas. Brotos
foram regenerados a partir de segmentos de hipuxddi raizes com
diferenca entre os tratamentos. As concentrac@sBloram eficazes para
a inducdo de raizes. A aclimatizacédo foi eficiecden 100% de plantas
aclimatizadas. Um minuto de descongelamento € zfipmara a
criopreservacao de sementes. Apenas 10% de sen{®ifegerminaram,
enquanto embrides (P2) apresentaram 95% de gedwinapos a
criopreservacdo. Embrides apresentando teor deidiguar a 10% antes da
exposicao ao NL apresentaram germinacao supeBbf@m A maxima taxa
de retomada de crescimento de apices criopreservfadde 54,8% apos a
exposicao por 30 minutos na solucéo de PVS2.

Palavras-chave: Ipé amarelo. Micropropagacdo. Armazenamento em
longo prazo. Ultrabaixa temperatura. Sobreviv@pds descongelamento.



GENERAL ABSTRACT

Handroanthus serratifolius tree is typical of the Cerrado biome.
Presents medicinal, ornamental and timber properfiee tissue culture is
an alternative to the plant propagation and crysgmetion is an efficient
way to long-term storage in liquid nitrogen (LN)-486 ° C. The objectives
of this work were to study then vitro organogenesis and the
cryopreservation ofH. serratifolius. For in vitro germination, zygotic
embryos were decontaminated in sodium hypochldoitedifferent periods
and inoculated in MS medium. The effect of diffar&AP concentrations
on shoot induction and regeneration of apices onMMRedium was
investigated. For regeneration of shoots from robygpocotyl and radicle
segments were inoculated in WPM plus IAA. The dffecdifferent IBA
concentrations on rooting and acclimatization wevaluated. For seeds
cryopreservation, the efficiency of different thagitimes (1, 3 or 5
minutes) regarding to germination, fresh and dryghteof seedling was
verified. After cryopreservation, seeds were demminated in 2% sodium
hypochlorite (P1), or embryos decontaminated watthiiem hypochlorite 1%
(P2) prior inoculation on MS containing @AThe germination percentage
and shoot length of P1 and P2, fresh and dry wéigh) of shoots and roots
of seedlings originated from the P2 were inveséidatFor embryos
cryopreservation, after disinfection and dehydratiolaminar air flow (0 to
300 min) chamber, the material was stored for selagts in NL, thawed in a
water bath to 38 °C for 1 to 5 minutes, inoculateedium MS containing
GA; and the germination percentage and shoot lengtk eealuated. For
shoot tips cryopreservation, different exposurestir0, 15, 30, 60, 120 and
240 min) on PVS2 at 0 °C, before plunge into LNd &me apices regrowth
were evaluated. The use of sodium hypochlorite (di8c)effective in
decontaminating embryos. For shoot induction arabskips regeneration,
2uM BAP promoted the best results. Shoots were regéewk from
hypocotyl and roots segments with difference amwagtments. The IBA
concentration tested were effective for root indwct Acclimatization was
efficient with 100% acclimatized plants. Thawing éme minute is effective
for seeds cryopreservation. Only 10% of seeds (@tjninated, while
embryos (P2) presented 95% germination after cesgwation. Embryos
showing water content of less than 10% before axgot LN presented
85% germination. The higher regrowth rate for crgsperved shoot tips was
54.8% after exposure for 30 minutes in PVS2 safutio

Keywords: Yellow ipe. Micropropagation. Long term storadéitra-low
temperature. Post-thaw survival.
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1 INTRODUCAO

O Cerrado ocupa uma éarea de 24% do territorio Ibnasi(IBGE,
2011), é o segundo maior e mais ameacado biomaadil B de acordo com
previsdes do Centro Nacional de Recursos Gendae@snbrapa (CENTRO
NACIONAL RECURSOS GENETICOS - CENARGEN, 2005) ha aim
indicacdo do seu fim até 2030 se a taxa de desraatamontinuar, devido
principalmente a agricultura intensiva, as queirsaglaao crescimento ndo
planejado das areas urbanas. Até o ano de 2005,d878@da sua area ja
havia sido antropizada e a taxa de desmatamensd eimegava a 1,5% (trés
milhdes de hectares/ano) (CENARGEN, 2005).

Dentre as espécies que crescem no bioma Cerradd, es
Handroanthus serratifolius (Vahl) S. O. Grosepopularmente conhecida
como ipé amarelo, uma espécie arbérea que apraségtasse econdémico
devido a sua madeira, que pode ser usada em eai@ist na construcao
civil, além disso tem grande potencial ornamentat produzir uma
exuberante florada amarela (FERREIRA et al., 20B4¢spécie também é
utilizada na medicina popular por possuir propritda anti-infecciosas,
antifingicas, diurética, adstringente e ainda &mesefeito contra alguns
tipos de cancer, ldpus, doenca de Parkinson, psoria alergias.
(EVANGELISTA JUNIOR et al.,, 2006). A espécie prodgementes
ortodoxas, entretanto estas perdem a viabilidageradkendo das condi¢des
de armazenamento (SOUZA, 2005; OLIVEIRA et al.,208ANTOS et al.,
2009; SILVA, et al.,, 2011). Desta forma, metodoémgide propagacao
assexuada podem se configurar como uma altern@izauma producéo em
larga escala.

A Cultura de tecidos tem contribuido para a propagale espécies
nativas (PEGO; PAIVA; PAIVA et al., 2013) e é unéeriica aplicada com
diversas finalidades, sendo a micropropagacao s pnaiicada, pois permite
a multiplicacadan vitro em larga escala a partir de pequenos fragmentos de
uma planta (GEORGE; HALL; KLERK, 2008; PINHAL et.aR011). A
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micropropagacao, compreende diversas etapas, desegabelecimento
inicial do explantein vitro passando pela multiplicacdo, enraizamento até
aclimatizacdo da microplanta (GRATTAPAGLIA; MACHADO1998;
BASTOS et al., 2007). O cultivim vitro pode, portanto, fornecer materiais
vegetais propagados assexuadamente independergedzgpoca do ano.
Entretanto, alternativas de conservacao dessesitpsotiotecnolégicos em
longo prazo sdo necessarias.

A criopreservacdo € uma técnica utilizada para resewacao de
varias espécies vegetais pelo armazenamento pgodgeriodos (CHEN et
al., 2011). O desenvolvimento de um protocolo depeeservacao aplicado
a espécieH. serratifolius mostra-se como uma alternativa com grandes
potencialidades para a conservagéo em longo plazaodutos de interesse
como por exemplo clones de elite.

O uso de técnicas de criopreservagdo de apicesnaas por
droplet vitrification (PANIS, 2005), além da criopreservacdo de embrides
zigoticos por desidratagdo e congelamento (PANISMBARDI, 2005;
KAVIANI, 2011) podem garantir a formagéo de um baaco de material
clonal e de acessos Heserratifolius, respectivamente

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi indazrganogénese
in vitro e testar a eficAcia de técnicas da criopreservaggando a

conservacado em longo pradeHandroanthus serratifolius.

2 REFERENCIAL TEORICO

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

Handroanthus serratifolius (Vahl) S. O. Grose, espécie pertencente a
familia Bignoniaceae € uma arvore que atinge até 28 altura. Conhecida
no Brasil como ipé, ipé-amarelo, ipé-do-cerradé-apo-de-macuco, pau-
d’arco-amarelo e pilva-amarela € amplamente distt#b na América do
Sul, com registros na Venezuela, Colémbia, Equaderu e Bolivia. No

Brasil, estende-se da Amazonia até Sdo Pauloneahieada em diferentes
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biomas, incluindo Floresta Tropical e Cerrado (GBENT 1992;
FERREIRA et al., 2004).

Estudos moleculares revelaram que o géiabebuia € um grupo
polifilético. Sendo assim, aquelas espécies Tabebuia que sao
caracterizadas por ter madeira extremamente deostendo grandes
quantidades de lapachol, foram colocadas no gémtandroanthus.
PortantoHandroanthus serratifolius (Vahl.) S. O. Grose € 0 nome proposto
em um dos rearranjos taxonbmicos para a espiatiebuia serratifolia
(GROSE; OLMSTEAD, 2007).

O ipé-amarelo possui interesse ornamental e medliciiem valor
ornamental (LORENZI 1992) pois a arvore € utilizagta paisagismo e
arborizagdo urbana por causa de suas flores amafelERREIRA et al.,
2004; DOUSSEAU et al., 2008). Na industria farmaicéy € utilizado para
uma variedade de propdsitos (GENTRY 1992; LOREN®?2), incluindo
estudos relacionados com o cancer (SALUSTIANO .eRall0). E utilizado
na medicina popular no tratamento de cancer dorpascesofago, intestino,
pulmdes, préstata e lingua, além de ser empregadibenca de Hodgkin,
leucemia, lapus, doencga de Parkinson, psoriasergiad. Ainda apresenta
propriedades analgésica, diurética e fungicida cendilizado em
medicamentos caseiros para furinculos, clorosgetiadisenteria, enurese,
febre, faringite, picada de cobra, sifilis e fesiddEVANGELISTA JUNIOR
et al., 2006).

Sua floracdo exuberante de flores amarelas a temmaelemento
altamente visivel na paisagem e, devido a belezauds flores e ampla
distribuicdo, foi designada a flor nacional do Brasndo o emblema da
Sociedade Brasileira de Botanica (GENTRY 1992; AISVEt al., 2013).
Florescem de julho a outubro no Brasil, seus frusmeadurecem
rapidamente e liberam as sementes aladas durastagio seca ou no inicio
das chuvas, de setembro a dezembro (LORENZI, IRORDRIGUES, et al.,
2012) (Figura 1).
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Figura 1H. serratifolius durante o periodo de florescimento (A), semenBse(
embrides zigéticos (C). Barra = 10mm. Fonte: BatalSouza, 2013.

As sementes do ipé possuem germinacao epigea, TEBMEIN
dorméncia e possuem baixa longevidade em ambiemteah Porém, foram
classificadas como ortodoxas e, portanto, podem aserazenadas sob
refrigeracdo, em embalagens impermeaveis, apésagese (FERREIRA et
al., 2004; SILVA et al., 2011). A propagacédo édgibr sementes que sao
produzidas em siligua e em grandes quantidadesV@RIA et al., 2004,
2005; DOSSEAU et al., 2008).

2.2 Cultivoin vitro

O cultivoin vitro é o cultivo de células, tecidos e 6rgédos isolados d
planta mde em um meio artificial. E utilizado envetsas &areas de
pesquisas, incluindo a micropropagacdo, que permitpropagacao de
plantas idénticas a planta mde. Com a utilizac&tadécnica, as plantulas

podem ser obtidas de trés formas: cultura de geowasmeristemas,
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organogénese e embriogénese soméatica (GEORGE; HALERK, 2008;
PINHAL et al., 2011).

