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RESUMO

LOPES, Kilson Pinheiro. Criopreservacdo de germoplasma de duas
oleaginosas de importancia econdmica e potencial para o nordeste
brasileiro. Areia: UFPB/CCA, 2005. 128p. (Tese - Doutorado em Agronomia)®

A conservacdo de germoplasma de espécies oleaginosas como o algodoeiro
(Gossypium hirsutum L.) e a mamoneira (Ricinus communis L.) € de grande
importancia para garantir a disponibilidade dos recursos genéticos vegetais para o
melhoramento. A criopreservacdo € vista como Otima alternativa para
conservacao a longo prazo dos recursos genéticos vegetais. A presente pesquisa
foi desenvolvida no Centro Nacional de Pesquisa do Algodao (CNPA) da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Laboratério de Biotecnologia,
em Campina Grande, PB, com o objetivo de avaliar protocolos de criopreservacao
para o algodoeiro e a mamoneira. Foram utilizadas sementes de algodoeiro das
cvs. BRS 200 e BRS 201 e da mamoneira cvs. BRS 188 - Paraguagu e BRS 149 -
Nordestina para a obtencdo de seus eixos embrionarios e de plantulas matrizes
para excisdo dos explantes (apices caulinares e nos cotiledonares). Dentre as
técnicas de criopreservacdo, foram avaliados protocolos de vitrificacdo e
encapsulamento-dessecacdo para explantes de algodoeiro e dessecacdo de
eixos embrionarios do algodoeiro e da mamoneira. Na vitrificacdo, empregou-se 0
dimetilsulfoxido (0; 5; 10; e 15%) e/ou sacarose (0; 0,1; 0,25 e 0,5 M) no meio MS
de pré-cultivo dos explantes por 48 horas. No encapsulamento-dessecacéo,
explantes de algodoeiro foram pré-cultivados em MS com 0,3 M de sacarose por
24 horas e mergulhados na solucdo de encapsulamento com alginato de sédio a
3%; explantes encapsulados foram transferidos para cultivo em MS com 0,75 M
de sacarose durante 12 horas sob 130 rpm e entdo submetidos a dessecacao por
0; 3; 6 e 9 horas na camara de fluxo laminar, com posterior determinagéo do teor
de agua. No procedimento de dessecacdo dos eixos embrionarios, sementes de
algodoeiro e mamoneira foram submetidas a embebicdo por 24 horas para
posterior extracdo dos eixos embrionarios na camara de fluxo laminar, onde eixos
permaneceram dessecando por 0; 30; 60 e 90 minutos apds extracdo, com
posterior determinacdo do teor de agua. Em todos experimentos foram
empregadas quatro réplicas de 10 unidades experimentais, que foram postas em
criotubos e imersos no nitrogénio liquido (-196°C), onde permaneceram por O; 5;
30 e 60 dias. Ao final de cada periodo, o descongelamento das amostras foi
realizado rapidamente (38+£2°C por 1-2 min) e lentamente (25+2°C por 60 min) e
entdo cultivadas in vitro durante quatro semanas, momento em que se realizou as
analise de viabilidade dos explantes de algodoeiro e eixos embrionarios de ambas
espécies. A dessecacdo dos eixos embrionarios de algodoeiro por 60 minutos
(16% do teor de agua) e da mamoneira por 90 minutos (5% do teor de agua),
guando obtidos de sementes embebidas, garantiu regeneracdo apos
criopreservacdo. O emprego do dimetilsuféxido acima de 5% afetou a viabilidade
dos explantes. O encapsulamento induziu uma reducdo no desenvolvimento dos
explantes e a dessecacdo afetou a regeneracdo. A \vitrificacdo e o
encapsulamento-dessecacdo ndo garantiram regeneracdo aos explantes de
algodoeiro criopreservados.

! Comité Orientador: Prof. Dr. Francisco de Assis Cardoso Almeida — UFPB (Orientador),
Dra. Julita Maria Frota Chagas Carvalho — EMBRAPA/CNPA, Profé. Dra. Riselane de
Lucena Alcantara Bruno — UFPB/CCA.
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The conservation of germplasm of oleaginous species of the cotton (Gossypium
hirsutum L.) and the castor bean (Ricinus communis L.) it is of great importance to
guarantee the readiness of the resources genetic vegetables for the improvement.
The cryoopreservation is seen as great alternative for conservation long term of
the resources genetic vegetables. To present research it was developed in the
National Center of Research of the Cotton (CNPA) of the Brazilian Company of
Agricultural Research (EMBRAPA), Laboratory of Biotechnology, in Campina
Grande, PB, with the objective of evaluating cryopreservation protocols for the
cotton and the castor bean culture. Cotton seeds were used of the you cvs. BRS
200 and BRS 201 and of the castor bean seeds of the cvs. BRS 188 - Paraguacu
and BRS 149 - Nordestina for the obtaining of your embryonic axes and of the
plantlets for the excision of the explants (shoot apices and nod cotiledonare).
Among the cryopreservation techniques, they were appraised protocols of
vitrification and encapsulation-dehydration for cotton explants and desiccation of
embryonic axes of the cotton and of the castor bean culture. In the vitrification, the
DMSO was used (0; 5; 10; and 15%) and/or sucrose (0; 0,1; 0,25 and 0,5 M) in the
preculture of the explants for 48 hours. In the encapsulation-dehydration, explants
were submitted or not to the preculture for 24 hours MS liquid medium
supplemented with 0,3 M of sucrose and dived in the encapsulation solution,
containing 3% of Na-alginate, forming a bead that involved the explant, which
were maintened by 12 hours in MS liquid medium with 0,75 M of sucrose, on a
rotary shaker at 130 rpm. The beads containing the explants was submitted to the
desiccation by 0; 3; 6 and 9 hours in the flow camera to laminate, with subsequent
determination of the content of water. In the procedure of desiccation of the
embryonic axes, cotton and castor bean seeds they were submitted the imbibition
in water for 24 hours for subsequent extraction of the embryonic axes in the flow
camera to laminate, where axes stayed desiccation for 0; 30; 60 and 90 minutes
after extraction, with subsequent determination of the content of water. In all
experiments the explants they were them placed in cryotubes and directly plunged
into liquid nitrogen (-196°C), during 0; 5; 30 and 60 days. At the end of each
period, the thawing of the explants was accomplished fast (38+2°C for 1-2 min)
and slowly (25+2°C for 60 min) and then cultured in vitro for four weeks, moment
in that took place them analysis of viability of the cotton explants and embryonic
axes of both species. The desiccation of the cotton embryonic axes for 60 minutes
(16% of the content of water) and of the castor bean for 90 minutes (5% of the
content of water), when obtained of imbibed seeds, it guaranteed regeneration
after cryopreservation. The employment of the DMSO above 5% affected the
viability of the explants. The encapsulation induced a reduction in the development
of the explants and the desiccation it affected the regeneration. The vitrification
and the encapsulation-dehydration didn't guarantee regeneration of the cotton
explants cryopreserved.

" Guidance committee: Prof. Dr. Francisco de Assis Cardoso Almeida — UFCG/CCT
(Orientador), Dra. Julita Maria Frota Chagas Carvalho — EMBRAPA/CNPA, Prf2. Dra.
Riselane de Lucena Alcantara Bruno — UFPB/CCA.



CAPITULO 1

1 Consideragbes Gerais

Os programas de melhoramento séo responsaveis pelo desenvolvimento e
langcamento de cultivares, para atender as necessidades dos agricultores. Para o
desenvolvimento dessas cultivares, € fundamental a existéncia de bancos de
germoplasma que representem, significativamente, a variabilidade genética da
espécie, cujos recursos genéticos possam ser facilmente obtidos.

Tradicionalmente, as espécies vegetais vém sendo conservadas ex situ,
como plantas vivas mantidas em cole¢cdes de germoplasma a campo que, no
entanto, apresentam uma série de problemas, como erosdo genética das
espécies e variedades, devido a pouca adaptacdo as condicdbes ambientais
desses locais, atague de pragas e doencas, além de envolverem um grande custo
financeiro e de mao-de-obra. Uma outra forma de conservacao de germoplasma é
por meio da manutencéo de sementes, principal via de propagacao das espécies
de plantas superiores, em camaras frigorificas, com controle de temperatura e
umidade relativa. Essa técnica apresenta-se mais adequada; contudo, nao
garante a conservacdo a longo prazo, exigindo espaco fisico apropriado e
avaliacbes periddicas da viabilidade do material armazenado; assim, o
desenvolvimento de técnicas alternativas de conservacdo, a longo, prazo dos
recursos geneéticos apresentam grande importancia para os avancos do
melhoramento vegetal.

A biotecnologia moderna apresenta novas possibilidades para a
conservacao de recursos genéticos de espécies vegetais, usando-se técnicas de
conservacao in vitro, sob crescimento lento, ou crioconservacdo, que Vém
tornando-se imprescindiveis para a conservagao ex situ e, ainda, o intercambio de
germoplasma das espécies propagadas vegetativamente, que se degradam
rapidamente no armazenamento ou que possuem sementes recalcitrantes.

O algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) e a mamoneira (Ricinus communis
L.), sdo, em particular, espécies oleaginosas de comprovada importancia
econdmica para o Pais. Apresentam sementes muito susceptiveis a danos
fisiol6égicos devido a instabilidade quimica dos lipidios, que se deterioram mais

rapidamente durante o armazenamento convencional, aliado a presenca de



microrganismos que contribuem na aceleragdo desse processo, exigindo
avaliacbes periddicas do material vegetal, para evitar eventuais perdas da
variabilidade genética, principalmente quando mantidas em bancos de
germoplasmas.

A procura da solucdo ao problema referenciado, buscou-se definir
metodologias viadveis e simplificadas de conservacdo, a longo prazo, do
germoplasma do algodoeiro e da mamoneira, por meio da crioconservacao. Para
tanto, faz-se necessério a elaboracao e avaliacdo de protocolos que permitissem
o0 alcance do objetivo proposto.

Com base na reviséo, a atencdo se voltou de imediato para as técnicas de
vitrificacdo e encapsulamento-dessecacdo, que dispensam o0 uso de
equipamentos sofisticados e se apresentam adequados para a crioconservacao
de apices e meristemas. Dependendo da espécie, alguns crioprotetores quimicos
empregados, podem apresentar citotoxidade e causar alteracfes indesejaveis
durante cultura. Para tanto, busca-se obter um protocolo que possa garantir sua
viabilidade criobiolégica, procurou-se, estudar, também, um protocolo que
eliminasse o emprego de agentes quimicos, buscando apenas reduzir o contetdo
de agua presente nas células das estruturas vegetais, principal fator limitante na

crioconservacao, por meio da dessecacdo em ar esteéril.

2 Revisdo de Literatura

2.1 Importancia e Descri¢cdo do Algodoeiro e da Mamoneira

2.1.1 O algodoeiro

A cadeia produtiva do algoddo (Gossypium hirsutum L.) € uma das
principais do Brasil e do mundo. Mais de 150 paises produzem ou consomem
algoddo em pluma, cerca de 20 milhdes de toneladas por ano, ou 90 milhdes de
fardos internacionais de 217,7 kg de algoddo em pluma. O Brasil ultrapassou os
4,6 milhdes de hectares plantados com algodao, como na safra 1971/72, que
representava quase 14% do total mundial e, também, a produzir um milhdo de
toneladas de pluma, a exemplo da safra 1984/85, quando o consumo era de
menos de 500.000 toneladas, embora tenha chegado a quarto exportador mundial

de algodao, empregando mais de um milhdo de pessoas diretamente, apenas nos



setores industriais e gerando, somente na industria, mais de US$ 1,5 bilhées por
ano, considerando o nosso pais (BELTRAO, 1999).

No semi-arido nordestino brasileiro, a cultura do algod&o foi, e continua
sendo, uma das principais atividades de grande importancia socioecondmica da
regido, seja na oferta de matéria-prima para a industria téxtil e oleaginosa, seja na
geracao de emprego e renda, onde a cultura € explorada em sua grande maioria
por pequenos e médios agricultores, apresentando baixo nivel de produtividade
(BELTRAO, 2003). A regido Nordeste ja chegou a plantar mais de um milhdo de
hectares com algoddo, como na safra 1984/85 tendo, atualmente, 188.000 ha
plantados, principalmente nos estados da Bahia (55.000 ha), Ceara (29.000 ha) e
Alagoas (21.000 ha) com plena possibilidade de crescimento e desenvolvimento,
via plataformas do algodédo e programas de recuperacdo dessa cultura no semi-
arido de todos os Estados que compdem a referida regido (ARAUJO et al., 2003).