A micropropagacao envolve etapas que vao desd&bedscimento
da cultura in vitro até a fase de aclimatizacdo. O sucesso da
micropropagacao vai depender da capacidade dasilpude sobreviverem
apo6s a transferéncia do ambiemtevitro para o ambientex vitro, sem
grandes perdas (HAZARIKA, 2006).

Dentre alguns fatores, a utilizacdo de reguladdeegrescimento,
nutrientes disponiveis no meio de cultura e o antbiale crescimento
(fotoperiodo, a qualidade da luz e a temperatpem afetar o sucesso do
cultivo invitro (PINHAL et al., 2011).

George et al. (2008) relataram que o balanco estrauxinas e as
citocininas influenciam no desenvolvimento do exf#ae afirmam que sdo
as classes de reguladores de crescimento maradés.

As citocininas estdo relacionadas com a inducéo bd#os,
promovendo a quebra da dorméncia das gemas latesesvolvendo assim
um papel crucial em muitas fases do crescimenteserd/olvimento das
plantas (GEORGE et al.,, 2008). J& as auxinas estdmlvidas no
crescimento e desenvolvimento das plantas e d&ad#s para a indugdo de
raizes adventicias (SAINI et al., 2013).

2.3 Organogénesn vitro

Organogénese e embriogénese somatica sdo rotasgeméficas
distintas que as células cultivadas vitro podem seguir (TORRES;
CALDAS; BUSO, 1998).

Na organogénese as células se desenvolvem em umures
unipolar podendo ser um 4pice caulinar ou radictista via de regeneracao
pode ocorrer de forma direta, a partir do tecidcerplante com potencial

morfogenético, ou pela via indireta, que acontera o desenvolvimento de
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calos que diferenciam-se em gemas adventicias taesra(TORRES;
CALDAS; BUSO, 1998)

Para que a organogéndsevitro acontecaé preciso uma interacao
entre as substancias de crescimento que ocorremnalmaénte na planta
(fitohorménios) e os reguladores de crescimentguass sao adicionados ao
meio de cultura (SOARES et al., 2007).

A organogénese € geralmente composta por trés fiiséstas
dependentes de fitormérnios. Na primeira fase adulasé sao
desdiferenciadas para adquirir competéncia orgamcména segunda fase,
as células indiferenciadas sdo induzidas para & mwirfogenética em
resposta ao fitorménios exdgenos, e na terceimdas formacdo do 6rgao,

fase esta que é independente de fitormbnios exégenwm vez que O
estimulo ja foi dado (SUGIYAMA, 1999).

2.4 Conservagaon vitro

Conservacaan vitro é a manutencdo de material biolégico em
condi¢cbes assépticas. Pode ocorrer de duas foronagreservacao ou
crescimento lento. O crescimento lento € uma técde conservagdo em
médio prazo podendo ser atingida através de aftesago meio de cultura
e/ou ambiente de cultivo, dessa forma reduzindaxa tle crescimento dos
explantes. Ja a criopreservagdo é definida comanmzgenamento de
material biol6gico vivo em temperaturas ultrabaix@@sima técnica para a
conservagdo em longo prazo e considerada viavalyraa série de espécies
que apresentam dificuldades de armazenamento petmios tradicionais
(ENGELMANN, 2004; 2011).

De acordo com Engelmann (2004), em temperaturaso cnilo
nitrogénio liquido a -196 °C, os processos metabslisao interrompidos
permitindo 0 armazenamento por um periodo ilimitaston que haja

alteracdes no material armazenado. Uma outra vamtagdp técnica é o
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pequeno espaco para 0 armazenamento de uma gramad¢idgde de
material.

O sucesso da criopreservacao depende da nao farrdecéristais
de gelo no interior dos tecidos (PANIS et al., 20BNGELMANN, 2011).
A desidratacdo € importante para a prevencao daafgdo desses cristais de
gelo intracelular, que podem ocorrer durante aiegebnto e reaquecimento
causando lesdes nas células (GONZALEZ-ARNAO et 2008). A
desidratacdo do material vegetal tem que ser aeomde umidade baixo
para evitar a formacéo de cristais, mas que nasecawesidratacdo severa
das células (SANTOS, 2001). Um bom nivel de sokémdia geralmente é
obtido quando as amostras sdo resfriadas com uelidatte 10 e 20%
(ENGELMANN, 2004).

Varios tipos de explantes como embrifes zigotitBBlIIKAWA et
al., 1997; STEINMACHER et al.,, 2007; WEN; WANG et,a2010),
embrides sométicos (MYCOCK et al.,, 1995; FERNANDE&Sal., 2008;
POPOVA; KIM; PAEK et al., 2010), apices caulina(&ARKAR et al.,
1998; VOLK.; WALTERS; WHEELER; STANWOOD et al., @6;
UCHENDU et al., 2010), meristemas (PANIS et al.0@0e suspensdes
celulares (MENGES et al., 2004; ISHIKAWA et al.,08) ja foram
utilizados com sucesso para a criopreservacaovdesds espécies vegetais.

No congelamento lento (criopreservacdo classicd¢sidratacao é
induzida durante o congelamento e no resfriamentapido
(contemporaneas), a desidratacdo é baseada fiaa¢é&d (ENGELMANN,
2004).

Na vitrificacdo, a desidratacdo normalmente acenteediante a
exposicdo da amostra a um meio com alta concentrded solucdes
crioprotetoras. Assim, a maior parte da agua ietwda&r é retirada antes do
resfriamento da amostra. Apds a desidratacao @ deibngelamento rapido
do material pela imersdo em nitrogénio liquido iddo a vitrificacdo dos
solutos internos (GONZALEZ-ARNAO et al., 2008). Aducéo a tolerancia
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a dessecacdo do explante € uma etapa critica miaatér sao utilizados os
crioprotetores (PANIS; LAMBARDI, 2005).

As substancias crioprotetoras devem ter a capazidagenetrar nas
células e, a0 mesmo tempo, ndo serem toxicas. Aet@edo dessas
substancias contribui para uma maior osmolaridad&e essas substancias
estdo o glicerol, o dimetilsulfoxido e 0 metanocE(MBSON, 2008).

SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA et al. (1990) desenvolvera a
solucéo de vitrificacdo PVS2 que é composta deelic etileno glicol e
dimetilsufoxido (DMSOQO), sacarose que, atualment mais utilizada nos

processos de criopreservacdo (SAKAI et al., 2008).
2.4.1 Criopreservacdo de sementes e embrides zigos

Sementes ortodoxas podem ser desidratadas aoetégud inferior
a 7%, sem grande perda de viabilidade, sementesmetlidrias podem
resistir & desidratagdo consideravel, mas ndovab ads sementes ortodoxas
e, sementes recalcitrantes perdem a sua viabiligaelemo quando secas ao
teor de agua entre 20 a 30% (ROBERTS, 1973; PRITRIPIAR004).

Protocolos de conservacédo de sementes tém quedespramos para
cada tipo de semente, por exemplo, protocolos gErentes ortodoxas nao
podem ser utilizados para sementes recalcitrantesntermediarias
(ENGELMANN, 1991, 1997; SANTOS, 2000).

A criopreservacdo de sementes ortodoxas ja foiizeekl para
algumas espécies (PENCE, 1991; WALTERS; WHEELERANSWOOD,
2004), porém em alguns estudos, outros autoresvalnam problemas apdos
a criopreservacao, como germinacdo anormal ou ®SHEBATA; SAKAI;
SHIMOMURA, 1995), a quebra dos cotilédones (PENCE91,;
STANWOOD, 1985; PRITCHARD; MANGER; PRENDERGAST, B&
leséo interna da semente por congelamento (VERTULS8B).

A criopreservacdo de embrides zigbticos é umardtiema, uma vez

que algumas sementes sdo grandes o0 que pode aupwrg@eravelmente
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0 volume do material a ser criopreservado, alérsodi® tegumento das
sementes pode conter compostos fendlicos que atoamo inibidores da
germinacdo (SILVA et.al, 2011).

O armazenamento de sementes de espécies do CertaxioH.
serratifolius, € importante para a conservacdo de germoplasma de
populacbes e para a producdo de mudas em diferéptmsas do ano
(SILVA et al., 2011).

2.4.2 Criopreservacao de apices caulinares

Técnicas de criopreservacdo sdo aplicaveis a ditgetipos de
tecido com potencial de regeneracdo e as técnieds macentes utilizam
apices caulinares para a formacdo de criobanco&RRER008; PANIS,
2009).

Para a criopreservacdo de apices caulinares, mdéanais utilizada
€ a ‘droplet vitrification” em que os apices sdo pré-tratados em meios com
diferentesconcentracdes de sacarose e, ap0s esse pré-cafiivdratados
em uma solu¢do chamada de carregamento que é danpms2 M de
glicerol + 0,4 M de sacarose em meio de cultura W®RASHIGE e
SKOOG, 1962), antes da imersdo em solugcdo PVS2@ Por diferentes
periodos. Em seguida, os apices sdo entao coloeadosna folha de papel
aluminio com uma gota da solugdo de PVS2 e rapidi@mienersas em
nitrogénio liquido para o congelamento. O descamgehto € realizado a
temperatura ambiente e emprega-se uma solucéo ldieadi rica em
sacarose. ApO0s 0 descongelamento, os apices séoados em meio
especifico de regeneracdo previamente estabelexidn retomada do
crescimento é avaliada apos algumas semanas dle c(EHENGELMANN,
2011; CHEN et al., 2011).