Varios estudos vém sendo realizados por instituicdes de pesquisa, com 0
intuito de lancar cultivares de algoddo com caracteristicas que possam garantir a
producdo em condicbes ambientais adversas e oferecer matéria-prima de
gualidade para a industria téxtil e oleaginosa. Dentre esses novos avancos,
destaca-se o algodao colorido. Segundo Freire (1999), j4 foram identificadas
varias espécies silvestres de algoddo com fibras coloridas em tonalidades verde,
amarela, azul e cinza. Por meio do melhoramento vegetal, foram lancadas, pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria no Centro Nacional de Pesquisa do
Algoddo EMBRAPA-AIgodao, duas cultivares comerciais de algoddo de plumas
coloridas: o algoddo BRS 200 de fibra marrom e o algoddo BRS-Verde.

O algodao colorido foi desenvolvido pelos Incas e Astecas, ha 4.500 anos,
e por outros povos antigos das Américas, Asia, Africa e Australia. Esses algoddes
de fibras coloridas foram, durante longos periodos, descartados pela industria
téxtil mundial e até mesmo proibida sua exploracdo em varios paises, por serem
considerados contaminantes indesejaveis dos algodfes de tonalidade branca
normal (FREIRE, 1999).

Atualmente, a regido Nordeste é a mais indicada para a exploracdo desse
algodoeiro garantindo, com isso, melhores perspectivas para a regido, uma vez
gue os precos obtidos com o algodéo colorido, no mercado internacional, variam
de US$ 3,79 a US$ 5,00/kg de fibra verde e de US$ 1,84 a US$ 3,35/kg de fibra

marrom, 0 que propicia alta margem de lucro aos produtores, quando comparado



com o algodao de fibra branca, que alcanca precos médios de US$ 1,65/kg de
fibra. Segundo Freire (1999), o mercado para o algodao colorido ainda é restrito,
sendo o produto consumido por pessoas alérgicas a corantes sintéticos, grupos
ambientalistas e Organizagbes Ndo Governamentais (ONGs) que desenvolvem
trabalhos com agricultura organica.

Os avancos obtidos com o algodé&o colorido, decorreram da exploragéo do
germoplasma natural do algoddo, por meio de métodos tradicionais de
melhoramento genético. O uso das técnicas de biologia molecular sobre
transferéncia de genes que controlam a expressdo de varias tonalidades de
cores, das espécies selvagens de algoddo para as cultivares modernas, ja
constitui um dos objetivos das empresas de biotecnologia que trabalham com
algoddo no mundo, o que pode resultar em avancos tecnoldgicos e em economia
de tempo e recursos na obtencdo das futuras cultivares de algodao colorido
(FREIRE et al., 1997).

O homem tem externado grande interesse em encontrar metodos
adequados de armazenamento para aumentar o tempo de conservacao da
gualidade das sementes. CondicOes capazes de manté-las viaveis e vigorosas
por longos periodos de tempo, sdo de grande importancia para os trés segmentos
da cadeia do algodéo: produtores, beneficiadores (maquinistas) e industria.

A semente, principal via de propagacao do algodoeiro, € coberta com linter,
constituida de fibras pequenas (8 a 12% do peso da semente) aderida ao
tegumento. O tegumento é a estrutura externa que delimita a semente e provém
do integumento do 6vulo; suas funcdes basicas sdo manter as unidades internas,
protegendo a semente de danos mecanicos, microrganismos patogénicos, regular
a reidratacao, trocas gasosas e, sobretudo, a germinacdo, causando a dorméncia.
Sob o tegumento aparece a améndoa, formada pelo embrido e tecidos de
reserva. A améndoa é de natureza oleaginosa, com cerca de 25 a 40% de 6leo,
repleta de glandulas de pigmento em que o principal deles € um alcaldide
chamado gossipol; o0 embrido é a parte vital da semente, com a funcéo de reiniciar
a divisdo celular e de crescer. Como na maioria das espécies, o embrido da
semente de algodoeiro € um eixo constituido de epicétilo, hipocétilo e radicula
(VIEIRA e BELTRAO, 1999). De acordo com Mauney (1984) na semente
dormente e/ou quiescente, o eixo primario consiste de radicula, hipocétilo e

epicétilo pobremente desenvolvido. O epicoétilo possui uma folha verdadeira inicial



e 0 meristema apical que, apds o crescimento e desenvolvimento inicial, origina a
fitomassa aérea da plantula a qual possui dois cotilédones, que caracterizam o
estadio inicial do crescimento.

O poder germinativo da semente esta, em geral, relacionado a sua idade.
Dependendo da umidade da semente e das condi¢cbes ambientais (temperatura e
umidade relativa) de armazenamento, o poder germinativo se conserva por longos
periodos. Sementes armazenadas durante 15 anos, a 11% de umidade e 1°C de
temperatura alcangcaram germinacéo de 93% (SIMPSON et al., 1953). Segundo
Popinigis (1977) as sementes de algoddo herbaceo apresentam melhores
gualidades por ocasido da maturacéao fisiolégica, que ocorre entre 40 a 45 dias
apos a antese; a partir desse ponto, o poder germinativo e o vigor declinam em
intensidade variavel, dependendo das condi¢cdes a que essas sementes ficam
sujeitas durante os processos pos-colheita. O algodao requer, como oleaginosa,
teor de umidade ao redor de 9% para o armazenamento, condi¢do obtida em
ambiente, quando a umidade relativa do ar se encontra a 60% e a temperatura
em torno de 25°C (SASSERON, 1980).

2.1.2 A mamoneira

A mamoneira (Ricinus communis L.), também denominada, no Brasil,
carrapateira, palma-cristi e enxertia; em espanhol, higuerilla, higuerete, palma
christi, higuera e tartago; em francés, ricinus; em inglés, castor bean e castor seed
e, em alemao, wunder-baun, é uma das 7.000 espécies da familia das
euforbidceas, possivelmente originaria da Etiopia, no continente africano
(BELTRAO et al., 2001).

Héa algum tempo, décadas de 70 e 80 do século passado, o Brasil foi um
dos maiores produtores dessa euforbidcea no mundo, chegando a colocar, nos
mercados interno e externo, anualmente, cerca de 200 mil toneladas, com
produtividades variando entre 800 a 1200 kg.ha™ de bagas (SANTOS et al.,
2001), que representava mais de 60% da producdo mundial. E uma cultura que
tem varios produtos e co-produtos, destacando-se o 6leo, Unico glicerideo que a
natureza concebeu em mais de 32.000 espécies de espermatofitas, que € sollvel
em alcool, e a torta, produto da extracdo do 6leo, rica em fibra (mais de 35%), e

cerca de 5% de nitrogénio, sendo um excelente fertilizante e condicionante do



solo e, caso seja tornada atoxica, torna-se-a excelente fonte protéica para racées
animais (BELTRAO et al., 2003).

Segundo Beltrdo et al. (2003) a diminuicdo da producédo brasileira de
mamona ocorreu devido a uma série de fatores estruturais e conjunturais, internos
e externos, que levaram a reducao significativa na area plantada e no volume da
producdo. O mercado para a ricinoquimica é pequeno e oligopsodnico no Brasil, de
forma que qualquer pequeno excesso de oferta causa grande queda no preco
(AZEVEDO e LIMA, 2001).

Atualmente, com a possibilidade do 6leo de mamona ser matéria prima
para a producdo de biodisel, had grande possibilidade de se ampliar as areas de
plantio e melhorar a produtividade mediante inovagdes técnicas e tecnoldgicas de
exploragdo, em especial na Regido Nordeste. O 0leo da mamona & um dos
melhores produtos para tal finalidade, em fungdo das suas caracteristicas
singulares, entre elas maior densidade, solubilidade em alcool, cerca de 5% de
oxigénio a mais na molécula, aliados aos seus novos usos na quimica fina, com
mais de 700 produtos manufaturados, e a cada dia surgindo novos produtos
(BELTRAO et al., 2003).

Por se tratar de uma espécie polimérfica, a mamoneira apresenta grande
variacdo no habito de crescimento, cor da folhagem e caule, tamanho das
sementes, conteudo de O6leo e coloracdo, e porte (altura das plantas),
apresentando-se como uma planta perene, quando as condicdes ambientais,
sobretudo temperatura e umidade, o permitem (WEISS, 1983; ANJANI et al.,
1999).

O fruto da mamona € uma capsula de coloracéo verde ou vermelha, que
pode ser lisa ou com estruturas semelhantes a espinhos. No amadurecimento
pode apresentar deiscéncia ou nédo, e pode liberar as sementes, dependendo do
nivel de deiscéncia. A semente, por sua vez, € muito variavel na cor, forma,
tamanho, peso, propor¢cdo do tegumento, presenca ou auséncia de caruncula e
maior ou menor aderéncia do tegumento ao endosperma (MAZZANI, 1983). O
tegumento externo da semente € representado pela casca dura e quebradica,
tendo ainda uma pelicula interna, fina, que envolve o albume, que é branco,
compacto e rico em 6leo (RIBEIRO FILHO, 1966).

A semente apresenta dorméncia que varia entre cultivares e entre racemos

(LAGO et al, 1979) tornando-se quase nula apdés nove meses de



armazenamento, independente da cultivar porém, com o revolvimento da
carlncula e parte do tegumento, o processo de germinacdo das sementes pode
ser acelerado (WEISS, 1983; OLIVEIRA et al, 2004; QUEIROZ et al., 2004); no
entanto, Gurgel (1952) realizando experiéncias para testar a influéncia da
cartncula na germinacgdo de sementes velhas e novas de Ricinus, concluiu que a
presenca de tal estrutura tem papel irrelevante no processo.

As substancias de reserva que nutrem o embrido nas fases iniciais de
germinacao estdo no endosperma, tecido tripléide, que contém, aproximadamente
18% de proteinas e 64% de 6leo (STREET e OPIK, 1974) sendo a fonte de
energia e aminoacidos para o embrido, apés o processo de digestdo (ESAU,
1974). Os limites térmicos da germinacdo das sementes da mamoneira, segundo
Weiss (1983) sédo de 14°C (minimo) e de 36°C (maximo). No processo de
embebicdo a semente absorve de 28 a 32% de agua e inicia a hidrolise das
macromoléculas para a nutricdo do embrido, em que parte do 6leo armazenado é
consumido no processo de respiracado celular, apdés ser transformado em
carboidratos. O conteudo de 6leo comeca a decrescer apos o terceiro dia da
germinac&o e continua até o 14° dia, de acordo com Sevast’'yanova (1986).

A conservacdo de sementes oleaginosas, como é 0 caso da mamona, €
dificultada em funcdo de sua constituicdo quimica. Segundo Vertucci (1989) e
Almeida et al. (2000) sementes com maior quantidade de lipidios parecem ser
mais susceptiveis a tal pratica dificultando, assim, a conservacdo de

germoplasma, pelos métodos convencionais de armazenamento.



2.3 Qualidade Fisiolégica da Semente

2.3.1 Longevidade e Deterioragéao

Para que um lote de sementes tenha méaxima qualidade, € necessério que
a colheita seja realizada o mais proximo possivel da sua maturidade fisiologica,
guando, geralmente, a semente esta em condi¢cdes de maximo vigor (ELLIS e
PIETA FILHO, 1992) e deste ponto deterioram, gradativamente, até perder
finalmente a viabilidade. Evidéncias comprovam que 0s agentes deteriorativos
estdo normalmente associados ao aumento ou diminuicdo na atividade de um
determinado grupo de enzimas, além de alteracbes em componentes de reservas,
como queda na sintese e contetdos de proteinas, variacées na disponibilidade e
na estrutura de carboidratos, diminuicdo no conteudo total de lipidios e aumento
de acidos graxos livres. Sdo destacadas ainda outras evidéncias como alteracdes
em propriedades de membranas e atividade respiratoria, diminui¢gdo na sintese e
degradacdo de DNA e acumulo de produtos toxicos nas células (BASRA, 1994,
COPELAND e McDONALD, 1995; McDONALD, 1999).

A deterioracdo em sementes € considerada qualquer mudanca
degenerativa irreversivel, ap0s cada lote ter atingido niveis maximos de
gualidade. Para Abdul-Baki e Anderson (1972), a deterioracdo é o resultado de
alteracoes de natureza fisiologica e bioquimica, embora 0s mecanismos
responsaveis por essas modificacdes celulares estejam sendo, ainda, elucidados.
Contudo, as manifestacdes de deterioracdo tém sido evidenciadas pela reducao
no crescimento ou no vigor das plantulas, maior suscetibilidade a ataques de
microrganismos patogénicos, emergéncia desuniforme e reducdo na
produtividade (DELOUCHE e BASKIN, 1973).