De acordo com BENSON; HARDING; JOHNSTON (2007), goar
que a criopreservacdo de apices caulinares sefadeocada satisfatoria, os

explantes devem apresentar, no minimo, 50% de\seéneia.
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S&o0 poucos os trabalhos relacionados com a crexpegsio deH.
serratifolius, deste modo, hd uma necessidade de estudos gesteet

preservacao para a espécie visando a conservaggomdeplasma.
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CAPITULO 2

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

Handroanthus serratifolius, conhecida como ipé-amarelo, € uma
espécie arbdérea com potencial ornamental, medicinahadereiro. A
organogénese é uma via de regeneracdo na qualsOrgdyetais sdo
induzidos de forma adventicia. O objetivo destdadifzo foi estudar as
diferentes etapas do cultivovitro deH. serratifolius. Para a germinacda
vitro, sementes foram desinfestadas em hipoclorito de 8% de cloro
ativo), o tegumento foi removido e os embridesmfestados em hipoclorito
de sédio (1% de cloro ativo) por diferentes temp@sn seguida inoculados
em meio MS com 1,44 pM de GAA porcentagem de germinacao,
contaminagcdo, comprimento da parte aérea e numergaides foram
avaliados. Para o enraizamento, plantulas germénadavitro foram
seccionadas e a parte aérea inoculada em meio WEM diferentes
concentracdes de AIB, a porcentagem de enraizamentimero de raizes e
0 comprimento da maior raiz foram avaliados e astpk aclimatizadas. Ao
final da aclimatizacdo, a sobrevivéncia, a porgaitade crescimento e a
porcentagem do namero de novas folhas foram aealid®hra a regeneragéo
de brotos a partir de raizes, segmentos radicularas inoculados em meio
WPM suplementado com diferentes concentracdes AbBAfermagéo e o
numero de brotos foram avaliados. Para a inducabrokag8esn vitro,
segmentos nodais foram inoculados em meio WPM cideesle diferentes
concentracdes de BAP e a porcentagem de formacéala® o nimero de
brotos, o comprimento da parte aérea e o numefolltkes foram avaliados.
Para o enraizamenta vitro, as brota¢des adventicias foram inoculadas em
meio WPM contendo diferentes concentracbes de AdBhémero de raizes,
a formacgao de calos, o crescimento da brotacdeneissao de novas folhas
foram avaliados. Para o crescimeimoiitro de apices caulinares (1 fm
foi avaliada a influéncia do meio WPM com diferentmncentracbes de
BAP antes da transferéncia para meio WPM conterZi®|0M BAP e ANA.
Foram avaliados a formacgéo de calos na base dossapi comprimento da
parte aérea e o numero de folhas das brotagcdesbBeivado que o uso de
hipoclorito de sédio (1%) é eficaz na descontan@inagos embrides dd.
serratifolius no tempo de um minuto. Ocorreu indugdo de raizes
independentemente das concentragdes de AIB testadedimatizagao foi
eficiente com 100% das plantas. A maior formacadmtos a partir de
raizes foi observada nas concentracfes de 1 e 8auMA. O uso de 2 uM
de BAP promoveu melhores respostas para a indug&oadacoes e para o
cultivo in vitro de apices caulinares. Nao houve diferencas ditasipara
0s parametros testados para o enraizamento dagtestadventicias.
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Palavras-chave: Micropropagacédo. Ipé amarelo. Cultivovitro.
Regeneracgéo.

ABSTRACT

Handroanthus serratifolius, known as yellow ipe, is a tree species
with ornamental, medicinal and lumberjack potentaiganogenesis is a
means of plant regeneration which organs are irdiuce form in an
adventitious way. The aim of this work was to sttlaly different stages o
vitro culture of H. serratifolius. For in vitro germination seeds were
decontaminated in sodium hypochlorite (2% activiorihe), the seed coat
was removed and the embryos decontaminated withurmotlypochlorite
(1% active chlorine) for different times and theogulated on MS medium
with 1.44 mM of GA. The percentage of germination, contaminationpsho
length and number of roots were evaluated. Foiingoin vitro germinated
seedlings were sectioned and shoots inoculated BRMWnedium with
different IBA concentrations, the rooting percertagumber of roots, length
of roots were evaluated and the plants were actiieth At the end of
acclimatization, survival, growth percentage ané thercentage of the
number of new leaves were evaluated. For regeparafishoots from roots,
root segments were inoculated in WPM medium supgiged with different
AlA concentrations and induction and number of sbaeere evaluated. For
shoot inductionjn vitro nodal segments were inoculated in WPM medium
supplemented with different BAP concentrations dhd percentage of
callus formation, number of shoots, shoot lengtth mmmber of leaves were
evaluated. Forn vitro rooting, the adventitious shoots were inoculated i
WPM medium containing different IBA concentratioasd the number of
roots, callus formation, growth and sprouting ofvrleaves were evaluated.
For thein vitro growth of shoot tips (1 mf) the influence of WPM medium
with different BAP concentrations before transfer WPM medium
containing 0.25 pM BAP and NAA was evaluated. Gallormation at the
base of the shoot tips, the shoot length and numbkyaves of the shoots
were evaluated. It was observed that the use afirsodypochlorite (1%) is
effective in decontaminatingd. serratifolius embryos at a time of one
minute. Root induction occurred regardless of IBAngentrations.
Acclimatization was efficient with 100% of acclinmdd plants. The
increased formation of shoots from roots was oleskat concentrations of 1
and 5 pM IAA. The use of M BAP promoted best results for shoot
induction and in vitro culture of shoot tips. Thewere no statistical
differences in the parameters tested for rootingdventitious shoots

Keywords: Micropropagation. Yellow ipdn vitro culture. Regeneration.
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1 INTRODUCAO

A espécieH. serratifolius conhecida como ipé-amarelo, pertence a
familia Bignoniaceae e possui interesse econdomanteireiro, ornamental e
medicinal. Na industria farmacéutica, extratos t@gedesta espécie sdo
utilizados no tratamento de uma variedade de pgisEpincluindo doengas
relacionadas com o cancer (SALUSTIANO et al.,, 20N®sse sentido €
interessante o desenvolvimento de protocolos deoprcpagacdo para a
espécie.

O desenvolvimento de técnicas de cultura de tecidgetais tem
sido uma das contribuicdes mais significativas paeaa&anco do processo de
propagacao de espécies natiggdantas lenhosas, principalmente devido ao
tamanho reduzido do explante e a rapida proliferad@ gemas axilares
(PEGO; PAIVA; PAIVA, 2013; SOARES et al., 2007).micropropagacao
€ a técnica mais utilizada com a finalidade de raiite de um grande
namero de plantas uniformes independente da émeaal além disso, as
vias de regeneracdo podem ser obtidas por orgaeegéu embriogénese
somatica (GEORGE; HALL; KLERK, 2008).

A organogénesein vitro ocorre com a formacdo de gemas
adventicias, que se originam em locais diferentegieles que ocorrem no
curso normal de desenvolvimento vegetal. Os fitori@mios e o0s
fitorreguladores se destacam como os principais@adores dos processos
morfogenéticos, e um aspecto importante na muéploin vitro esta
relacionado com o tipo de citocinina e sua conegaty, sendo estes
determinantes no sucesso da multiplicacio (GRATTBHA,
MACHADO, 1998). A organogénese pode ocorrer de érdireta ou

indireta. A direta ocorre a partir do tecido do larpe e a indireta é
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precedida pelo desenvolvimento de calos (TORRESLONS; BUSO,
1999).

Auxinas e citocininas podem ter efeitos antagbnicos
complementares, de acordo com a etapa de deseneokd da plantula e
das concentracbes empregadas (KLERK, 2002; BIELACHI., 2012). As
auxinas, sendo um forte sinal a dominéncia apicahtém a dorméncia de
gemas laterais, funcionando em sentido oposto tasirinas (MULLER,;
LEYSER, 2011). Entretanto, a formacdo de raizesmidtias, induzida
muitas vezes pela adicdo de auxina, pode promoverescimento dos
brotos, ja que sdo as raizes as principais forgesitdcinina (MULLER,;
LEYSER, 2011). As citocininas, por sua vez, sdoazap de inibir o
enraizamento porém com o alongamento dos brotograana capacidade
de enraizamento (DE KLERK, 2002).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi emstuetapas do

cultivo in vitro deH. serratifolius.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Sementes de ipé amarelo foram coletadas apo6s arshsp no
Campus universitario da Universidade Federal de Lavragmmicipio de
Lavras - MG, Brasil localizado a 21° 14 '43 S, 88°59 W.

2.2 Germinacdaoin vitro e teste de desinfestacdo dos embrides

Sementes de ipé amarelo foram lavadas em aguantderante 30
minutos, no inicio da lavagem foram adicionadastagydo detergente Twin
20. Apés esse periodo, as sementes foram levadfamara de fluxo laminar
onde foram desinfestadas com a imersdo em alc@6é| por 30 segundos
seguido da imersdo em solucdo de hipoclorito de4@&o de cloro ativo),
durante 10 minutos. Ao final deste tempo, foi feit&iplice lavagem com
agua destilada e autoclavada e, posteriormentguonnto foi retirado com
auxilio de pincas de ponta fina.

A seguir os embriGes foram imersos em hipoclorésddio (1% de
cloro ativo) pelos seguintes tempos: 0, 1, 2, 4neirfutos.Ao final destes,
os embries foram lavados por trés vezes em agidada e autoclavada e
em seguida inoculados em tubo de ensaio contendei@ de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 1,44 geMGA; (acido
giberélico), 0,09 M de sacarose, 7 Gaar e pH ajustado em 5,8 antes da
autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos (ABBABEIVA; PAIVA et

al., 2010). Ap6s a inoculagdo, os embrides foranmtitles em sala de
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crescimento na temperatura de 25 + 2 °C, sob &rnait de 36 pumol.is" e
com fotoperiodo de 16 horas.

Apoés 15 dias de cultivo, foram feitas avaliagcbesapzs seguintes
parametros: porcentagem de germinacdo (protrusdcadiula) e de
contaminacdo, comprimento da parte aérea e numeroraikzes. O
delineamento experimental foi o inteiramente caszadd com cinco
repeticbes por tratamento, cada repeticdo constituide quatro tubos
contendo um embrido cada. Utilizando-ssofware SISVAR (FERREIRA,
2011), os dados foram submetidos a ANAVA e as nsédienparadas pelo
teste de Tukey (g 0,05).

2.3 Enraizamento de brotacGes germinadads vitro

Segmentos caulinares contendo a gema apical com
aproximadamente 5 cm de comprimento, oriundas daigacaoin vitro,
foram utilizadas para o enraizamento.

As brotagdes foram inoculadas em meio de induga@ndezamento
constituido dos sais do meio Wood Plant Medium (WRMLOYD,;
MCCOWN, 1980) adicionado de diferentes concentra¢be 1, 5, 10 e 20
HM) da auxina AIB (acido indolbutirico). O meio feuplementado com
0,09 M de sacarose, geleificado com 77gde agar e o pH foi ajustado em
5,8 antes da autoclavagem.

As brotacdes permaneceram por cinco dias no esuaroneio de
inducdo de enraizamento antes da transferéncia angio WPM, com
auséncia de auxina e 0,5 g te carvéo ativado. Os explantes foram entdo
transferidos e mantidos em sala de crescimentata22®C, irradiancia de 36
pmol m?s™* e fotoperiodo de 16 horas.

Apods 30 dias, foram analisadas as seguintes vaideemacao de
raizes, numero de raizes, comprimento médio dasstalForam utilizadas
cinco repeticbes por tratamento, sendo cada répetiomposta de quatro

tubos com um explante cada. Utilizando-se software SISVAR
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(FERREIRA, 2011), os dados foram submetidos & ANA¥As médias

comparadas pelo teste de Tukey.