Segundo Ellis (1991) e Braccini et al. (2001), a deterioragcdo ou
envelhecimento de sementes envolve uma sequéncia de eventos bioquimicos e
fisiol6gicos, que levam a um progressivo declinio na qualidade de sementes e,
finalmente, & perda da viabilidade. Sementes sdo consideradas ndo viaveis
guando ndo germinam sob condicdes ambientes favoraveis apds quebra da
dorméncia. A sensibilidade das sementes ao processo de deterioracdo, em
determinado ambiente, tem sido atribuida a constituicdo genética. Existem
diferencas entre as espécies, entre as cultivares dentro de uma mesma espécie e
entre as sementes de um mesmo lote (ROOS, 1982; POPINIGIS, 1985).



Dentre as diversas manifestacBes fisiolégicas da deterioracdo das
sementes, destacam-se as mudancas na sua coloragdo, atraso na germinacao,
decréscimo na tolerdncia a condicbes ambientais sub-6timas durante a
germinacdo, baixa tolerdncia as condi¢cbes adversas no armazenamento, alta
sensibilidade aos tratamentos com radiacdo, reducdo no crescimento das
plantulas anormais e impacto dos microrganismos (VAN PIJLEN et al., 1995). A
taxa de deterioracao € influenciada pela condicdo ambiental, como também por
fatores biol6gicos que envolvem a interacdo com microrganismos. A reducdo na
capacidade germinativa e a influéncia de microrganismos, tém sido considerados
0s mecanismos de deterioracdo mais aceitos e difundidos., dentre estes os danos
as membranas celulares seria a causa fundamental. Biologicamente, fungos de
armazenamento aceleram a perda em qualidade das sementes, reduzindo a
germinacdo separadamente das causas fisiologicas da deterioragcdo (GOSH e
NANDI, 1986; KONONKOV e DUDINA, 1988; MYCOCK e BERJAK, 1995). A
peroxidacdo dos lipidios, os danos genéticos, as mudancas na respiracdo das
sementes, as modificacbes na atividade enzimatica e sintese protéica, 0 acumulo
de substancias téxicas, dentre outros, sdo manifestacdes bioquimicas (ABDUL-
BAKI e ANDERSON, 1972).

Outra corrente de pesquisa relaciona os danos genéticos como sendo 0s
principais, causando aberracbes em cromossomos ou cromatides, estando
evidenciado que a perda da viabilidade, esta correlacionada a extensdo com que
ocorre este tipo de dano (ROBERTS, 1988). Segundo McGree (1983) parece
haver um acumulo de mutacdes indesejaveis com o aumento na idade do tecido
que, por fim, conduzem a disfuncbes metabdlicas. Ha de considerar, nesse
processo, que a severidade dos danos gendmicos, assim como a taxa de perda
de viabilidade, estdo diretamente relacionados a temperatura, ao acumulo de
umidade e ao tempo de armazenamento das sementes. Portanto, 0S mecanismos
de deterioracdo ndo sdo mutuamente exclusivos. Um conjunto de mecanismos ou
de fatores pode estar interagindo no decorrer do processo (CHRISTENSEN,
1972; COPELAND, 1976; MATTHEWS, 1985; RAO et al.,, 1987; BEWLEY e
BLACK, 1994).

Segundo Colbear (1995), as danificacbes ao genoma séo causas primarias
de deterioracdo. Um pequeno dano pode resultar no acumulo de pontos de

mutacdo, que podem afetar a morfologia ou o funcionamento das plantas em um



estadio mais avancado de crescimento. Pode ocorrer desenvolvimento de
plantulas anormais ou esterilidade de gréos de poélen ou, entdo, a perpetuacéo de
genes recessivos para geracgoes futuras.

Normalmente, os mecanismos descritos na literatura s&o gerais; eles
ocorrem em espécies com caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas bastante
distintas. Segundo Nkang et al. (2000), a sequéncia de eventos metabdlicos, que
atua no sentido de provocar alterac6es que conduzem a morte de células, tecidos
e organelas, parece ter inicio ainda na fase jovem do organismo. Um bom
exemplo é a peroxidacdo de lipidios, que pode ocorrer logo apés dessecacao,
sendo de extrema importancia para espécies que contém sementes com elevada
guantidade de 6leo em sua constituicdo, como a soja, a mamona e o algodao
(HARRINGTON, 1972; FREITAS, 1978; BRACCINI et al., 2001).

2.3.2 Manutencéao da viabilidade

Delouche e Baskin (1973) esclarecem ainda que, a deterioracdo de
sementes pode ser caracterizada como um processo inevitavel, sendo, no
entanto, possivel retardar a taxa de deterioracdo por meio de préaticas que
conduzam a um Otimo armazenamento.

E possivel manter ou prolongar a viabilidade das sementes, quando
armazenadas em condi¢cdes controladas de temperatura e suprimento do
oxigénio, porque ha reducdo ou interrupcdo dos mecanismos deletérios a
semente, sobretudo producdo de metabdlitos essenciais, decomposi¢cdo de
macromoléculas e acumulo de metabolitos toxicos (STANWOOD, 1985b). Outro
fator que determina a manutencdo da viabilidade da semente, durante o
armazenamento, € o conteudo de umidade, visto que baixos contetudos de
umidade reduzem a formacao de gelo nas estruturas intracelulares da semente,
guando expostas as temperaturas subzero atenuando, assim, possiveis danos
decorrentes do congelamento (ROBERTS, 1973a).

A deterioracdo, segundo Delouche e Baskin (1973), pode também ser
considerada um processo irreversivel, porém alguns mecanismos de pré-
condicionamento ou tratamento de sementes com fungicidas melhoram a
emergéncia em campo.

Carvalho e Camargo (2003) afirmam que o declinio na qualidade das
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diminuic@o na taxa de crescimento do eixo embrionario e, posteriormente, através
da perda da capacidade de germinar. A queda no vigor, que culmina na
inviabilidade da semente, € a manifestacdo mais comumente descrita na literatura
como consequéncia da deterioragao.

O eixo embriondrio das sementes tem sido mais suscetivel ao
envelhecimento do que os cotilédones. Os aumentos na peroxidacao de lipidios e
acumulo de hidroperoxidos foram observados por Fu et al. (1988) em embrides de
sementes envelhecidas de amendoim (Arachis hypogaea L.); além disso, o teste
de envelhecimento acelerado na condicdo de 45°C e 79% de umidade relativa,
mostrou que o eixo embrionario foi mais susceptivel a deterioragcdo em relagcéo
aos cotilédones, inibindo a atividade das enzimas superéxido dismutante,
peroxidase, ascorbato peroxidase e lipoxigenase, muito embora o acumulo de
peroxidos tenha sido detectado em ambas as partes (SUNG e JENG, 1994). Da
mesma forma, os pontos de crescimento de eixos embrionarios de sementes de
soja (Glycine max L.) foram mais propensos ao envelhecimento acelerado, como
foi determinado pelo teste de tetrazélio (CHAUHAN, 1985 e SENERATHA et al.,
1988).

Os mecanismos pelos quais as sementes perdem a viabilidade durante o
armazenamento, ainda ndo estdo devidamente esclarecidos, muito embora altas
temperatura e umidade relativa do ar sejam descritas como 0s principais
responsaveis pelos aumentos da velocidade de deterioracdo (SMITH e BERJAK,
1995).

Apesar de muitas mudancas em atividades enzimaticas e respiratorias, em
vias de sintese, membranas, compostos armazenados e cromossomos, terem
sido constatadas com a evolucéo do processo de envelhecimento de sementes, o
local, as causas primarias, a natureza e as sequéncias das reacdes quimicas
envolvidas nesses processos ainda permanecem em grande parte desconhecidas
(GIL e DELOUCHE, 1973; BEWLEY, 1986).

Segundo Carvalho e Camargo (2003), a deterioracdo das sementes
demonstra ser o resultado de um complexo conjunto de disfuncdes metabdlicas e
reacdes quimicas, que atuam no sentido de alterar as funcdes especificas de
cada constituinte celular. E interessante observar que mesmo sementes de
espécies nada afins apresentam, muitas vezes, um padrdo ou sequUéncias de

alteracdes com alto grau de similaridade.



2.4 Conservacao de Germoplasma Vegetal — Fundamentos e Definigcdes

A maioria das culturas de sucesso é derivada e dependente dos seus
ancestrais silvestres. Manter colecdes de germoplasma € a maneira mais racional
de prevenir contra eventos inesperados, como a ocorréncia de novas pragas e
doencas, ou a perda da resisténcia de determinadas culturas. A conservacao da
diversidade em bancos de germoplasma € um esfor¢co pro-ativo que visa atender
as demandas eventuais dos agricultores e assegurar a sustentabilidade
econdmica e ecoldgica da cultura (NOBREGA et al., 2001).

Segundo o International Board for Plant Gentic Resources — IBPGR (1991),
germoplasma € o material que constitui a base fisica da heranca e se transmite de
uma geracdo a outra através de células reprodutivas. Em termos mais amplos
pode ser considerado como o conjunto total dos materiais hereditarios de uma
espécie (ALLARD, 1960). No aspecto utilitario, o IBPGR (1991) adota o termo
germoplasma para definir o individuo ou clone representativo de um tipo, espécie
ou cultivar, que seja possivel de ser mantido em um sistema de reposicédo. O
United States National Plant Germplasm System (1991) emprega o termo
germoplasma vegetal para designar cultivos, plantas, sementes ou outras partes
da planta consideradas uteis para o melhoramento, a pesquisa e conservacao,
sempre com o propasito de estudar, manejar ou utilizar a informacdo genética que
possuem. Goedert et al. (2002) complementa, conceituando o germoplasma como
elemento dos recursos genéticos que maneja a variabilidade genética entre e
dentro da espécie, com fins de utlizacdo para a pesquisa em geral,
especialmente, para o0 melhoramento genético, inclusive a biotecnologia.

A conservacdo de recursos genéticos implica na manutencédo de colecfes
in situ, ou seja, nos seus locais de ocorréncia, ou ex situ (VALOIS, 1998). Neste
caso, podem ser mantidos individuos, sementes, embrides ou outras estruturas
vegetais, sob diferentes condi¢des, dependendo do material utilizado: no campo
ou em casas de vegetacdo, em camaras secas sob baixa temperatura, em meio
de cultura com baixa concentracdo salina (conservagdo in Vvitro) ou
criopreservadas (CGIAR, 1993).

A conservacao in situ e ex situ do germoplasma de racas locais, cultivares

domésticas e parentes silvestres de espécies agronémicas, foi proposta como



medida de prevencdo do processo de perda da variabilidade genética ou eroséo
genética que, segundo Faleiro (2004) significa a perda de genes ou combinac¢des
génicas de plantas que possuem valor atual ou potencial para a agricultura. Entre
as causas da erosao genética, pode-se citar a perda do habitat natural dessas
plantas (desmatamento, desertificacdo, expansdo urbana, modernizacdo da
agricultura), disturbios do habitat (construcdo de rodovias e outras acdes do
homem), desastres naturais (secas, enchentes), substituicdo de variedades locais
ou tradicionais por novas variedades melhoradas, mudancas nas praticas
culturais, entre outros.

Embora o fenbmeno da erosdo genética possa ser irreversivel, acdes
devem ser tomadas para prevenir ou minimizar as suas causas. Umas das acdes
€ a conservacao da variabilidade genética por meio de técnicas para conservacao
a longo prazo do germoplasma de espécies vegetais com a maxima integridade
genética e bioldgica possivel (BAJAJ, 1995; GONZALEZ-BENITO et al., 2004).
Segundo Paiva (1994), a conservacao ex situ refere-se a manutencao de genes
ou complexos de genes em condicdes artificiais, fora do seu habitat natural. Este
tipo de conservacao pode ser feito em cole¢des permanentes de pdlen, sementes,
cultura de tecidos e colec¢des de plantas mantidas em campo.

O banco de germoplasma € a denominacdo dada a uma estrutura onde se
procura preservar as espécies vegetais, de maneira geral, na forma de células,
tecidos, sementes, gemas ou plantulas in vitro, de modo a conservar 0S recursos
fitogenéticos de uma regido, pais ou mundo. A importancia dessa conservacao
dos recursos fitogenéticos é devida ao enorme valor estratégico que eles
representam pois, a partir desse banco, € possivel propiciar matéria-prima para se
obter nova variedade e/ou melhoria das plantas, mediante melhoramento vegetal
ou através da engenharia genética, além de constituir um instrumento de
preservacdo do patriménio genético de espécies ameacadas de extingao
(BERJAK et al., 1990).

Segundo Vieira (2000), as colecdes de germoplasma vem sendo mantidas
em instituicdes diversas que tém, por responsabilidade: garantir a sua diversidade
genética, seja pela iniciativa de coletar periodicamente recursos genéticos, ou por
favorecer o intercambio com outros bancos de germoplasma, multiplica-las,

distribui-las aos usuérios e promover a sua caracterizacdo por diferentes



metodologias. Essas colecdes sdo ditas ativas. Uma segunda forma de
conservacao é aquela que propde manter as cole¢cdes por periodos longos, sem
gue se utilizem delas para estudo, cesséao, intercambio, entre outros.; neste caso,
séo denominadas colecdes de base — Colbase (PISTORIUS, 1997; SACKVILLE e
CHORLTON, 1997).

Toda amostra de germoplasma que representa a variacao genética de uma
populagcdo ou de um individuo propagado clonalmente é denominada de acesso.
Segundo Morales et al. (1997), deve-se preferir o termo acesso ou seus
equivalentes “accesion” em espanhol ou “accession” em inglés, ou ainda tem
guem se refira como entrada, por representar um elemento da colecéo, e coleta,
para indicar que trata-se de amostra obtida mediante procedimentos de coleta. Na
pratica, todo acesso propagado adequadamente, reproduz as caracteristicas
genéticas da populacdo de onde foi obtida.

A semente é a unidade de propagacao natural para a maioria das espécies
de plantas superiores, sendo por isso, a forma mais comum de conservacao ex
situ. A metodologia convencional para conservacdo de germoplasma de semente
compreende a desidratacdo, para teores de umidade extremamente baixos (5%),
e armazenamento em camaras a temperaturas que variam de 0 a 10°C e umidade
relativa entre 20 e 40%, podendo existir, em muitos casos, sementes que sao
conservadas em temperaturas abaixo de zero, -18 a -20°C (Roberts, 1973b).

O poder germinativo e o teor de umidade das sementes de cada acesso
em uma colecao ativa, que utiliza seu acervo para multiplicacdo, caracterizacéo e
distribuicdo, precisam ser monitorados de maneira ordenada e eficiente durante o
periodo de conservacdo, para a manutencdo da qualidade das sementes.
Conforme Vencovsky (1986), quando a queda da viabilidade das sementes
supera os 50%, a representatividade genética das amostras diminui ao limite em
gue é impraticavel recuperar as caracteristicas genéticas da amostra inicial. Além
disso, as condicdes ideais para a conservacdo a longo prazo de germoplasma-
semente sdo igualmente ideais para a conservacdo de patdégenos a eles
associados. O monitoramento das qualidades fisiol6gica e sanitaria dos produtos
gue compbem a Colbase é de fundamental importancia. Por meio do
monitoramento tém sido identificados quais acessos devem ser regenerados e/ou

multiplicados, assim como quais patdgenos associados as sementes estdo



contribuindo para a deterioracdo ou perda da viabilidade dos acessos (FAIAD et
al., 2004).

Sementes de numerosas espécies de plantas toleram a desidratacdo e
manutencdo em baixas temperaturas, apresentando alta viabilidade apds o
armazenamento nessas condi¢cdes, sendo assim classificadas como ortodoxas
(ROBERTS, 1973b); entretanto, existem sementes muito sensiveis (recalcitrantes)
ou moderadamente sensiveis (intermediérias) a desidratacdo e ao congelamento,
gue ndo sobrevivem ao armazenamento nessas condi¢cdes (ROBERTS, 1973b;
ELLIS et al., 1990; ELLIS et al., 1991). Este € o caso de sementes de inUmeras
espécies aquaticas, plantas arbéreas e arbustivas de importancia econbmica,
nativas de regides tropicais e subtropicais, tais como: dendé (Elaeis oleifera
[Kunth.] Cortes), c6co (Cocos nucifera L.), borracha (Hevea brasiliensis M. Arg.),
cacau (Theobroma cacao L.), café (Coffea spp.) e citros (Citrus spp.). Sob baixa
temperatura e relativa umidade, sua viabilidade pode manter-se por poucas
semanas ou até por alguns meses, 0 que representa muito pouco em termos de
conservacao. Usualmente, essas espécies sdo conservadas ex situ, isto é, a
campo, 0 que € extremamente caro e laborioso. Da mesma maneira, populacdes
com elevada heterozigosidade, cole¢cdes de plantas com periodos juvenis muito
longos ou cujas sementes sdo produzidas em pouca quantidade, com viabilidade
reduzida ou quando essa se mantém por pouco tempo, sdo mantidas,
vegetativamente, a campo ou em casa de vegetacdo (VIEIRA, 2000). Existem,
ainda, espécies que se propagam exclusivamente de forma vegetativa, como a
batata-doce (Ipomea batatas (L.) Lam), batata-inglesa (Solanum tuberosum L.),
mandioca (Manihot esculenta Crantz) ou que ndo produzem sementes viaveis
como a banana (Musa spp.), para as quais ndo existem uma metodologia de
conservacao a longo prazo.

No entanto, Berjak et al. (2000) alertam que a manutencdo de material
vegetal a campo ndo é a melhor opcdo para a conservacdo de recursos
genéticos, porque plantas nessas condi¢cdes estdo permanentemente expostas a
desastres climaticos e bioldgicos, os quais podem levar a perda total da colecao
de germoplasma. Para superar essas dificuldades, estudos na érea
biotecnolégica tém sido intensificados, sendo a criopreservacéo, a Unica técnica
disponivel com potencial para garantir a conservacdo a longo prazo do

germoplasma de espécies probleméticas, sanar a desvantagem econdémica dos



bancos de germoplasma convencionais e evitar a erosdo genética das espécies
vegetais, consistindo na manutengdo do material vegetal em vapor de nitrogénio
(-170°C) ou em nitrogénio liquido (-196°C). Esta técnica, segundo Pita Villamil
(1997), permitiria no caso das sementes, que a sua deterioragédo fosse impedida,
pois de acordo com o mesmo autor, nestas condicdes o metabolismo €
paralisado; com 0 que se assegura, em teoria, sua conservacao indefinidamente
(STANWOOD, 1984 e STANWOOD, 1985). Contudo, a influéncia de numerosos
fatores deve ser avaliada antes de poder utilizar a criopreservacao: contetudo de
umidade das sementes, tamanho, anatomia e as velocidades de resfriamento ou
congelamento e reaquecimento ou descongelamento (STANWOOD e BASS,
1981; VERTUCCI, 1989).

Nos ultimos anos, a conservacgdo in vitro, que envolve manutencdo de
culturas em crescimento ativo através de subculturas peridédicas de brotos e
segmentos nodais, vem sendo aplicada com sucesso em inameras espécies de
importancia econdémica, como: café (Coffea arabica L.), morango (Fragaria spp.),
banana (Musa spp.), mandioca (Manihot esculenta Crantz.), batata (Solanum
spp.), batata-doce (Ipomea batatas), videira (Vitis spp.) e maracuja (Passiflora
spp.) (DODDS, 1991; BAJAJ, 1995; VIEIRA, 2000). Segundo Giacometti e Goes
(1986) a instalacdo de bancos de germoplasmas in vitro consiste, basicamente,
em introduzirem explantes de plantas adultas em meio de cultura estéril e manté-
los em condicdes livres de patdgenos, para uso futuro; entretanto, esta técnica
permite conservar o germoplasma vegetal somente por curtos periodos de tempo,
nove a doze meses, dependendo do procedimento ou da espécie vegetal
tornando-se, desta forma, uma pratica dispendiosa, principalmente quando se
mantém colecdes em locais distintos. Dessa forma a afirmativa de Vieira (2000),
onde informa que os sistemas de conservacgao in vitro ndo eliminam a importancia
de manter clones in vivo; sdo colecdes que complementam-se e ambas podem
constituir-se em bancos ativos. Portanto, nenhuma das diferentes metodologias
existentes e em pratica, no momento, para conservacao do germoplasma vegetal,
permite conservar, a longo prazo, espécies que sao propagadas vegetativamente
ou que produzem sementes recalcitrantes ou intermediarias, com alta estabilidade
genética e biolégica (STUSHNOFF e SEUFFERHELD, 1995).

No manejo de germoplasma Ford-Lloyd e Jackson (1986) e Morales et al.
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alteracbes na estrutura genética dos acessos, principalmente, nas seguintes
situacOes: 1) Selecdo natural: ocorre pelo aumento da proporgcédo de certos
genotipos, ao longo de sucessivas geracdes em detrimento de outras, provocada
por fatores bidticos e abidticos. O efeito da selecdo natural pode ocorrer através
de alteracdes ou mudancas na estrutura genética dos acessos de germoplasma,
provocada pela perda de alelos ou pela alteracdo da freqiéncia de alelos
adaptaveis (RUSSEL, 1988). Pode ocorrer de forma acentuada durante os
procedimentos de multiplicacdo inicial ou de regeneracdo do germoplasma,
principalmente, quando sao realizados em ambientes diferentes a aqueles de
onde foram obtidos os acessos. Para evitar ou diminuir o efeito da selecéo natural
durante a regeneragcdo, uma das causas mais importantes de descaracterizacao
dos acessos, € prudente tomar precaucdes adequadas. No caso de sementes que
estdo em conservacéo, Breese (1989) recomenda proceder a regeneracédo antes
gue o poder germinativo baixe de 85% em relacdo ao inicial. 2) Migracdo: que
provoca uma alteracdo na freqiiéncia alélica de uma populagéo pela incorporagao
de alelos de outras populacdes (RAMALHO et al., 1990). Esta situacdo pode
ocorrer durante os procedimentos de multiplicacdo inicial ou de regeneracédo dos
acessos, quando os procedimentos séo realizados sem levar em consideracao o
sistema reprodutivo do acesso. 3) Mutacdo: que consiste na subita alteracdo do
material responsavel pela heranca, devido a modificagcbes no material genético
(IBPGR, 1991). Esse tipo de alteracdo pode ocorrer durante 0 manejo do
germoplasma, principalmente naqueles procedimentos relacionados com a
conservacao do germoplasma por criopreservagao ou conservacao in vitro. Razéo
pela qual, durante o planejamento de um sistema de conservacdo do
germoplasma, € importante levar em consideracdo que mesmo ocorrendo
mutacdes em niveis relativamente baixos, essa alteracdo ocorre continuamente
na natureza, podendo inclusive afetar o germoplasma mantido a longo prazo em
camaras frigorificas.

Paiva (1994), afirma que em alguns programas de melhoramento de
espécies cultivadas, vém sendo processando, gradativamente, e que a perda de
variabilidade genética, devido, principalmente, ao pouco interesse em conservar
material que nao apresente caracteristicas desejaveis, no atual estagio de
desenvolvimento das técnicas de melhoramento inerente a cada espécie. No

presente material vegetal considerado de pouca importancia para os melhoristas,



podera, no entanto, ser de grande utilidade no futuro. Assim é que novas fontes
de genes sao procuradas na natureza, visando introduzir maior variabilidade

genética nos programas de melhoramento.

2.5 Criopreservacao de Germoplasma Vegetal — Principios e Metodologias

Segundo Sakai (1997), para a conservacao a longo prazo, a disponibilidade
e desenvolvimento de técnicas seguras e de custo efetivo, com subseqlente
elevada regeneracao de plantas sdo os requerimentos basicos. Na Ultima década,
alguns procedimentos criogénicos simplificados e confiaveis como a vitrificacao,
encapsulamento-dessecacdo e  encapsulamento-vitrificacdo  tém  sido
desenvolvidos e aumentado o numero de espécies ou cultivares criopreservadas.

A maioria das sementes tolerantes a desidratacdo (ou dessecacao)
sobrevive a tratamentos criogénicos, isto €, a temperaturas abaixo de -130°C. A
esta temperatura, 0s Unicos estados fisicos existentes séo o estado cristalino ou o
estado vitreo e, em ambos, a viscosidade & muito elevada, a difusdo é
considerada insignificante (dependendo da escala de tempo da armazenagem), a
energia cinética molecular € muito baixa e reac6es metabdlicas impulsionadas por
energia térmica ocorrerdo muito lentamente ou seréo paralisadas completamente
(KARTHA, 1985). Portanto, a temperatura do nitrogénio liquido a viabilidade
durante o armazenamento pode ser estendida por muitos anos e alta estabilidade
genética pode ser mantida (STUSHNOFFE e SEUFFERHELD, 1995).

Assim, a criopreservacdo € uma técnica que permite manter o
germoplasma durante varios anos (long term storage) sob temperatura ultra-
reduzida, em geral -196°C. Nessa temperatura, os riscos de perda do material
biolégico sdo menores e 0s custos mais baixos em relacdo a outros meétodos
(BAJAJ, 1978; BAJAJ, 1985; HANDING e BENSON, 1994). Podem ser
criopreservados apices e gemas, embrides somaticos e zigoéticos, células em
suspensao e até protoplastos, ou seja, células desprovidas da parede celular. A
priori, € preciso otimizar protocolos visando garantir a regeneracao de plantas
inteiras a partir das estruturas criopreservadas (SAKAI, 1995; STUSHNOFF e
SEUFFERHELD, 1995; YONGJIE et al., 1997).