2.4 Aclimatizacao

Plantas oriundas do experimento de enraizamento f@.8m
utilizadas como fonte de explante para aclimatiaagra tubetes (290 cin
contendo o substrato comercial Multiplant®. Apoéstransferéncia das
plantas para o substrato, foi realizada uma rega &gua destilada e os
tubetes foram cobertos com sacos plasticos patar @/perda excessiva de
agua por parte dos explantes. A cada sete dias,dasm&xtremidades dos
sacos plasticos era cortada e, ao fim de 21 diassdoram retirados.

As plantas foram mantidas em sala de crescimemiotemperatura
média de 28° + 3 °C, fotoperiodo de 16 horas iéraiade 36 pmol Ks™.

Decorridos 28 dias, foram avaliadas a sobrevivédag plantas, a
porcentagem de crescimento e de formacgéo de noNesf O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casuaizacom cinco repeti¢cdes
por tratamento (concentracbes de auxina no expetinmde enraizamento)
sendo cada repeticdo composta por quatro tubetesuosa planta cada.
Utilizando-se osoftware SISVAR (FERREIRA, 2011), os dados foram

submetidos & ANAVA e as médias comparadas pele tlesTukey.

2.5 Regeneracadn vitro de brotos a partir de organogénese direta

Apo6s 15 dias de germinacao vitro, raizes de plantulas foram
utilizadas como fonte de explantes para a indueduwratacoes.

Segmentos foram excisados abaixo do cotilédonei% tgms de
explantes foram utilizados: segmento um (S1): amgiros 1,5 cm abaixo

do cotilédone e segmento dois (S2): 1,5 cm abaxsd
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Os segmentos radiculares foram inoculados em tubcertsaio
contendo o meio de cultura WPM suplementado com A#kido
indolacético) apds a autoclavagem nas concentrd¢dése 10 uM), além
do tratamento controle (auséncia de auxina). O rfiogisuplementado com
0,09 M de sacarose, 7 g'lde &gar e o pH ajustado em 5,8. Apés a
inoculacéo, os explantes foram mantidos em sataedeimento a 25 + 2 °C,
fotoperiodo de 16 h e irradiancia de 36 umdsm

O delineamento experimental foi inteiramente cazsadb com oito
tratamentos (tipo de explante x AlA), cada trataimesra composto por
cinco repeticbes, sendo cada repeticdo contendtrogtidbos com um
explante cada.

Apos 30 dias, foi avaliado a porcentagem de brotagd nimero de
brotos por explante. Utilizando-sesoftware SISVAR (FERREIRA, 2011),

os dados foram submetidos a ANAVA e comparadosteste de Tukey.

2.6 Indugédo de brotagbe vitro a partir de segmentos caulinares

Plantulas oriundas da germinacéovitro, foram utilizadas como
fonte de explantes.

Segmentos nodais com aproximadamente 2 cm de coBHO e
contendo duas gemas laterais foram inoculados sigdmovertical em meio
WPM, suplementado com 0,09 M de sacarose e disamncentracdes (O,
2, 4 e 8 yM) da citocinina BAP (6-benzilaminopujin@ meio foi gelificado
com 7 g ! de &gar e o pH foi ajustado em 5,8 antes da av@geém a 121
°C, durante 20 minutos. Os explantes foram mantidos sala de
crescimento a 25 + 2 °C, sob irradiancia de 36 prifst' e com fotoperiodo
de 16 horas.

Apds 30 dias de cultivo, foram analisados a posggh de calos, o
namero de brotos, o comprimento da parte aéreaaiior inroto € o nimero

total de folhas. O delineamento experimental faiteiramente casualizado
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com seis repeticdes por tratamento, sendo caddig@peconstituido de
cinco tubos de ensaio com um segmento nodal par @bm osoftware
SISVAR (FERREIRA, 2011), os dados foram submetido&ANAVA e

comparados pelo teste de Tukey.

2.7 Enraizamentoin vitro das brotacdes

Brotacdes oriundas do experimento 2.6 foram indiadidadas, o
comprimento inicial foi obtido e os explantes caosa contendo o apice
caulinar e um par de gemas laterais foram tranfegpara meio WPM com
0,5 g L* de carvdo ativado, suplementado com 0,09 M dercseae
solidificado com 7 g I* de agar onde permaneceram 30 dias para a
eliminacdo do efeito residual dos reguladores @scimento. Apds esse
periodo, as brotagbes foram inoculadas em meiouttare WPM com
diferentes concentragcbes da auxina AIB (0; 0,11Q;uM) suplementado
com 0,09 M de sacarose, gelificado com 7'gde agar e pH ajustado para
5.8 antes da autoclavagem. Os explantes foram aoantio escuro por cinco
dias antes da transferéncia para meio livre denausicom 0,5 g L de
carvao ativado. As brota¢cdes foram mantidas emdsataescimento a 25 +
2 °C, sob irradiancia de 36 umofsite com fotoperiodo de 16 horas.

Apos 30 dias de cultivo, foram avaliados os segsitarametros:
namero de raizes, tamanho das raizes, calogémeseineento da brotacao e
emissdo de novas folhas. O delineamento experim@mta inteiramente
casualizado com cinco repeticdes por tratamentodosecada repeticao
constituida de quatro tubos de ensaio com umadd@otpor tubo. Com o
software SISVAR (FERREIRA, 2011), os dados foram submetidos

ANAVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey.

2.8 Crescimentain vitro de apices caulinares
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Plantulas oriundas da germinacéovitro foram utilizadas como
fonte de explantes.

Apices caulinares com diametro de aproximadamentenlforam
excisados e inoculados em placa de Petri (9,2 crdi@aetro) contendo
meio WPM, 0,25 uM ANA (acido naftaleno acético) leupentado com
0,09 M de sacarose, com 10 ppm de &cido ascontificado com 7 g Lt
de agar e diferentes concentracdes (0, 2, 4 e &deBAP.

Os explantes foram mantidos em sala de crescinmntscuro por
14 dias antes da transferéncia para sala de cesina 25 = 2 °C com
fotoperiodo de 16 horas. Apds 28 dias de cultivgpianas, os 4pices foram
transferidos para tubos de ensaio contendo meio VeBM as mesmas
concentracdes de BAP (0, 2, 4 e 8 uM) e 0,25 pMNi&.

Para evitar a formagcédo excessiva de calos na h@sépuices em
crescimento, apds 15 dias de cultivo em tubos daienos apices foram
transferidos para meio WPM, contendo 0,25 pM BAR25 uM de ANA.
Decorridos 40 dias de cultivo em meio com BAP e Afgkam avaliados a
formacéo de calos na base do explante, o comprintienparte aérea (cm) e
o numero de folhas. O experimento foi conduzido delineamento
inteiramente casualizado com 30 repeticdes poartr@mto, em que cada
repeticdo foi constituida de um tubo de ensaioerwit um apice caulinar
cada. Utilizando-se software SISVAR (FERREIRA, 2011), os dados foram

submetidos a ANAVA e comparados pelo teste de Tukey
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teste de desinfestagédo dos embrides

N&o houve diferencas significativas para porcemafpe0,05) com
relagéo aos diferentes tempos de exposi¢do dosdasl®m hipoclorito de
sédio, com uma média geral de 93% de embrides gados, 3,12 cm de
altura da plantulas e 3,5 raizes por planta.

Ja para a porcentagem de contaminacgao foram oldssrdi#erencas
significativas. Entretanto, o tratamento com auiséde hipoclorito de sodio
(controle) apresentou 30% de embrides contamingpe®,05). Com
relacdo aos diferentes tempos de exposicdo ao lbijffocde sddio, ndo

foram observadas diferencas significativas (Figyra
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Figura 1 Porcentagem de contaminacdo de embridéekaadr oanthus serratifolius
tratados com hipoclorito de sédio em diferentespnde exposicao.
Médias seguidas pela mesma letra dentro de cagmtémin) ndo diferem
entre si de acordo com o teste de Tuk®esD(05).

George; Hall e Klerk (2008) afirmam que o tempoegdposicdo e a
concentracdo dos agentes desinfetantes dependetipaale explante
utilizado, que pode apresentar respostas variatasta a sensibilidade dos
tecidos. Uma desinfestacao eficiente deve elimigsamicrorganismos e nao
causar danos ou morte aos tecidos.

Foi observado neste estudo, que a desinfestacdendmsdes com
hipoclorito de sédio 1% foi eficiente no controlea ccontaminacéo,
especialmente nos tempos de um a quatro minutas,vemque a auséncia
do tratamento com hipoclorito de sédio 1% promo¥@% de contaminacao
(p<0,05). Independentemente do tempo de exposicagpacltrito de sodio
utilizado na desinfestacdo dos embrides, ndo feémada a acao fitotoxica
nos tecidos com média geral de 93% de germinagao.

Os resultados obtidos neste trabalho também difeienpublicados
por Nery et al. (2008), em que tais autores estim@angerminacaex vitro
de Tabebuia serratifolia, (ipé-amarelo) mencionam que o tratamento de
desinfestacdo dos embrides com hipoclorito de s@&topor 2 minutos

acarretou em reducéo na porcentagem de germinacao.
3.2 Enraizamentoin vitro de plantulas

Independentemente da concentragdo de AIB utilizdaaywve a
formacao de raizes em todas as brotagfes de ip@lamaltivadasn vitro
(Figura 2). N@o houve diferengas significativasaparformagéo de raizes
com 92% de brotacBes enraizadas nem para 0 nUreeraizbs com uma

média geral de 1,4 por explange(,05).



43

Figura 2 Planta del. serratifolius enraizada ap6s 30 dias de cultivo.

Em relacdo ao comprimento médio de raizes, difaeng
significativas foram observadap<Q,05) com uma média geral de 6,9 cm
sendo o tratamento que continha 20 uM de AIB aqgeéeproporcionou o
maior comprimento médio (11,6 cm) entre os trataoge(Figura 3).
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Figura 3 Comprimento médio de raizes de plantulas Handroanthus
serratifolius apos tratamento com diferentes concentracdes deadsB
30 dias de cultivo. Médias seguidas de mesma hétwadiferem entre
si de acordo com o teste de Tukpy(,05).
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Auxinas tém reconhecidamente, efeito positivo ndcion da
formacdo de raizes por estimular a diferenciacdislatee o acumulo de
auxinas enddgenas ou exégenas induz a formacazss (SOARES et al.,
2007; LASKOWSKI et al., 2008).

Provavelmente para a espécie em estudo o balangoohal
endoégeno seja suficiente, quando comparados cooestacdes de até 10
UM de AIB. Acima dessa concentracdo, ha o efeitaukina exdégena.

Resultados similares aos obtidos no atual estudonf@bservados
por Campos et al. (2013), em que plantulas de ummaurde cheiro
apresentaram média de 92% de enraizamento quangdvlfe AIB foi
adicionado ao meio de cultura. Cardoso e Silva3pQitilizando diferentes
concentracbes de AIB no enraizamento deyheria Montana Mart.
(Bignoniaceae), também observaram alta taxa dézammanto das brotag8es
(65%) em meio de cultura contendo {@)a de AIB.

Soares et al. (2007); Santana et al. (2008); CardoSilva (2013)
também destacam os efeitos positivos da auxina AdBmelhoria do

enraizamento de plantulasvitro.
3.3 Aclimatizagéo

Na fase de aclimatizacdo, ndo foram observadasredifas
significativas para as varidveis analisadas. Indépetemente da
concentragcdo de auxina AIB empregada na fase dszamrento, houve
100% de sobrevivéncia (Figura 4). A média geral pgacentagem de
crescimento e da porcentagem do numero de noveasfébdi de 59% e 37%

respectivamente.
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Figura 4 Plantas aclimatizadas em sala de crestini@h, sobrevivéncia das
plantas ap6s 28 dias de aclimatizacéo (B).

Cardoso e Silva (2013), estudandteyheria Montana Mart.
(Bignoniaceae), obtiveram 100% de sobrevivénciapti@astulas, na fase de
aclimatizacdo, utilizando brotacdes oriundas doaigamentoin vitro
tratadas com diferentes concentracoes (2,8; ©& &1,4 uM) de AIB.

3.4 Regeneracadn vitro de brotos a partir de organogénese direta

Neste experimento, pbde-se observar o surgimentbro®s em
alguns dos tratamentos testados. N&o houve difesengtatisticas com
relacdo aos segmentos (S1 e S2), porém diferergtasisécas foram
encontradas para as concentracdes de p¢A,05) com uma média geral de
21% dos segmentos apresentando brotacfes. O tratamem 1 uM de
AIA proporcionou a maior porcentagem observada d#abdes 32,5%.
(Figura 5).
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Figura 5 Porcentagem da formacdo de brotos em segsneadiculares de ipé
amarelo em diferentes concentracGes de AIA. Méskgsiidas de mesma
letra ndo diferem entre si de acordo com o tesfeuttey £<0,05).

Mesmo na auséncia do regulador, foi observada frimde brotos
indicando que, provavelmente, o nivel endégenootdmdnios foi suficiente
para assegurar esta resposta (Figura 6).

Figura 6 Aspecto visual da germinacao e das bretag@iginadas das raizes em
Handroanthus serratifolius. (A) Plantula oriunda da germinacan
vitro; (B) brotacdes regeneradas no tratamento cont(@lebrotacao
oriunda do tratamento 5 uM AlA, (D) brotacdo oriardb tratamento 1
uM AlA. Barra = 10 mm.
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Com relagdo ao numero de brotos por explante, pedebservar
diferencas significativagp€0,05) com média geral de 0,2 brotos. As maiores
médias observadas foram quando o AIA foi adicionao meio nas
concentracdes de 1 e 5 uM promovendo a formaca0,2f brotos por
explante, sendo que, de acordo com a derivadawdg &g, a estimativa seria

de 0,34 brotos com a adicdo de 3,1 uM de AIA ammeicultura (Figura?).
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Figura 7 Média do nimero de brotos em segmentasulaces de ipé-amarelo em
diferentes concentracGes de AIA. Médias seguidasndsma letra nao
diferem entre si de acordo com o teste de Tuge@,05).

O potencial para a regeneracdo de plantas a plartmaizes para
Handroanthus serratifolius ndo foi bem elucidado, portanto ha a necessidade
de novos estudos, ja que, neste trabalho, foi ebderque a espécie tem
potencial para este tipo de regeneracéo. Protodelosgeneracdo de plantas
a partir de raizes tem sido relatados para ousécees, tais com@rassica
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, 201},
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Centaurea ultreiae (MALLON et al., 2011) eBixa orellana L. (CRUZ et al.,
2013).

3.5 Inducéo de brotagBe vitro

O efeito do BAP, com relagdo ao numero de brot@s foi
significativo (>0,05) com média geral de um broto por explantea@edo
com os resultados observados neste trabalho, do eflsis diferentes
concentracdes de BAP utilizadas, ndo foi suficigraea promover uma
resposta significativa para a inducéo de novasbdets.

Martins et al. (2009) trabalhando com segmentosaisothbebuia
impetiginosa visando a inducdo de brotacdes, observaram que
concentracao de 4,4 uM de BAP foi obtido uma méeia brotacdes por
explante e mesmo na auséncia deste regulador $einaro a formacao de
brotos.

Entretanto na presenca de 2 uM de BAP, observiwetactes com
comprimento médio de 17,8 mm, superior aquele obderem brotacdes
inoculadas em meio na auséncia de Bp&O(05) (Figura 8). Acima desta
concentracao, houve uma tendéncia de redugéo npricoemto dos brotos

formados.

na



49

15 +

10 +

Comprimento Parte Aérea (mm)

0 2 4 8
Concentragbes de BAP (uM)

Figura 8 Comprimento das brota¢desHidroanthus serratifolius em diferentes
concentracdes de BAP. Médias seguidas de mesnaanat diferem
entre si de acordo com o teste de Tukey0(05).

Resultados semelhantes foram encontrados por Selaeds(2007)
ao induzirem brotagdes em segmentos caulinarétadeornia speciosa no
qual os autoresbservaram que o aumento das concentracfes dertiA® i
0 alongamento das brotagdes.

A tendéncia de inibicdo do comprimento de brotagbgzartir de
determinada concentracdo de citocinina pode decderem possivel efeito
fitotoxico da adicdo do regulador de crescimento na@o de cultura
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Para a porcentagem de calos formados na base timtgoram
observadas diferencas significativag<@,05), sendo que o tratamento
controle (auséncia do regulador BAP) apresentou @&%6rmacao de calos
e o uso de 2 e 4 uM de BAP promoveram a maior foiimae calos (100%)
nas brotacGe€om o aumento da concentracdo para 8 UM foi obdenran

decréscimo de 10% na calogénese (Figura 9).
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Figura 9 Porcentagem da formacdo de calos em ségmeraulinares de
Handroanthus serratifolius em diferentes concentragbes de BAP. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si del@amm o teste de
Tukey (<0,05).

Martins et al. (2009) estudando a multiplicag¢dwitro de ipé-roxo
(Tabebuia impetiginosa) observaram a ocorréncia de calos base dos
explantes nos tratamentos que empregaram conogesragiperiores a 4,4
LM de BAP, sendo que o tratamento contendo 35 i\ fgue obteve a
maior presenca de calos (66,6%). JA no presentdoeshesmo na auséncia
do regulador de crescimento, foi observada a fofimaltg calos indicando
gue provavelmente o nivel enddégeno de citocininaaugina foram
suficientes para ocasionar esta resposta.

Semelhante ao atual trabalho, Soares et al. (2il#s8rvaram que a
ocorréncia de calos na base dos segmentos caslihatancornia speciosa
cultivadasin vitro aumentaram (até 90%) com o acréscimo de BAP ao mei
de cultura, até a concentracdo de 17,7 uM. A pdeste ponto, uma
tendéncia de queda dessa variavel resposta fliceela.

Em relacdo ao numero de folhas, observou-se quaus@ncia de

BAP no meio de cultura houve a formacao de brog¢cden maior nimero
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de folhas e que o aumento da concentragdo de BAdTiamou-se
diretamente a uma queda no numero de fole®,05) (Figura 10).
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Figura 10 Numero de folhas por brotacdes Hkndroanthus serratifolius em
diferentes concentragcdes de BAP. Médias seguidamedgna letra nao
diferem entre si de acordo com o teste de Tuge@,05).

De acordo com Preece (1995), as citocininas sauoopdiais na
divisdo celular, atuam na quebra da dominénciaagpi@ inducdo e no
crescimento de brotagbes. Grattapaglia e Macha@®8jlafirmam que o
tipo de citocinina e a sua concentracdo sédo oeefatjue mais influenciam o

sucesso da multiplicac&o vitro.
3.6 Enraizamentoin vitro das brotacdes

Nao foram observadas diferencas estatisticas isgtNfgs para
nenhum dos parametros testados, sendo que a nekdiapgra niamero de
raizes foi 1, o tamanho médio total das raizesldo#t,5 cm, a formacao de
calos na base dos explantes foi de 48%, a por@ntag crescimento da
brotacdo foi de 40%, e o numero de folhas novasidol,5. Embora sem

diferencas estatisticas, pode-se observar que mamente, a concentracao
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de 0,1 uM de AIB, proporcionou as maiores mediasa p@dos o0s
parametros analisados, indicando que concentrdigiras desse regulador
entre 0,1 e 1 devam ser investigadas.

3.7 Crescimentan vitro de apices caulinares

Foram observadas diferencas significativas paoairaaigcéo de calos
(p<0,05) na base dos explantes com uma média gef@@%e Na auséncia
do regulador de crescimento BAP, ndo foi obseradaacdo de calos
(Figuras 11 e 12). A maior porcentagem de formaigi@alos, 100%, foi
observada quando da utilizacdo de 4 e 8 UM de BAdi@ 11). Aspecto
visual da formacéo de calos nos apices caulinaléisarlos no escuro e no
claro, bem como das plantulas obtidas a partiragiases pode ser observado

na Figura 12.
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Figura 11 Formacdo de calos em apices caulinare$iahgroanthus
serratifolius em diferentes concentracdes de BAP aos 40 dias de
cultivo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferetre si de
acordo com o teste de Tukgy<Q,05).
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Figura 12 Aspectos dos &pices caulinares Hiandroanthus
serratifolius cultivadosin vitro. (A) apices com 14 dias
mantidos no escuro. (B) Cultivo dos apices aosia$ nh
luz. (C) Tratamento controle aos 30 dias de cult{i®)
brotacdes originadas dos apices caulinares apdmd@le
cultivo. Barras = 5 mm. Setas brancas: primoérdios
foliares. Setas pretas: calos.

Para o numero de folhas, foram observadas difesesigaificativas
(p<0,05) nas diferentes concentracdes de BAP utdizallla concentracéo
de 2 uM foi observada a formacao de duas folhadbmacéo (Figura 13).
Auséncia de BAP no meio de cultura ndo ocasionfarraacao de folhas

nos apices caulinares.
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Figura 13 Numero de folhas em &pices caulinaresHdrdroanthus
serratifolius em diferentes concentracdes de BAP aos 40 dias de
cultivo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferetre si de
acordo com o teste de Tukegy<(Q,05).

Houve diferenca estatistica para o comprimento ade paérea,
(p<0,05), nas diferentes concentracdes de BAP wdizasendo que o maior
comprimento 3,3 cm foi observado na concentracd® qeM de BAP.
(Figura 14). Vale ressaltar que, assim como paradeamais variaveis
analisadas, a auséncia do regulador de crescimaio acarretou em
aumento do comprimento da parte aérea, sendo gq@épioss caulinares
cultivados sob essas condi¢cdes ndo se desenvoleendinotacoes.
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Figura 14 Comprimento da parte aérea em 4&picesinaeed de
Handroanthus serratifolius em diferentes concentracfes de BAP
aos 40 dias de cultivo. Médias seguidas de mesina f&o
diferem entre si de acordo com o teste de Tuge@,05).