Sucessos ha criopreservagao de um consideravel nimero de espécies tém
sido relatados (URAGAMI, 1993; WITHERS e ENGELMAN, 1998) e vérios



protocolos propostos, mas, todos o0s procedimentos de criopreservacao
apresentam uma etapa em comum, que € a de preparar a estrutura vegetal a ser
conservada para a imersdo em nitrogénio liquido. O estabelecimento de
protocolos para a criopreservacdo de sementes estda condicionado ao
conhecimento de suas propriedades fisicas e quimicas e da determinagcdo do
conteudo de umidade ideal, bem como das taxas apropriadas de congelamento e
descongelamento, para evitar a formacgéo de cristais de gelo no interior da célula,
o que é fatal (STANWOOD e ROOQOS, 1979; ENGELMANN, 2000). Tais fatores sao
especificos e requerem estudos e avaliacbes para cada espécie (DICKIE e
SMITH, 1995; POTTS e LUMPKIN, 1997).

2.5.1 Descongelamento Lento

Segundo Santos (2000), os primeiros protocolos de criopreservacao de
tecidos vegetais eram baseados no congelamento lento. Este processo envolve o
congelamento lento até uma temperatura previamente definida (temperatura de
pré-congelamento, por volta de —40°C) a uma velocidade de congelamento
controlada (1 a 10°C.hora™), usando um congelador programéavel, seguido de
imersdo direta em nitrogénio liquido (ENGELMANN, 1997). Este método foi
baseado nos eventos fisico-quimicos que ocorrem durante o processo de
congelamento, que levam a desidratacdo celular induzida pelo congelamento, os
qguais foram descritos por Mazur (1963) e Mazur (1969). Em tais casos, a célula
se desidrata, reduzindo a um minimo ou removendo completamente a agua livre,
evitando a formacao de gelo em seu interior. Apos o descongelamento, as células
intactas podem reabsorver agua e ganhar turgor novamente (SAKAI e LARCHER,
1987).

Alguns cuidados devem ser levados em consideracdo no método
convencional de congelamento lento, pois se a célula for congelada muito
rapidamente, a desidratacdo por congelamento ndo ocorrera, as células se
tornardo cada vez mais super-resfriadas e eventualmente, a solucéo intracelular,
gue contém alto teor de agua livre, congelara, formando cristais de gelo que
causam injurias mecanicas as células (STEPONKUS e WEBB, 1992; FIND et al.,

1998); entretanto, quando as células sdo desidratadas em excesso, elas podem



ser danificadas pela exposicdo aos efeitos nocivos da concentragcédo elevada dos
eletrélitos celulares. Em resumo, o método de congelamento lento é um
procedimento complexo no qual a velocidade de congelamento e a temperatura
de pré-congelamento exerce papel critico na preservacdo da viabilidade do
material (SANTOS, 2000). Além disso, alguns autores afirmam que tal
procedimento produz baixas taxas de formacdo de brotos e recuperagcdo do
crescimento, dando lugar ao desenvolvimento de calos (TOWILL 1983; TOWILL,
1984; BENSON et al., 1989).

2.5.2 Vitrificagcéo

As técnicas de criopreservacao desenvolvidas mais recentemente, se
baseiam na vitrificacdo. Vitrificacdo ou formacdo do estado vitreo, € o processo
através do qual a agua sofre uma transicdo da fase liquida para o estado solido
amorfo e meta-estavel (FAHY et al., 1984; FRANKS, 1982).

A vitrificagdo do citoplasma é obtida, experimentalmente, por meio da
desidratacdo dos tecidos para um teor de umidade em que néo existe agua livre
para a cristalizacdo, antes de mergulha-lo em nitrogénio liquido; assim, a solucéo
celular torna-se muito concentrada e pode passar pela transicdo de vitrificacédo
guando a velocidade de congelamento apropriada for utilizada evitando, desse
modo, a formacéo de gelo durante a exposicdo em temperaturas subzero.

Vieira (2000) enfatiza que a desidratacao pode ser obtida por evaporagao
da agua ou por tratamento com uma solucdo altamente concentrada de
crioprotetores quimicos (solucao de vitrificacdo) como o dimetilsulféxido (DMSO),
metanol, glicerol, etileno glicol, propileno glicol, dentre outros. Primeiro, utilizam-
se solucbes com baixas concentracdes para que haja entrada dos componentes
permedveis na célula e, em seguida, solu¢cdes concentradas de crioprotetores,
para promover a vitrificacdo, para sO entdo se transferir os frascos para o
nitrogénio liquido; entretanto, esses crioprotetores podem causar citotoxidade e
estresse osmoético, levando a morte das células ou modificando sua resposta
morfogenética em cultura (KARTHA, 1985; SAKAI, 1995). Mais recentemente,
aclcares, como a sacarose, trealose e glucose, tém sido utilizados como
substancias crioprotetoras, porque elas sdo excelentes agentes vitrificadores e,

além disto, ndo apresentam toxicidade para as células vegetais, nem mesmo



guando se acumulam em grande quantidade, no citoplasma (WITHERS, 1991;
YAMADA, 1993; DUMET et al.,, 1994). Acucares mostram alta eficiéncia na
estabilizacdo das membranas celulares durante o congelamento, em comparagao
com os crioprotetores tradicionais. Seu efeito protetor esta supostamente
associado a vitrificagcdo das membranas celulares no citoplasma (HIRSH, 1987;
LEOPOLD, 1990; KOSTER, 1991) porém, o modo de acdo dos acucares na
aquisicao da tolerancia a desidratacao e ao congelamento ainda néo é totalmente
conhecido e uma correlacdo direta de causa e efeito também ndo foi
demonstrada.

Em algumas situacdes, a imersdo em nitrogénio liquido pode ser direta,
desde que os apices caulinares sejam pré-tratados em solucdo osmética de
concentragcdo moderada, uma vez que a desidratacdo € necessaria, antes de
haver a vitrificagédo. Alternativamente, em uma estratégia relativamente nova, usa-
se a desidratacdo celular pelo choque osmotico, com solugbes muito
concentradas e, depois, elas sdo mergulhadas diretamente dentro do nitrogénio
liquido induzindo a vitrificacdo da suspenséo celular eliminando, deste modo, a
necessidade de se usar congeladores programaveis (SAKAI et al., 1991 e WANG
et al., 1998). Este método de vitrificacdo requer, usualmente, um periodo de pré-
cultura em sequéncia, promovendo o endurecimento das células para resistir ao
choque osmotico e alcancgar altas taxas de sobrevivéncia, apés congelamento; no
entanto, o uso de aditivos osmoticamente ativos no meio de pré-cultura, € muito
comum, as respostas para isto s80 variaveis entre espécies e 0S pProcessos
fisiolégicos na relacdo para o endurecimento da célula, ndo tém sido ainda

investigado inteiramente.

2.5.3 Encapsulamento-dessecacéao

Como alternativa a desidratacdo celular induzida pelo congelamento antes
da imersdo em nitrogénio liquido, Dereuddre et al. (1990) propuseram 0 processo
de encapsulamento-dessecacédo, que se baseia na tecnologia desenvolvida para
a producao de sementes artificiais, sendo possivel, entdo, criopreservar apices ou
embrifes soméaticos encapsulados em alginato de sodio (3 a 5 mm), as quais sao
pré-cultivadas em um meio contendo altos niveis de sacarose (0,5 a 0,7 M) sob
agitacdo, overnight (etapa de desidratac&o), desidratadas por exposicéo ao ar da

camara de fluxo laminar ou com silica gel, colocadas em ampolas, imersos



diretamente em nitrogénio liquido e lentamente descongelados. Ha registros de
colecbes de gemas apicais e brotos encapsulados de pereira (Pirus spp.)
(SCOTTEZ et al.,, 1992), batata-inglesa (Solanum tuberosum L.) (FABRE e
DEREUDDRE, 1990), videira (Vitis spp.) (PLESSIS et al., 1993) e embrides
somaticos de cenoura (Daucus carota L.) (DEREUDDRE et al., 1991).

Encapsulamento-dessecacdo oferece varias vantagens sobre as técnicas
de criopreservacao convencionais de congelamento lento, por exemplo, facilidade
de manuseio de explantes de dimensdes reduzidas, simplificacdo do meio
crioprotetor, eliminacdo dos congeladores programaveis, sobrevivéncia
independente da velocidade de congelamento e aumento no tamanho de
explantes que sobrevivem a exposicdo ao nitrogénio liquido (BACHIRI et al.,
1995). O encapsulamento protege a estrutura embebida e a torna resistente a
tratamentos, que poderiam ser letais (PAULET et al., 1993).

2.6 Fatores que Afetam a Sobrevivéncia a Criopreservacao

O grande desafio para o criobiologista € realizar um congelamento sem a
formacédo de cristais de gelo no interior das células. A formacéo de gelo no meio
intracelular causa ruptura do sistema de membranas celulares, resultando em
perda da semipermeabilidade e da compartimentacdo celular e, como
consequéncia, as células entram em colapso e morrem (SANTOS, 2001).

Segundo Engelmann et al. (1997), a sobrevivéncia e a regeneracdo de
material criopreservado dependem de numerosos fatores tais como: tamanho e
estddio de desenvolvimento do material, desidratacdo, congelamento,
descongelamento e regeneracdo. Os varios tecidos de uma planta apresentam
diferentes niveis de tolerancia a desidratacdo e isto resulta em sensibilidade
diferente a exposic¢ao ao nitrogénio liquido. De modo geral, estruturas de tamanho
reduzido sdo mais apropriadas para o congelamento, uma vez que a desidratacao
e congelamento ocorrem de forma mais rapida e uniforme em estruturas menores.
Material juvenil em estagio meristematico, é mais apropriado porque suas células
sdo pequenas e contém citoplasma denso com poucos vacuolos contendo pouca
agua (ENGELMANN, 1991). Amostras podem ser coletadas de plantas

produzidas in vivo ou in vitro, contudo, material produzido in vitro tem preferéncia



em muitos casos porque os explantes j4 estdo em condigdo asséptica e podem
estar, também, livres de patdgenos.

Segundo Toribio e Celestino (2000) mais de quarenta géneros e sessenta
espécies de plantas lenhosas tém sido objeto, nos ultimos dez anos, de intensos
estudos para se obter protocolos viaveis de criopreservacdo. O passo mais critico
para obter um protocolo viavel € reduzir o conteddo de umidade do material a
conservar e/ou evitar a formacéo de cristais de gelo. Em geral, as sementes, 0s
embrides e os eixos embrionarios se criopreservam prévio a desidratacdo por ar,
0S apices e meristemas sao submetidos a um processo de vitrificacdo ou
encapsulamento-desidratacéo, os calos e cultivos em suspensao se tratam com
um processo em dois passos ou vitrificagcdo. Stushnoff e Seufferheld (1995)
esclarecem que a capacidade de tecidos vegetais sobreviverem a
criopreservacao depende da sua tolerancia a desidratacdo e a temperatura do
nitrogénio liquido. Por isso, o desenvolvimento de um protocolo de
criopreservagao requer conhecimentos de mecanismos bioquimicos e biofisicos

associados com a resposta dos tecidos a desidratacdo e ao congelamento.

2.6.1 Desidratacao

As injurias mecanicas sofrida pelas células durante a criopreservacao
advém de dois fenbmenos: o comportamento peculiar da agua, que se expande
ao congelar-se, e a conformacéo dos cristais de gelo (VERTUCCI e FERRANT,
1995). Entretanto, evitar a formacéo desses cristais ndo € uma tarefa facil, porque
0s sistemas experimentais usados na criopreservacao (calos, embrides zigoéticos
e somaticos, gemas apicais e laterais, sementes e suspensdes celulares) sao
sistemas hidratados com altos teores de &gua nas células, necessitando,
portanto, que a agua seja removida. Entretanto, a desidratacdo que, a principio,
parece uma solucado simples, € uma etapa critica, uma vez que a agua tem muitas
funcdes bioldgicas nas células de organismos vivos, por ser um importante
solvente, meio de transporte, resfriador (através da evaporacao), um constituinte
essencial e estabilizador da estrutura das macromoléculas e organelas (KRAMER
e BOYER, 1995; VERTUCCI e FARRANT, 1995). Quando a agua é removida das
células, os solutos tornam-se mais concentrados, possivelmente aumentando a
taxa de reacfGes quimicas destrutivas; alguns solutos podem cristalizar-se,

mudando o potencial iénico e o pH da solucdo intracelular, alterando assim o



status metabdlico da célula (KRAMER e BOYER, 1995). Portanto, o sucesso de
um protocolo de criopreservacdo depende da desidratacdo para um teor de agua
gue seja baixo, o suficiente, para evitar a formacao de gelo intracelular, mas néo

tdo reduzido que cause injuria por desidratacao.

2.6.2 Congelamento

As injuarias causadas pelo congelamento sdo complexas, podendo ocorrer
devido & desidratacdo excessiva ou a formacdo de gelo dentro das células.
Nesses casos ocorrerd rompimento das membranas, concentragdo de solutos no
citoplasma a niveis toxicos e desnaturacdo de &cidos nucléicos e membranas.
Formacdo de gelo e as injurias a ele associadas ocorrem de modo diferente
dependendo da espécie vegetal, estado de tolerancia ao congelamento e as
condicdes de congelamento. Portanto, a morte da célula é causada mais,
provavelmente, por numerosos fatores em vez de um unico mecanismo (SAKAI e
LARCHER, 1987). Entretanto, parece ser um consenso geral que, injuria
decorrente de congelamento é primariamente uma consequéncia de alteracdes na
semipermeabilidade ou lises da membrana plasmatica, resultando de
desidratacdo induzida pelo congelamento (STEPONKUS, 1984). Isto é, o dano
mais significativo causado pelo congelamento as células vivas esta relacionado a
deficit hidrico.

A membrana plasmatica tem um papel central no comportamento celular
durante os ciclos de congelamento/descongelamento. Embora todas as
membranas celulares sejam vulneraveis a desestabilizacdo induzida por
congelamento, a membrana plasmatica € da maior importancia por ser a principal
interface entre 0 meio extracelular e o citoplasma, agindo como uma barreira
semipermeavel e permitindo efluxo/influxo de agua durante o ciclo de
congelamento/descongelamento (UEMURA e STEPONKUS, 1994). A membrana
celular também previne a inoculacdo de gelo extracelular na solucao intracelular.
Portanto, a sobrevivéncia da célula durante 0 ciclo de

congelamento/descongelamento €, essencialmente, uma consequéncia da

estabilidade da membrana plasmaética.



2.6.3 Descongelamento

Semelhante ao que ocorre no congelamento, durante o descongelamento,
também, poderd ocorrer formacdo de cristais de gelo e, em conseqiéncia, as
células podem ser danificadas pelos mesmos mecanismos ja discutidos
anteriormente. Segundo Santos (2000), o descongelamento rapido por imerséo
em agua ou meio de cultura liquido a 35-40°C tem garantido melhores resultados.
Nesta faixa de temperatura o descongelamento € rapido o bastante para evitar a
fusdo de micro-cristais formados no congelamento ou a formagdo de novos
cristais pela agua liberada pela de-vitrificacao.

Ha controvérsias quanto a velocidade de congelamento e
descongelamento adequada para garantir a integridade do material quando
exposto ao nitrogénio liquido. Stanwood e Bass (1981) sugerem que O
congelamento rapido tende a promover um resfriamento mais uniforme de agua
subcelular e o descongelamento lento evita danos nos tecidos e células das
sementes. Em contraste, Dumet e Benson (2000) propdem que o congelamento
rapido resulta em formacéao de cristais de gelo intracelulares, o que é letal para as
células e os tecidos das sementes. Por outro lado, o congelamento lento resulta
em danos ou morte celular, porque ocorre uma desidratacdo osmotica extrema,
guando a agua intracelular movimenta-se para fora da célula compensando a

agua congelada dos componentes extracelulares.

2.6.4 Regeneracao

Para garantir o sucesso do protocolo de crioprotecédo, € necessario que o
processo de regeneracao propicie a recuperacao da maior quantidade de células
vivas e que induza a formacdo de uma nova planta. Withers (1980) reforca
afirmando que a cultura de tecidos de plantas in vitro pode contribuir em todas as
etapas do processo de conservacdo de germoplasma, incluindo coleta, indexagao
para doencas, quarentena, multiplicacdo, caracterizacdo, avaliacao,
armazenamento e distribuicao.

A cultura de tecidos tem se tornado importante para o manejo das plantas
cultivadas, principalmente na limpeza clonal e multiplicacdo de espécies
herbaceas e arbustivas (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990). O método é
aplicado na producdo massal, economizando tempo e espaco; e, obtencédo de

by

individuos com caracteristicas genéticas idénticas a matriz ou favorecendo a



variabilidade genética (OLIVEIRA et al., 1991). Avancos mais recentes incluem
sua aplicacdo em espécies recalcitrantes (MOLINA e SCHOBERT, 1996) e
medicdo do crescimento ritmico com base na época de excisdo e posicdo da
gema (EL-MORSY e MILLET, 1996).

Métodos de avaliacdo por coloracdo tais como teste de tetrazélio e de
diacetato de fluorescéncia tém sido usados para avaliar a viabilidade de
sementes, tecidos e células congeladas. E oportuno mencionar que estes
métodos podem dar informacao incorreta sobre a viabilidade. Células podem dar
reacdo de coloracdo positiva imediatamente depois do descongelamento, mas
eventualmente morrem em cultura. Em outros casos, células que foram
parcialmente danificadas pelo congelamento e estdo em estado de choque dao
reacado de coloracdo negativa, mas se recuperam e retomam crescimento apos
uma fase de repouso (BAJAJ, 1995). As células podem também apresentar
coloracdo inadequada quando comparadas com controles, ndo sendo possivel
definir sua viabilidade. Portanto, a Unica evidéncia inquestionavel da viabilidade
do material submetido ao congelamento em nitrogénio liquido é a retomada do

crescimento e a regeneracdo de um novo individuo.

2.7 Criopreservacao de Espécies Vegetais

O material mais apropriado para criopreservar é o0 de espécies que se
propagam vegetativamente, podendo interessar a conservacdo de clones
especificos com caracteristicas de interesse. No caso de genétipos de alamo
branco (Populus Alba L.), em que se desenvolveu um protocolo de
criopreservacdo de gemas axilares utilizando a técnica de vitrificacdo, alcancou
porcentagens de sobrevivéncia de 90% (CACCAVALE et al., 1998). No entanto,
Reed et al. (1998) de posse de diferentes genotipos de péra (Pyrus L.),
submeteram seus apices a criopreservacao através do método do congelamento
lento (0,1°C.min* até -40°C) associado ao pré-tratamento com os crioprotetores
DMSO a 5% por 48 horas e 1 mL de PGD (10% de polietileno glicol + 10% de
glicose + 10% de DMSO), adicionado gradualmente em 30 minutos no interior de

criotubos de 1-2 mL contendo 0,25 mL de meio liquido e entdo submetidos ao



nitrogénio liquido, alcancando, ap6s descongelamento, boa recuperacao (>40%)
em 61% dos genotipos avaliados.

Nem sempre a taxa e sobrevivéncia de explantes criopreservados coincide
com sua capacidade de garantir regeneragdo. Vandenbussche et al. (2000),
empregando apices de beterraba (Beta vulgaris L.), utilizaram-se do protocolo de
vitrificacdo para criopreservacdo daqueles explantes, os quais foram pré-
cultivados por 24 horas em meio com 0,3 M de sacarose (5°C) e em seguida
mergulhados por 20 minutos em uma solugao mista de 2 M de glicerol e 0,4 M de
sacarose (20°C) e desidratados com PVS2 (0°C) por 20 minutos, prévio a imersao
em nitrogénio liquido, obtendo taxas de sobrevivéncia na ordem de 60 a 100%
dependendo do clone empregado, no entanto, apenas 10 a 50% dos &pices
conseguiram dar prosseguimento a regeneracdo. Ja Devallée et al. (1989)
criopreservando embrides imaturos de milho apos tratamento com DMSO (5 e
10%) e/ou glicerol (5%) durante 15 minutos ou 1 hora, empregando o
congelamento lento, ndo obtiveram regeneracdo apds descongelamento em
banho com agua a 40°C ou pela secagem em ar a 45°C por aproximadamente 1
minuto.

Na vitrificacdo, o crioprotetor empregado, isolado ou associado, assim
como sua concentracdo, dependendo do explante empregado, pode influenciar na
capacidade de regeneracdo apos criopreservacdo. Uemura e Sakai (1980)
avaliando a criopreservacdo de apices de cravo (Dianthus caryophyllus L.),
empregando o método da vitrificacdo com diferentes agentes crioprotetores,
obtiveram elevada capacidade de regeneracédo, quando o DMSO foi empregado
isolado ou associado com 5% de glicose, sacarose ou sorbitol. Kartha et al.
(1979) avaliaram a criopreservacdo de meristemas de ervilha (Pisum sativum L.),
através do seu pré-cultivo na presenca de 5% de DMSO por 48 horas, obtendo
elevada sobrevivéncia (70%) quando submetidos a uma taxa de congelamento de
0,6°C.min*,apds 1 hora em nitrogénio liquido.

Em estudos desenvolvidos por Gonzalez-Benito et al. (1999) na obtencéo
de protocolos para espécies com sementes recalcitrantes, como € o caso do
Quercus spp., buscou-se recuperar o crescimento de eixos embrionarios de Q.
suber e Q. ilex encapsulados em gotas de alginato. Na espécie tropical mutamba
(Guazuma critina Mart.) obteve-se recuperacédo através da imersdo em nitrogénio

liquido de explantes consistentes em agrupamentos de gemas adventicias,



mediante tratamento prévio de encapsulamento-vitrificacdo (MARUYAMA et al.,
1998).

Apesar do encapsulamento apresentar diversas vantagens quando
comparado a outros métodos de criopreservacdo, 0 seu emprego pode provocar
reducdes e/ou atrasos na emissao das estruturas do explante. Hansan e Takagi
(1995) encapsularam segmentos nodais (3-4mm) de inhame (Dioscorea spp.)
com alginato de sddio com diferentes concentracdes de sacarose, verificando que
a porcentagem de emissao de brotos, pelos explantes, foi retardada quando as
bolhas continham concentracbes superiores a 0,3 M de sacarose. Gonzalez-
Benito e Perez (1997) relataram que, durante o cultivo in vitro, a remogao dos
explantes das bolhas de alginato podem favorecer o seu melhor desenvolvimento,
apesar de afirmarem que a concentracdo de sacarose ndo exerce nenhuma
influéncia na sobrevivéncia ou viabilidade de nds encapsulados de Centaurium
rigualli.

O conteudo de agua dos explantes encapsulados é outro fator limitante na
criopreservacao. Eixos embrionarios de citros (Citrus sinensis L.; Citrus limon L. e
Citrus reticulata Blanco) foram criopreservados por Santos e Stushnoff (2002),
empregando um protocolo de encapsulamento-dessecacdo, com o qual
alcancaram 70% de regeneracdo, apos imersdo em nitrogénio liquido, quando
continham 0,15 g H,0.g™" de massa seca. Tanoury et al. (1995) criopreservando
apices de Dianthus caryophyllus L., pelo encapsulamento em alginato de sodio,
apOs pré-cultivo em meio enriguecido com sacarose (0,75 a 1M), obtiveram
elevada sobrevivéncia quando dessecados por 4 horas, para atingir 20% do
conteudo de agua, prévio ao congelamento.

Gonzalez-Benito e Perez (1997) criopreservaram explantes nodais de
Centaurium rigualli, usando o método de encapsulamento-dessecacédo, pré-
cultivando os explantes por 24 horas em meio contendo 0,3 M de sacarose e,
apo6s encapsulamento, cultivados por 19 horas em meio com 0,75 M de sacarose
e entdo dessecados com silica gel por 4 horas com subsequente imersdo por 1
hora no nitrogénio liquido, apresentando sobrevivéncia de 70% apos
descongelamento rapido pela imersdo em agua a 40°C pro aproximadamente 1
minuto.

Avaliando a dessecacéo e criopreservacao na germinacédo de sementes de

diferentes cultivares de algodoeiro, Gonzalez-Benito et al. (1998), verificaram que



a germinacdo nao foi afetada por nenhum dos tratamentos nas cultivares CNPA
5M e CNPA Precoce 1 e Coker 312; contudo, a viabilidade das sementes das
cultivares CNPA 5M e CNPA Precoce 2 foi reduzida quando dessecadas e o teor
de umidade baixou de 9,8 e 15,6% para 2,8 e 3%, respectivamente. Rocha (2004)
avaliando o teor de 4gua limite para a criopreservacdo de sementes de algodoeiro
da cultivares BRS Verde, BRS 200, 6M Mocé e BRS 187-8H, concluiu estar entre
6 e 8% com base no peso fresco.