Jain et al. (2009) observaram que o meio WPM suphado com
4,4 uM BAP permitiu o crescimento de brotos dec3Ba partir de apices
caulinares délarpagophytum procumbens.

A eficiéncia no uso do BAP no cultiva vitro de apices caulinares
também foi relatada para a espéCatba pentandra, na qual o crescimento
de 60% dos apices foi obtido quando da utilizacéo9¢ uM de BAP
(SILVA et al., 2010).
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4 CONCLUSAO

O uso de hipoclorito de sédio (1%) € eficaz nardestacdo dos
embrides deH. serratifolius. A citocinina BAP é essencial para o
crescimentdn vitro de H. serratifolius e a concentracdo de 2 uM de BAP
favoreceu o maior crescimento médio das brotagiescimento dos apices
com o0 maior crescimento da parte aérea e nUmefiaaes.

A regeneracdo de brotos a partir de raizes foiroada, porém a
regeneracdo nao foi obtida de forma expressivacohgentracdes de AIB
foram eficazes para a formacao de raizes e as moagges enddgenas de
auxinas das plantas provavelmente favoreceramgpfimanacao de raiz nas
brotacdes dél. serratifolius cultivadasn vitro.

A aclimatizacao foi eficiente com 100% das pla@tagnatizadas.
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RESUMO

Handroanthus serratifolius € uma espécie arborea com ampla
distribuicdo no Brasil, utilizada como uma plantaamental. E propagada
por sementes, que perdem a viabilidade em curtoopiaste estudo teve
como objetivo criopreservar sementes, embrides ieesipcaulinares de
Handroanthus serratifolius. Para a criopreservacdo das sementes, estas
foram colocadas em tubo Falcon (15 mL) e armazenada nitrogénio
liquido durante trés dias antes do descongelanpamt®, 3 ou 5 minutos em
banho maria a 38 £ 2 °C. ApGs a criopreservacaosessentes foram
desinfestadas em alcool 70% durante 30 segundpsddrito de sédio (2%
de cloro ativo), durante 10 minutos, seguido parcitacdo (P1), ou os
embrides foram extraidos, desinfestados em hiptzloe sodio (1% de
cloro ativo) por um minuto (P2), ambos foram inaclds em meio MS
contendo 1,44 uM de GAApds 30 dias, a porcentagem de germinag&o, o
comprimento da parte aérea de mudas provenientesamleos o0s
procedimentos (P1 e P2) e a massa fresca e s@eatdaérea e de raizes de
mudas originadas de P2 foram avaliados. Para gredervacdo de
embrides, estes foram desinfestados em hipocldetsédio (1% de cloro
ativo) por um minuto e posteriormente desidratativante O a 300 minutos
em camara de fluxo laminar antes do armazenamemtoiteogénio liquido
por sete dias e em seguida, descongelados em baarfe38 °C durante 1,

3 ou 5 minutos. Os embrides foram descongeladosoeliados em meio MS
contendo 1,44 uM de GAA porcentagem de germinacdo e o comprimento
da parte aérea foram avaliados. Para a criopreser\dos apices caulinares,
foram testados diferentes tempos de imerséo (1%®@ 120 minutos) em
PVS2 antes da imersdo em nitrogénio liquido utilitaa técnica ddroplet
vitrification. Apds o descongelamento, foi avaliada a retomada d
crescimento dos é&pices. Observou-se que apenas dd¥b6sementes
submetidas a P1 e criopreservadas germinaram empacagdo com 95% de
germinacdo dos embriBes submetidos a P2. Os mssiltaostraram ainda
que o descongelamento realizado por um minuto fbcaz na
criopreservacao de sementes. Para a criopreserdagémbrides, observou-
se que o percentual de germinacdo superior a 8b%bfido em embrides
desidratados para um teor de umidade menor queah@8% da exposicdo ao
nitrogénio liquido. Para a criopreservacdo de &picaulinares, maior
porcentagem de retomada de crescimento apés imenséamitrogénio
liquido foi obtida quando os explantes foram antenente imersos por 30
minutos na solucdo de PVS2.

Palavras-chave: Conservacdo. Cultivén 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 pyafe by seeds, which lose
viability in the short term. This study aimed tyapreserve seeds, embryos
and shoot tips oHandroanthus serratifolius. For cryopreservation these
seeds were placed in Falcon tube (15 ml) and stordiquid nitrogen for
three days before thawing for 1, 3 or 5 minutea water bath at 38 + 2 ° C.
After cryopreservation the seeds were decontandriaté0% alcohol for 30
seconds and sodium hypochlorite (2 % active chédrfor 10 minutes (P1),
or the embryos were extracted, decontaminateddiusohypochlorite (1 %
active chlorine) for one minute (P2), both werecmated on MS medium
containing 1.44 uM of GA. After 30 days, the percentage of germination,
the shoot length of seedlings from both proced(fPdsand P2) and fresh and
dry weight of shoots and roots of seedlings oritjivta from P2 were
evaluated. For cryopreservation, embryos were daatinated with sodium
hypochlorite ( 1 % active chlorine ) for one minared then dehydrated for 0
to 300 minutes in a laminar flow cabinet beforeage in liquid nitrogen for
seven days and then thawed in 38 °C water bath,f8ror 5 minutes. The
embryos were thawed and cultured on MS medium aontal.44 uM GA.
The germination percentage and shoot length wereluated. For
cryopreservation of shoot tips were tested differemersion times (15, 30,
60 and 120 minutes) PVS2 before immersion in liguillogen using the
droplet vitrification technique. After thawing, the shoot tips regrowitre
evaluated. It was found that only 10% of seeds euibgd to P1 and
cryopreserved germinated, compared with 95% ofetimbryos underwent
germination of P2. The results also showed thawithga performed for one
minute was effective in cryopreservation of sedes. cryopreservation of
embryos was observed that the percentage of grisaer85 % germination
was obtained in dehydrated into a moisture conbmtbw 10 % before
embryos exposure to liquid nitrogen. For cryopresgon of shoot tips,
higher percentage of regrowth after immersion iquill nitrogen was
obtained when explants were previously immersed3fbminutes in PVS2
solution.

Keywords: ConservationIn vitro culture. Ornamental plant. Long term
storage.
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1 INTRODUCAO

A criopreservacdo € uma tecnologia valiosa pareeaepvacdo em
longo prazo, em que muitos explantes podem sézadds, incluindo polen,
sementes, embrides, calos e 4pices caulinares ($A041). E uma técnica
na qual o material biol6gico vivo € armazenado @mgénio a -196 °C em
sua fase liquida, ou a -150 °C, em sua fase dea v8pb estas temperaturas,
0 metabolismo celular € praticamente paralisadomindindo
significativamente a degradacdo do material (REEID8).

Este método tem se mostrado pratico e eficienteldev exigéncia
de pequenos volumes dos materiais armazenados,daldmixa exigéncia
de manutencdo. Apos a determinagdo de um protapotipriado para cada
espécie, a criopreservacdo permite que armazenardest materiais seja
realizado por tempo ilimitado (KACZMARCZYK et aR011).

Existem diferentes técnicas de criopreservacdeseaha entre uma
delas é dependente do explante a ser criopreseriéin disso, o sucesso
do procedimento também sera determinado pela elghorde um meio
eficiente de regeneracdo do explante, no qual elaoéulado apds o
descongelamento. Reguladores de crescimento exenaa funcdo
importante nessa etapa, e a concentracao e corabimgtre eles € muito
variavel de acordo com a espécie (MUKHERJEE ef@D9).

A criopreservacdo de sementes ou embrides zigotEokeita
basicamente por desidratacdo e resfriamento (PANAMBARDI, 2005;
KAVIANI, 2011). Sementes ortodoxas podem ser dessdias a 7% de teor
de umidade sem que haja perda de viabilidade (RABER973). A
criopreservacdo de embrides zigoticos é uma atteanauma vez que o
tegumento de algumas sementes podem conter cormppstoagem como
inibidores de germinacédo (BEWLEY; BLACK, 1994; SIA\ét.al, 2011).

Ja para a criopreservacdo de apices caulinaregcracd mais
eficiente é a denominadioplet vitrification, desenvolvida por Panis; Piette

e Swennen (2005), gque consiste no pré-tratamento edplantes com
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solugédo de vitrificacdo, antes de serem dispostosiras de papel aluminio
contendo uma gota dessa solu¢cdo e congelados eogémito liquido
(ENGELMANN, 2011). Soluc¢Ges de vitrificacdo sadimtidas para que o
material a ser criopreservado assuma um estadmyiliminuindo assim a
formacédo de cristais de gelo, prejudiciais a célbtaretanto, estas solucbes
possuem niveis de toxicidade que devem ser ideadifis de acordo com a
espécie em questdo (REED, 2008).

O reaquecimento das amostras deve ser eficiente gamantir a
sobrevivéncia de explantes apdés a criopreservagdétodos de
descongelamento nao eficientes séo frequentemepriacpal razéo para o
insucesso da criopreservacao (ENGELMANN, 1997; KARDN, 2001).
Assim, a criopreservacao bem sucedida dependepdaidade do tecido em
sobreviver & desidratacdo e de um processo efic@mtdescongelamento
(PADRO, 2012).

Neste contexto o objetivo deste estudo foi de cesgrvar sementes,

embrides e apices caulinaresHindroanthus serratifolius.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Sementes deH. serratifolius foram coletadas no campus da
Universidade Federal de Lavras, situada a 21° 345,444° 59' 59 W. Os
teores de umidade inicial das sementes e/ou ersbr{eJl) foram
determinados utilizando-se trés amostras de 10 rdeme/ou embrides.
ApGs determinagdo da massa fresca (MF) das amoststas foram
acondicionadas em folhas de papel e desidratadasstrfa a 105 + 3 °C
durante 72 horas para obtencdo da massa seca AMS$HUI) foi obtida
através da seguinte equacdo: % Ul (MS) = [(MF - M&JF] x 100, em que
% Ul (MS) é a porcentagem de umidade em uma baseadsa seca, MF
massa fresca (g) e MS massa seca (g). No momentooltieita das
sementes, o teor de agua de sementes e embridds fmiB6% e 5,66%

respectivamente.

2.2 Criopreservacao de sementes

Sementes del. serratifolius apresentando 5,86% de umidade inicial
foram colocadas em tubo Falcon (15 mL) com 20 s&seguor tubo, e este
foi imerso em nitrogénio liquido (NL).