Almeida et al. (2002) avaliaram a criopreservacao de sementes de mamona
das variedades nordestina e pernambucana, afirmando estar entre 4 a 10% o
nivel maximo de umidade para criopreservacao e que, nesta faixa de umidade, as
sementes de mamona podem ser mantidas tanto no vapor (-176°C) como na
imersao (-196°C) em nitrogénio liquido, sem afetar sua viabilidade.

Varios protocolos de criopreservacao foram desenvolvidos para embrides
zigoticos de um grande numero de espécies, dentre as quais muitas séo
sementes recalcitrantes armazenadas. Isto ndo é o caso dos embribes somaticos,
para os quais apenas um limitado niumero de estudos foram realizados até agora.
Pesquisas realizadas na criopreservacdo de embribes abrangem na maior parte
aspectos metodoldgicos e apenas uma limitada quantidade de trabalhos com o
conhecimento dos mecanismos biolégicos em relacdo a criopreservagao. Varios
métodos sdo empregados para o congelamento de embrides (ENGELMANN,
1991). Protocolos classicos, incluindo pré-cultivo com crioprotetores e
resfriamento lento, e encapsulamento-desidratacdo (DEREUDDRE et al., 1991)
sdo usadas para embrides somaticos. A maior parte dos embrides somaticos sao
congelados rapidamente apos dessecacao parcial. Finalmente, uma nova técnica
de dessecacdo chamada secagem rapida foi desenvolvida com embribes
zigoticos de Landolphia kirkii (BERJACK et al., 1990). A secagem rapida €
seguida pelo congelamento em taxas intermediarias (VERTUCCI et al., 1991) ou
ultra-rapida (WESLEY-SMITHE et al., 1992).

Na atualidade, a criopreservacdo de eixos embrionarios pode ser a
metodologia mais apropriada para a conservacao a longo prazo da diversidade
genética das espécies vegetais, uma vez que o0s eixos podem resistir a condicfes
gue seriam letais para a semente inteira (BERJAK et al., 2000; SANTOS et al.,
2002). Segundo Faiad et al. (2004) eixos embrionarios podem tolerar teores de

umidade por volta de 12% e subsequente congelamento em nitrogénio liquido e



ser resgatados, apoOs criopreservacdo, usando a cultura de tecidos, sendo que
deles se originam plantas inteiras.

Gonzélez-Rio et al. (1994) avaliando a dessecacgdo e criopreservacao de
embribes de oliva (Oliva europaea L.), alcancaram elevada porcentagem de
germinacao (70%), regenerando plantas morfologicamente uniformes, quando
dessecados para um teor de &gua de 3-10% prévio a imersdo no nitrogénio
liquido.

Eixos embriondrios de amendoim (Arachis hypogaea L.) foram bem
sucedidamente criopreservados por Rhuntala et al. (1993), ap6s dessecacao para
teor de 4gua de 7% e tratamento com glicerol a 10%, empregando uma taxa de
resfriamento de 20°C.min™" até uma temperatura de pré-congelamento de -40°C,
garantindo elevada sobrevivéncia, apds descongelamento rapido por meio da
imersdo em agua a 38-40°C por 1 min.

Gonzalez-Benito et al. (1998) afirmam que eixos embrionarios de
algodoeiro da cultivares CNPA Precoce 2 e Coker 312 resistram a
criopreservacao quando dessecados por periodo superior a 30 minutos em silica

gel e alcancarem teor de agua igual ou menor do que 19,4%.
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CAPITULO 2

Criopreservacao de Explantes de Algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) pelos
Métodos da Vitrificacdo e Encapsulamento-dessecacao

1 RESUMO

LOPES, Kilson Pinheiro. Criopreservacdo de explantes de algodoeiro
(Gossypium hirsutum L.) pelos métodos da vitrificacdo e encapsulamento-
dessecacdo. Areia: UFPB/CCA, 2005. p.51-86. (Tese-Doutorado em Agronomia)®

Objetivou-se avaliar procedimentos de criopreservacdo de explantes de
algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) e contribuir com a conservacéo a longo prazo
dos recursos genéticos dessa espécie. Sementes de algodoeiro da cultivar BRS
201 foram devidamente esterilizadas e semeadas in vitro, para obtencdo da
plantula matriz ap6s 25 dias de cultivo, quando se procedeu a excisdo dos apices
caulinares e noés cotiledonares de aproximadamente 5 a 7 mm. Os explantes
obtidos foram submetidos aos processos de vitrificacdo e encapsulamento-
dessecacéo. A vitrificagcdo se deu por meio do pré-cultivo por 48 horas, em meio
MS liquido contendo DMSO (0; 5; 10 e 15%) e/ou sacarose (0; 0,1; 0,25 e 0,5 M).
No encapsulamento-dessecacédo, explantes foram submetidos ou ndo ao preé-
cultivo por 24 horas, em meio MS liquido suplementado com 0,3 M de sacarose e
entdo mergulhados na solucédo de encapsulamento, contendo 3% de alginato de
sédio, formando uma bolha que envolveu o explante, as quais foram mantidas por
12 horas em meio MS liquido com 0,75 M de sacarose sob agitacdo a 130 rpm.
As bolhas contendo os explantes foram submetidas a dessecacéo por 0, 3,6 € 9
horas na camara de fluxo laminar (25+2°C). Os explantes vitrificados e os
encapsulados foram colocados em tubos criobiolégicos de polipropileno estéreis
de 4,5 mL (quatro réplicas de 10 explantes/tubo), os quais foram devidamente
selados e imersos diretamente no nitrogénio liquido (-196°C) durante cinco dias.
O descongelamento dos explantes se deu pela imersdo dos criotubos em agua a
38+2°C por 1-2 minutos (banho maria) e sob condi¢cdes de ambiente a 25+2°C por
60 minutos, procedendo-se em seguida seu cultivo em tubos de ensaio contendo
10 mL do meio MS com 30 g.L™ de glicose, 10 mL.L™ de cloreto de magnésio e 2
g.L™* de gelrite e pH ajustado para 5,7. Avaliacbes dos explantes foram realizadas
antes e apo0s criopreservacao, por meio da porcentagem de regeneragdo, numero
e comprimento de brotos emitidos apos quatro semanas de cultivo. O pré-cultivo
dos explantes no meio de vitrificacdo com DMSO em concentracdo superior a 5%
ou associado com sacarose a 0,1; 0,25 e 0,5 M afetou a viabilidade dos
explantes. NOs cotiledonares e apices caulinares encapsulados com alginato de
sédio nado toleram dessecacdo em camara de fluxo laminar (25+2°C) por periodo
superior a trés e seis horas, respectivamente. Nao houve regeneracdo, apos
criopreservacdo, dos explantes de algodoeiro submetidos aos métodos de
vitrificacdo e de encapsulamento-dessecacao.

1 Comité Orientador: Prof. Dr. Francisco de Assis Cardoso Almeida — UFCG/CCT
(Orientador), Dra. Julita Maria Frota Chagas Carvalho — EMBRAPA/CNPA, Prof?. Dra.
Riselane de Lucena Alcantara Bruno — UFPB/CCA.



2 ABSTRACT

LOPES, Kilson Pinheiro. Cryopreservation of explants of cotton (Gossypium
hirsutum L.) by methods of the vitrification and encapsulation-dehydration.
Areia: UFPB/CCA, 2005. p.51-86. (Thesis - Doctorate in Agronomy)*

It was aimed at to evaluate procedures of cryopreservation of cotton explants
(Gossypium hirsutum L.) and to contribute with the conservation long term of the
genetic resources of that species. Cotton seeds of cv. BRS 201 were properly
sterilized and sowed in vitro for the obtaining of the plantlets after 25 days of
cultivation, when it was proceeded the excised of the shoot apices and nod
cotiledonare of approximately 5 to 7 mm. The explants obtained were submitted to
the processes of vitrification and encapsulation-dehydration. The vitrification felt
through the preculture for 48 hours in MS liquid medium containing DMSO (0; 5;
10 and 15%) and/or sucrose (0; 0,1; 0,25 and 0,5 M). In the encapsulation-
dehydration, explants were submitted or not to the preculture for 24 hours MS
liquid medium supplemented with 0,3 M of sucrose and then dived in the
encapsulation solution, containing 3% of Na-alginate, forming a bead that involved
the explant, which were maintained by 12 hours in MS liquid medium with 0,75 M
of sucrose, on a rotary shaker at 130 rpm. The beads containing the explants was
submitted to the desiccation by 0, 3, 6 and 9 hours in the flow camera to laminate
(25+2°C). The vitrified and encapsulated explants they were them placed in
cryotubes of sterile polipropilene of 45 mL (four responses of 10
explants/cryotubes), and directly plunged into liquid nitrogen (-196°C) for five days.
The thawing of the explantes was performad by placing the cryotubes in 38+2°C
water bath for approximately 1-2 min and under room temperature condition to the
25+2°C for 60 min, being proceeded your cultivation soon after in tubes containing
10 mL of MS medium with 30 g.L-1 of glucose, 10 mL.L-1 of chloride of
magnesium and 2 g.L-1 of gelrite and pH adjusted for 5,7. Evaluations of the
explants were accomplished before and after cryopreservation, through the
regeneration percentage, number and length of sprouts emitted after four weeks of
cultivation. The preculture of the explants in the vitrification medium with DMSO in
superior concentration to 5% or associated with sucrose to 0,1; 0,25 and 0,5 M
affected the viability of the explants. nod cotiledonare and shoot apices
encapsulated with alginate of sodium they don't tolerate desiccation for superior
period at three and six hours, respectively. There was not regeneration, after
cryopreservation, of the cotton explants submitted to the vitrification and
encapsulation-dehydration methods.

*Guidance Committee: Prof. Dr. Francisco de Assis Cardoso Almeida — UFCG/CCT
(Orientador), Dra. Julita Maria Frota Chagas Carvalho — EMBRAPA/CNPA, Prof?. Dra.
Riselane de Lucena Alcantara Bruno — UFPB/CCA.



3 INTRODUCAO

O melhoramento de plantas tem contribuido para o aumento da producéo
em diversas culturas comerciais de grande relevancia em todo o mundo. A
obtencdo de variedades de alto rendimento e resisténcia a pragas e doencas
requer que O0S recursos genéticos desejaveis de determinada espécie se
encontrem disponiveis para sua utlizacdo; desta forma as colegbes de
germoplasma passam a ter papel fundamental nos programas de melhoramento
(SILVA et al., 1997).

O cultivo de meristemas se tornou uma ferramenta indispenséavel na
propagacdo clonal e na eliminacdo de patdgenos virais de muitas plantas
cultivadas (KARTHA et al., 1974; BAJAJ, 1977; KARTHA et al., 1979). Como as
células constituintes do meristema sdo menos diferenciadas e mais uniformes do
gue aquelas de tecidos maduros, plantas regeneradas pelo cultivo in vitro de
meristemas devem garantir a recuperacao tal qual sua progénie. Além disso, 0
meristema tem uma maior habilidade para regenerar a planta inteira do que o
cultivo de células adultas. Entdo, a conservacdo de meristemas excisados em
nitrogénio liquido a -196°C (criopreservacdo), € potencialmente um meio
satisfatorio e seguro para a conservacdo de germoplasma vegetal (UEMURA e
SAKAI, 1980; KARTHA, 1985).

Os métodos de criopreservacdo sao diversos e empregados de acordo com
a natureza do material a ser conservado. Procedimentos criogénicos simplificados
como vitrificacdo (SAKAI et al., 1990) e encapsulamento-dessecacédo (FABRE e
DEREUDDRE, 1990) que, eliminam a necessidade de congeladores
programaveis de custo elevado, garantindo facil obtencdo do material apds
congelamento com elevada taxas de recuperacdo, sdo preferidos na
criopreservacdo de germoplasma vegetal (ENGELMANN, 1997). Porém, na
maioria dos casos, as espécies criopreservadas sdo limitadas a culturas
horticolas, plantas ornamentais e fruteiras, e ha alguns relatos com forrageiras
como o trevo branco (Trifolium repens L.) (YAMADA et al.,, 1991) e gramineas
como arroz (Oriza sativa L.) (HUANG et al., 1995) e cana-de-acUcar (Saccharum
sp. Hybrids) (PAULET et al., 1993).