Apos trés dias, os tubos contendo as sementes fetaados do NL
e as sementes foram descongeladas com a imersémlass em banho-
maria a 40 °C durante 1, 3 ou 5 minutos.

Apdés o0 reaquecimento, em camara de fluxo laminasis d
procedimentos de descontaminacdo das sementestiEstados:

e (P1) as sementes foram imersas em etanol (70%)ntéur20
segundos e, em seguida, imersas em solucédo dddnifmde sddio

(1% de cloro ativo) durante 20 minutos.



67

« (P2) as sementes foram desinfestadas como deserntd®l, os
tegumentos removidos e os embrides foram desidfasteem

hipoclorito de sédio (1% de cloro ativo) durante mmuto.

Sementes e embrides foram posteriormente lavadssvazes em
agua destilada e autoclavada e inoculados em m&o(MURASHIGE;
SKOOG, 1962) suplementado com 1,44 uM de; G&ido giberélico), 0,09
M de sacarose, gelificado com 7 g tle 4gar e o pH ajustado para 5,8 antes
da esterilizagcdo conforme Abbade; Paiva e PaivaQRMpos 30 dias em
sala de crescimento a 25 + 2 °C sob irradiancia3@eumol nfs' e
fotoperiodo de 16 horas, foram avaliados a porgentade germinagéo, o
comprimento da parte aérea (cm) e a massa freseaae(mg) de brotos e
raizes.

O experimento foi realizado em delineamento inte@ate
casualizado, com cinco repetigcdes por tratameattn cepeticdo constituida
de quatro tubos de ensaio com uma semente por @balados foram
submetidos a ANAVA utilizando-se software SISVAR (FERREIRA,
2011) e as médias foram comparadas pelo testelas Tax0,05).

2.3 Desidratacao e criopreservacdo de embrides

2.3.1 Teste de desidratacao de embrides

Sementes dedandroanthus serratifolius foram lavadas em agua
corrente por 30 minutos e, no inicio do processwocgotas do detergente
Twin 20 foram adicionadas. ApGs a lavagem, as stndbram levadas a
camara de fluxo laminar onde foram desinfestadasileool 70%, durante
30 segundos e depois em hipoclorito de sédio (2%late ativo), durante
10 minutos. O tegumento das sementes foi removide embribes foram
desinfestados em hipoclorito de sédio (1% de clativo) durante um

minuto seguido por trés lavagens em agua desesigailizada.
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Apos desinfestacéo, os embrides foram desidratasosdmara de
fluxo laminar, & temperatura ambiente e sobre disde papel filtro
esterilizados com 9 cm de diametro durante difeseperiodos (0, 60, 120,
180, 240 e 300 minutos). O experimento foi realizain delineamento
inteiramente casualizado, com trés repeticbesrptamento, cada repeticdo
constituindo de um disco de papel filtro com debrdes. Os dados foram
submetidos a ANAVA utilizando-se software SISVAR (FERREIRA,
2011) e as médias foram comparadas pelo testeatiekSwtt (p<0,05).

2.3.2 Criopreservacao de embrides

Embrides desidratados nos diferentes tempos emraéateafluxo
laminar (sub item 2.3.1) e os ndo desidratadosti@enl) foram inseridos
em tubos Falcon (15 mL) e estes armazenados digetgalias em NL. Um
segundo tratamento controle foi efetuado e consigte embribes
desidratados nos diversos tempos, além dos n&drakesios e ndo inseridos
em NL (n&o criopreservados).

O reaquecimento foi feito em banho-maria (38 + 2 tDrante trés
diferentes periodos (1, 3 e 5 minutos) e os embriéam inoculados em
meio MS contendo 1,44 pM de @A,09 M de sacarose, solidificado com
0,7% de &gar e o pH ajustado para 5,8 antes ddlieat@o, conforme
descrito por Abbade; Paiva e Paiva (2010).

Apos 15 dias em sala de crescimento a 25 + 2 °Cigadiancia de
36 umol nt s* e fotoperiodo de 16 horas, foram avaliados a ptagem de
germinacgdo e o comprimento da parte aérea (cm).

O experimento foi realizado em delineamento inte@ate
casualizado, com cinco repeticbes por tratamentada c repeticao
constituindo de quatro tubos com um embrido cads. d@dos foram
submetidos a ANAVA utilizando-se software SISVAR (FERREIRA,
2011) e as médias foram comparadas pelo testeatiekSwtt (p<0,05).
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2.4 Criopreservagéao de apices caulinares

Foram utilizadas como fonte de explantes planthlasdroanthus
serratifolius oriundas da germinacéovitro.

Em camara de fluxo laminar, os apices caulinares didmetro de
aproximadamente 1 mm foram excisados e isoladosocauxilio de bisturi
e lupa estereoscépica. Para o processo de criopmede, 0s apices
caulinares foram imersos por 20 minutos, em soldgicarregamento [2 M
de glicerol + 0,4 M de sacarose dissolvido em nMioashige e Skoog
(1962)] a temperatura ambiente. Em seguida, fdiadesa imersdo em
solucdo de PVS2: 30% de glicerol (p/v), 15% etilghicol (p/v) e 15%
dimetilsufoxido (DMSO p/v), 0,4 M de sacarose emate cultura basal, a
0 °C nos tempos de 0, 15, 30, 60 e 120 minutos.afdses foram
acomodados em tiras de papel aluminio (1,5 x 0)6sotore uma superficie
gelada antes da imersédo em NL. Como tratamentoatenttilizou-se apices
ndo imersos em NL (ndo criopreservados).

Apo6s 30 minutos em NL, foi realizado o reaqueciraepbr 15
minutos a temperatura ambiente em solucdo de degearento e, entdo, 0s
apices foram inoculados no meio MS contendo 0,3eMatarose (meio de
poés-cultivo) por 24 h horas. Apés este periodo, eaplantes foram
transferidos para o meWood Plant Medium (WPM) (LLOYD; MCCOWN,
1980) acrescido de 0,25 pM de ANA, 2 uM de BAP,pbin de acido
ascorbico, 0,09 M de sacarose, gelificado com 7 géagar e pH ajustado
em 5,8 antes da autoclavagem.

Apods 30 dias em sala de crescimento a 25 + 2 °Cigadiancia de
36 umol nt s* e fotoperiodo de 16 horas, foram avaliados a ptagem da
retomada de crescimento dos apices caulinares.

O experimento foi realizado em delineamento inte@ate
casualizado constituido de trés repeticbes indeppges por tratamento,
cada repeticdo composta por sete apices caulicamg®eservados e trés

apices do tratamento controle (sem imersdo no NKlg. dados foram
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transformados através do arcosseno da porcentageial iantes da
realizacdo da ANAVA e analisados por regresg&d,05), utilizando o
software SISVAR (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Criopreservagao de sementes

O teor de umidade inicial das sementes colhida® lagés a
dispersdo foi de aproximadamente 5% com base deanwsera. Para a
porcentagem de germinagdo, os periodo de descomgdla testados ndo
apresentaram diferencas significativap>Q,05). Ja& para os dois
procedimentos de descontaminacdo testados (Pl e fét2pbservada
diferenca significativa (Figura 1). Sementes orasdle P1 apresentaram
apenas 10% de germinacdo, enquanto que 95% do&embriundos de P2

germinaram com sucesso apés 30 dias de cultivo.
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Figura 1 Porcentagem de germinacdo de sementesb&fem oriundos de
diferentes procedimentos de descontaminacao (P2) agds 30 dias de
cultivo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferetre si de acordo
com o teste de Tukep<£0,05).

A umidade das sementes € um dos principais fatpresafetam a
criopreservagao (WALTERS; WHEELER; STANWOOD, 200®esena et
al. (2010) trabalhando com a criopreservagdo desisE® de uma outra
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espécie de ipé-amareldapebuia chrysotrica), observaram que quanto
menor o teor de agua, melhor a germinagéo e vg®sdmentes expostas ao
nitrogénio liquido.

A menor taxa de germinacdo das sementes criopesieoriundas
de P1 em relacdo as de P2, no presente trabaltie gstar relacionada com
a presenca dos tegumentos. Existem relatos de sjuengpostos fendlicos
presentes no tegumento das sementes podem inibigerminacao
(BEWLEY; BLACK, 1994). Salomao (2002) obteve 93%g¥minacao de
sementes dé&. serratifolia apds exposicdo ao LN. Goldfarb; Duarte e Mata
(2010) trabalhando com sementes Jadéropha curcas L. com diferentes
teores de umidade, observaram que, apds 90 didl_ewrn porcentagem de
germinacdo das sementes manteve-se estavel.

Para a variavel comprimento da parte aérea, ohsae@ interacdo
significativa entre os procedimentos de desinféstaPl e P2) e os
diferentes periodos de reaquecimento de 1, 3 enbtas <0,05) (Figura
2). Plantulas oriundas de P2 apresentaram maiompranentos de parte
aérea quando comparadas a plantulas oriundas darPtbdos os periodos
de descongelamento testados. Os tempos de desooegéd que
apresentaram maior comprimento de parte aérea&nmtufas oriundas de P2
foram 1 e 5 minutos. Entretanto, ndo foi observeidlerenca para essa
variavel nos diferentes tempos de descongelamemigdntulas oriundas de
P1 (Figura 2).
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Figura 2 Comprimento da parte aérea (cm) de pldstatiundas de sementes
criopreservadas e posteriormente desinfestadaszantlo-se dois
procedimentos (P1 e P2) em diferentes periodosedeodgelamento.
Letras mailsculas comparam os diferentes tempaesieongelamento
no procedimento de descontaminacdo P2. Letras gregaparam oS
diferentes tempos de descongelamento no procedimedé
descontaminacdo P1. Letras mindsculas comparam ifeserdes
procedimentos de descontaminacdo em cada tempo de
descongelamento. Médias seguidas de mesma letrdifedam entre si
de acordo com o teste de Tukey@,05).

O descongelamento rapido em banho-maria (35 - 40p®C um
curto periodo é crucial para melhorar a germingGLDIANO JUNIOR,
2012).

Higa (2011) obteve 53,6 % de germinacdo de semesdes.
heptaphylla (Bignoniaceae) criopreservadas e descongeladas ahob
maria a 45 °C, durante 3 minutos e plantulas cora altura média de 3,8
cm apos 90 dias de cultivo no solo.

Foi observada diferenca significative<Q,05) para massa fresca e
seca de plantulas, independentemente do periodesg®ngelamento, entre

parte aérea e raizes com valores médios de 485,804 mg
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respectivamente, para massa fresca (Figura 3A) emle 100 mg

respectivamente, para massa seca (Figura 3B).
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Figura 3 Massa fresca (A) e seca (B) da parte amda raizes de plantulas
oriundas de sementes criopreservadas e desinfestaudo
procedimento P2, ap6s 35 dias de cultivo. Médigsidas de mesma
letra ndo diferem entre si de acordo com o tesfeuttey £<0,05).

Com relacdo a massa seca das plantulas, foi obsediferenca

significativa <0,05) entre os diferentes periodos de descongetame

testados (Figura 4).
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Figura 4 Massa seca de plantulas oriundas de sesenibpreservadas e
descontaminadas pelo procedimento P2, apds 35 ddiasultivo.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entle atordo com o
teste de Tukeypk0,05).

Ao estudar a criopreservacdo de sementefRid@us communis,
Almeida et al. (2002) observaram uma reducdo nmigacao e peso seco
de plantulas oriundas de sementes que antes dgres@vacao
apresentavam teor de 4gua de 12% em relacdo agoebazores de 4, 6, 8
e 10%.

Martins et al. (2009) afirmaram que as sementesipéeroxo
Tabebuia impetiginosa podem ser previamente desidratadas a 4,2% de agua
e posteriormente imersas em nitrogénio liquido petp menos, 360 dias

sem reduc¢do na qualidade fisiologica.
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3.2 Criopreservagao de embrides

3.2.1 Teste de desidratagdo dos embrides

O teor de umidade dos embrides diminuiu signifiGatiente
durante o tempo de desidratacdo em camara del#iminar. Embrides néo
desidratados apresentaram teor de umidade de 28,886gou a 12,8% e
5% apo6s 60 e 300 minutos de desidratacao respaeinta (Figura 5).
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Figura 5 Teor de umidade de embriGesHieserratifolius submetidos a diferentes
periodos de desidratacdo. Médias seguidas de mesmando diferem
entre si de acordo com teste de Scott-Knt0(05).

Roberts (1973) relatou que as sementes ortodoxspeer secas a
um teor de umidade baixo, geralmente menos de &, gerda de

viabilidade.
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O teor de umidade é um dos pontos mais criticostraoa

criopreservacdo. Os problemas relacionados conistalczacdo da agua e

recristalizacdo, durante o congelamento ou o dgstamento, poderiam

levar a morte celular devido a formacéo de gelo VR, 1984).

3.2.2 Criopreservacao de embrides

De maneira geral, embrides oriundos do tratamewatutrale 2

(desidratados nos diferentes tempos, ndo desidsatadao expostos ao NL)

obtiveram porcentagem de germinacdo de 100%. Exdec@bservada no

tratamento de desidratacdo de embrides em camdiaxddaminar por 300

minutos que apresentaram média de 90% de germinagésmo nao

expostos ao NL (Figura 6).
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Figura 6 Porcentagem de germinacao de embHbesrratifolius desidratados em
camara de fluxo laminar em diferentes periodos e sidbmetidos a
criopreservacao, apés 15 dias de cultivo. Médigsidas de mesma letra
néo diferem entre si de acordo com teste de Scuitthp<0,05).

A menor porcentagem de germinacao observada foiaior tempo

de desidratacdo (300 minutos). Uma menor germinagi@mbrides secos
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por 300 min pode surgir de danos durante a embebigh sementes
extremamente secas (BEARDMORE; WHITTLE, 2005).

A viabilidade dos embriBes expostos ao NL foi delese do
periodo de desidratacdop<Q,05) abaixo de 10% de umidade e,
independentemente, do tempo de reaquecimento. &sshbmiéo desidratados
e desidratados por 60 minutos apresentaram cotbregéura (Figura 7) e
nao germinaram apés descongelamento (Figura 8). démtraste, a

germinacdo dos embrides desidratados de 120 a BQQos e exposto ao

NL foi de cerca de 90% (Figura 8), e estes aprasmmt coloracdo clara
(Figura 7).

Figura 7 Embrides dHl. serratifolius desidratados em diferentes periodos expostos
ao NL e descongelados por 5 minutos. Barra = 10 mm.
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Figura 8 Porcentagem de germinagdo de embridds. derratifolius desidratados
em camara de fluxo laminar em diferentes periodosulemetidos a
criopreservacgao, apos 15 dias de cultivo. Médigsidas de mesma letra
ndo sdo significativamente diferentes de acordo teste de Scott-Knott
(p<0,05).

O tempo de desidratacao nao afetou o comprimenpaude aérea de
embrides que ndo foram expostos a NL. No entartempo de desidratacao
apresentou efeito significativo sobre o comprimedt parte aérea de
embrides expostos ao NLp<0,05) independentemente do tempo de
descongelamento. Embrides desidratados por peloosnd80 minutos
apresentaram maior comprimento de parte aérea quemmhparado aos
demais tempos. O comprimento da parte aérea, pagogia dos tempos de
dessecacdo testados, apresentou diferencas sgmdx (<0,05) na
comparacgao entre os embrides criopreservados (eNido criopreservados
(-NL). Maior comprimento de parte aérea foi obsdov@m embrides néo
expostos ao NL, com excecdo daqueles desidratantds3p e 300 minutos
em que ndo houve diferenca entre os embrides egeprados ou néo
(Figura 9).
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Figura 9 Comprimento da parte aérea de plantulald.derratifolius apds 15
dias de cultivo, oriundas de embribes desidratapos diferentes
periodos em camara de fluxo laminar e exposto (}dilLn&o (-NL) ao
nitrogénio liquido. Letras gregas sdo comparacdes tdatamentos
expostos e ndo expostos ao NL para cada perioddesidratacao.
Letras mailsculas sdo comparagdes dos tratamequostes ao NL nos
diferentes periodos de desidratagdo. Médias seguidamesma letra
néo diferem entre si de acordo com teste de Sauittip<0,05).

Protocolos de criopreservacdo de embribes foralizattos para
outras espécies, incluindo o de Radha; Decruse ighian (2010) que
relataram 60% de germinacdo ddothapodytes nimmonianaem apds
criopreservacao de embrides desidratados por 1R0tosi em camara de
fluxo laminar. J& em um estudo realizado por Naguei al. (2011), com a
espécieByrsonima intermedia, foi relatado que apenas 10% dos embrides
zigoticos submetidos a criopreservacao sobrevive@srautores afirmaram
gue antes da exposicdo ao NL os embrides apreaemted?o de umidade.

Altas taxas de sobrevivéncia sdo geralmente obgdasamostras
expostas ao NL que tenham sido desidratadas cotetminde agua entre
10 e 20% (ENGELMANN, 2004; WOWK, 2010).
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3.3 Criopreservacao de apices caulinares

Foi possivel observar que a retomada de crescinmogoapices
caulinares foi significativamente afetada pelo terdp exposi¢éo a solugéo
de PVS2 e imersdo ou ndo ao NL. Apices caulinases aniopreservados
apresentaram maiores taxas de retomada de cresgiseonomparados aos
explantes criopreservados quando da exposicaagasotle PVS2 em até 60
minutos. Quando os explantes foram imersos pondigQtos em solucado de

PVS2, ndo houve diferenca entre os imersos oumasle(Figura 10).
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Figura 10 Porcentagem de retomada de crescimentapites caulinares de.
serratifolius submetidos a diferentes tempos de imersao e nasame
em nitrogénio liquido (-NL) ou criopreservados (9Nlela técnica de
droplet-vitrification ap6s pré-cultivo por 24 horas em meio de cultura
contendo 0,3 M de sacarose.

Apices caulinares submetidos & criopreservacaceapi@am maior
porcentagem de retomada de crescimento (54,8%)dquanteriormente

imersos em solucdo de PVS2 por 30 minutos. Ja s@melos 4pices por 15
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minutos em PVS2 promoveu retomada de crescimentB5J8% dos
explantes criopreservados (Figura 1).

A imersdo dos apices caulinares durante 15 mirenosolucdo de
vitrificacdo provavelmente ndo foi suficiente pgmamover desidratacdo
ideal e dessa forma, células com alto conteudo gie divre, quando
expostas ao NL, podem sofrer danos irreversiveismembranas devido aos
efeitos da cristalizacdo (MAZUR, 1984; SURANTHRAN &., 2012). O
uso da solucdo PVS2 permite ndo apenas a destilratagsencial para
evitar a cristalizacdo da 4gua, mas também prorafaitos de crioprotecéo
e de reducdo na mobilidade de moléculas, permitigde as células
vitrifiguem durante a imersdo em NL (VOLK; WALTERZ)06).

Crioprotetores podem ser toxicos as células (FULLEBO4) e as
substancias que compBem o PVS2, principalmente o SOM
(dimetilsufoxido), podem levar a morte celular, @splmente se a imersao
ocorrer em temperaturas superiores a 0 °C ou seiodp de exposigéo for
muito prolongado (PANIS; PIETTE; SWENNEN, 2005; AWHR, 2004).
Provavelmente no presente trabalho, a imersdoplossdpor um periodo de
120 minutos em PVS2 causou toxicidade as célulssltamdo na baixa
porcentagem de retomada de crescimento observaslaexmantes né&o
imersos em NL.

Vale ressaltar que 0 sucesso da criopreservacaioststionado com
o balanco hidrico nas células e 0 uso de substiad@protetoras (VOLK e
WALTERS, 2006).
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4 CONCLUSOES

A criopreservacgéao dd. serratifolius foi obtida com sucesso.

Um minuto em banho-maria a 38 °C é eficaz para o
descongelamento de sementes criopreservadas eoga@rdo tegumento
das sementes é essencial para promover uma atddagerminacain vitro
de sementes de¢. serratifolius criopreservadas.

Embrides podem ser criopreservados com sucesso ingir at
porcentagens de germinacdo superior a 85%. Quaesinfestados com
solu¢cBes aquosas, devem ser hovamente desidratadmmntetddo de agua
inferior a 10% antes da criopreservacgao.

A maxima taxa de retomada de crescimento parasapmglinares
criopreservados (54,8%) é atingida apés o trataonpot 30 minutos na
solucdo de PVS2.
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PERSPECTIVAS

Os experimentos realizados permitiram desenvolvertopolos
eficientes de organogénese e criopreservacdo parauléiplicacdo e
conservacdo da espéckdandroanthus serratifolius. Com os resultados
promissores obtidos sera possivel a criacdo deamwobde germoplasnia
vitro para o0 armazenamento desta espécie que apresemide gvalor
ornamental e medicinal. Entretanto, para a coragdio a otimizacdo de
protocolos descritos tornam-se necessarias.

Estudos sobre a regeneracdo de brotos utilizantlosoreguladores
de crescimento se fazem necessarios uma vez, gste estudo foi
observada a regeneracdo, mas em pequena escala.

O estabelecimento de protocolos para a 0 cresaintientaizin vitro
e de uma eficiente regeneracdo de brotos a pasiedipo de explante,
permitira uma nova linha de pesquisas que poder&oseentrar na
criopreservacdo de apices radiculares Hle serratifolius, permitindo,

portanto,outra opgcédo de armazenamento em criobancos.
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