A vitrificacdo é alcancada pela reducdo da agua congelavel intra e

extracelular, por meio da exposicdo dos tecidos das plantas a misturas



crioprotetoras muito concentradas ou pela dessecacgdo fisica e subsequente
congelamento rapido, geralmente, pela imersdo direta no nitrogénio liquido.
Segundo Vieira (2000), dentre os protetores quimicos utilizados na solucao de
vitrificacdo destacam-se o dimetilsulfoxido (DMSO), metanol, glicerol, etileno
glicol, propileno glicol, dentre outros. No entanto, segundo Kartha (1985) e Sakai
(1995), o emprego de crioprotetores quimicos podem causar citotoxidade e
estresse osmatico, levando a morte das células ou modificando sua resposta
morfogenética em cultura. Diante disto, nos dltimos anos, aglUcares como a
sacarose, trealose e glucose tém sido utilizados como substéancias crioprotetoras,
por ndo apresentam toxicidade para as células vegetais mesmo quando se
acumulam em grande quantidade no citoplasma (WITHERS, 1991; YAMADA,
1993; DUMET et al., 1994). As técnicas de criopreservacdo baseadas na
vitrificacdo sdo geralmente simples e aplicaveis a estruturas muito complexas
como embrides e apices caulinares (WITHERS e ENGELMANN, 1997).

Meristemas de numerosas espécies vegetais foram criopreservados com
sucesso usando o método da vitrificacdo (YAMADA et al.,, 1991; TOWILL e
JARRET, 1992; MATSUMOTO et al., 1995; TAKAGI et al., 1997). Vandenbussche
et al. (2000), empregou o pré-cultivo de apices de beterraba (Beta vulgaris L.) em
meio com uma mistura de 2 M de glicerol e 0,4 M de sacarose (20°C) e
desidratacdo com PVS2 (10% de polietileno + 10% de glicose + 10% de DMSO),
obtendo elevadas taxas de recuperacdo apos congelamento em nitrogénio
liquido. Procedimento semelhante foi realizado por Gonzalez-Arnao et al. (2000),
com apices de variedade de Ananas comosus, empregando 1 M de glicerol e 0,75
M de sacarose por 25 minutos e desidratacdo com PVS2, com recuperacao
variando de acordo com a variedade estudada. Uragami et al. (1990), pré-
cultivando apices de aspargos (Asparagus officinalis) em meio com alta
concentracdo de sacarose seguida por dessecacdo e imersdo direta em
nitrogénio liquido garantram bons resultados na regeneracdo apos
descongelamento.

O método do encapsulamento-dessecacao foi baseado na tecnologia de
sementes sintéticas, desenvolvida por Fabre e Dereuddre (1990), consistindo da
inclusdo de &pices em bolhas de alginato e seu subseqglente cultivo em uma
solucdo com elevada concentracdo de sacarose, usada como crioprotetor,

seguida pela desidratacéo fisica e imersédo direta em nitrogénio liquido, evitando



deste modo o uso de crioprotetores quimicos (BERJAK et al., 2000). Dentre as
vantagens do encapsulamento, CID (2004), afirma que explantes encapsulados
podem contribuir muito no intercAmbio de espécies vegetais entre diferentes
paises. Apices cultivados em meio enriquecido com sacarose (0,3-0,7M), prévio
ao encapsulamento, geralmente, sobrevivem ap6s dessecacdo e congelamento.
A dessecacdo fisica € realizada por meio de silica gel ou em camara de fluxo
laminar (PAULET et al., 1993). O contetdo de agua de aproximadamente 20%
(com base no peso fresco) tem garantido elevada sobrevivéncia apoés
congelamento de explantes vegetais em muitas espécies (SCOTTEZ et al., 1992;
NINO et al., 1992; GONZALEZ-ARNAO et al.,, 1996; ENGELMANN, 1997;
GONZALEZ-BENITO et al., 1998).

A criopreservacao, usando o método de encapsulamento-dessecacéao de
apices, tem sido bem sucedida para algumas espécies vegetais do género Rubus
spp. (REED e YU, 1995) e trevo branco (Trifolium repens L.) (YAMADA et al.
1991). Em mangostdo (Garcinia mangostona L.), foram empregados ambos os
meétodos, vitrificacdo e encapsulamento-dessecacdo, mas nao foram obtidos
resultados satisfatérios (ALIUDIN, 1997).

A presente pesquisa teve como objetivo estudar procedimentos de
vitrificacdo e encapsulamento-dessecacao de explantes de algodoeiro, seu efeito
imediato e apOs armazenamento criogénico, sobre sua capacidade de
regeneracao in vitro, como forma de assegurar a conservacao, a longo prazo, dos

recursos genéticos dessa especie.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material vegetal e procedimento para obtencéo dos explantes

O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia do Centro
Nacional de Pesquisa do Algoddo (Embrapa-Algodao), em Campina Grande, PB.
Utilizaram-se explantes obtidos de plantulas matrizes de algodoeiro (Gossypium
hirsutum L.) cultivar BRS 201, cultivadas in vitro.

Na obtencdo da plantula matriz, sementes de algodoeiro foram
devidamente esterilizadas em solucéo de hipoclorito de sédio comercial (Brilux) a

40% (v/v), com 2,0-25% de cloro ativo, acrescida com 1-2 gotas de



polyoxyethylene sorbitan monolaurate (Tween-20®), sob agitacdo, durante 20
minutos, seguida de triplice lavagem em &gua bidestilada esterilizada; em seguida
e sob condic¢6es estéreis da camara de fluxo laminar, sementes foram postas para
germinar em tubos de ensaio de 25 x 250 mm contendo 10 mL de meio com sais
minerais MS de Murashige e Skoog (1962) suplementado com 30 g.L™ de
sacarose, 5,5 g.L" de agar-agar e pH ajustado para 5,7 antes da adicdo do
solidificante ao meio. Sementes cultivadas foram mantidas na auséncia de luz, até
protusdo da radicula e entdo levadas para camara de crescimento, com
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 16/8 horas (claro/escuro) e intensidade
luminosa em torno de 30 pmol.m™?.s™, proporcionada por lampadas fluorescentes
brancas frias. Ap6s 25 dias de cultivo, procedeu-se, a partir daquelas plantulas, a
excisdo dos explantes (apices caulinares e nés cotiledonares de
aproximadamente 5 a 7 mm), sob condicbes assépticas da camara de fluxo

laminar.

4.2 Método da Vitrificacao

Os explantes obtidos foram pré-cultivados em meio MS liquido, contendo
um dos agentes crioprotetores ou sua combinacdo, em diferentes concentracdes:
dimetilsulféxido — DMSO (Me,S0O) 0; 5; 10 e 15 % e sacarose 0; 0,1; 0,25e 0,5 M
e mantidos incubados em camara de crescimento sob as condicdes mencionadas
acima, por 48 horas (Figura 1).

Para avaliar o efeito da solucéo crioprotetora na regeneracao, parte dos
explantes pré-cultivados foi, imediatamente, cultivados in vitro e outra parte foi
posta em tubos criobiologicos de polipropileno estéreis de 4,5 mL, em numero
guatro réplicas de 10 explantes por tubo, os quais foram devidamente selados e
imersos diretamente no nitrogénio liquido (-196°C) onde permaneceram pelo
tempo de cinco dias.

O descongelamento dos explantes crioconservados ocorreu pela imersao
dos criotubos, contendo os explantes, em agua a 38+2°C (banho maria), durante
1-2 minutos e pela manutencdo do material em condi¢cdes de ambiente (25+2°C)

pelo tempo de 60 minutos e, posteriormente, cultivados in vitro.
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Figura 1. Criopreservacao de explantes de algodoeiro pelo método da vitrificacao.

O cultivo dos explantes foi realizado sob condi¢cdes assépticas, na camara
de fluxo laminar, em tubos de ensaio de 25 x 150 mm contendo 10 mL de meio
MS, com 30 g.L™* de glucose, 10 mL.L™ de cloreto de magnésio e 2 g.L™ de Gelrite
e pH ajustado para 5,7 antes do acréscimo do agente solidificante ao meio.
Quatro repeticoes de 10 tubos por tratamento, contendo os explantes, foram
mantidas quatro semanas em camara de crescimento, com temperatura de 25°C
e fotoperiodo de 16/8 horas (claro/escuro) e intensidade luminosa em torno de 30
umol.m2.s™ proporcionado por lampadas fluorescentes brancas frias. Ao final da
guarta semana, explantes foram avaliados quanto a porcentagem de
regeneracao, numero de brotos emitidos por explante e comprimento do maior

broto.
4.2.1 Procedimento estatistico

Os dados foram analisados segundo o0 delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2 x 4 x 4, sendo dois explantes (apice caulinar e
nd cotiledonar), quatro concentracbes do DMSO (0, 5, 10 e 15%) e quatro
concentracbes de sacarose (0; 0,1; 0,25 e 0,5 M), procedendo-se analise de
variancia e regressdo polinomial, para cada explante, em funcdo das

concentracfes de DMSO e sacarose, utilizando-se dos modelos de superficies de




resposta, selecionando-se aquele em que todas as variaveis do modelo

apresentaram contribuicao significativa.
4.3 Método do encapsulamento-dessecacao

Prévio ao processo de encapsulamento, os explantes foram submetidos e
ndo submetidos a uma fase de pré-cultivo em meio MS liquido suplementado com
0,3 M de sacarose, durante 24 horas, incubados em cémara de crescimento
regulada a 25°C, com fotoperiodo de 16/8 horas (claro/escuro) e intensidade
luminosa em torno de 50 umol.m?.s™ proporcionada por lampadas fluorescentes
brancas frias.

No encapsulamento, explantes foram mergulhados em meio MS liquido
com 0,75 M de sacarose sem CaCl, e suplementado com 3% de alginato de
sodio. Explantes embebidos nesta solucdo foram succionados por meio de uma
pipeta Pasteur e despejados em meio MS liquido, acrescido de 100 mM de CaCl,,
formando bolhas, as quais permaneceram por 30 minutos e, logo em seguida,
transferidas para cultivo em meio MS liquido com 0,75 M de sacarose, durante 12
horas, sob agitacdo a 130 rpm. Os explantes encapsulados foram colocados para
dessecar em placas de Petri, sobre folhas de papel de filtro estéreis e mantidas
sob condi¢cbes da camara de fluxo laminar (25+2°C), por periodos de 0, 3,6 e 9
horas e, posteriormente, colocados em tubos criobioldgicos de polipropileno
estéreis de 4,5 mL, em numero de quatro réplica de 10 explantes por tubo, os
guais foram devidamente selados e colocados diretamente no nitrogénio liquido (-
196°C) onde permaneceram por cinco dias (Figura 2).

Para a determinacédo do conteudo de umidade, prévio a criopreservacgao,
separaram-se trés repeticbes de 30 explantes encapsulados, provenientes de
cada periodo de dessecacdo sendo postos para secar em estufa regulada a
105+2°C por 24 horas, de acordo com Gonzéalez-Benito e Pérez, (1997), cujo
contetdo de agua foi obtido pela diferenca de peso dos explantes, antes e apds

secagem, e expresso em porcentagem, com base no peso fresco.
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Figura 2. Criopreservacdo de explantes de algodoeiro pelo método do
encapsulamento-dessecacao.



O descongelamento dos explantes encapsulados, apds criopreservacao, foi
realizado de acordo com o ja citado, e bolhas, contendo os explantes, foram
cultivadas em tubos de ensaio de 25 x 150 mm contendo 10 mL do meio MS, com
30 g.L™ de glucose, 10 mL.L™ de cloreto de magnésio e 2 g.L™ de Gelrite e pH
ajustado para 5,7, antes do acréscimo do agente solidificante ao meio e mantidas
sob condicdes de camara de crescimento, como referido anteriormente. A
avaliacdo dos explantes ante o0s procedimentos de encapsulamento e
sobrevivéncia as condicbes do nitrogénio liquido, foi realizada apo6s quatro
semanas, pela porcentagem de regeneracdo, numero de brotos emitidos e

comprimento do maior broto.
4.3.1 Procedimento estatistico

Os dados foram analisados segundo o delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial (2 x 2 x 4) + 6, sendo dois explantes (apice
caulinar e no6 cotiledonar), duas condi¢cées (com e sem pré-cultivo por 24 horas),
guatro tempos de dessecacao (0, 3, 6, e 9 horas) e seis testemunhas adicionais
referentes ao comportamento dos explantes nas diferentes etapas do
encapsulamento. Procedeu-se analise de variancia dos dados obtidos, com
comparacdes de média dos explantes estudados, realizada pelo teste de Tukey a
5%, e desdobramento da variavel quantitativa em parametros de regresséo

polinomial.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Método da vitrificacao
A analise de variancia dos dados de regeneracdo, nUmero e comprimento

de brotos, encontram-se no Apéndice 1A, observando-se que a interacao tripla
(explante x dimetilsulféxido x sacarose), s6 foi significativa para os dados de
comprimento de brotos. Por sua vez, a Unica interacdo dupla significativa foi
(explante x dimetilsulféxido), em todas as avaliacfes realizadas. Ja a sacarose foi
a Unica variavel que nao surtiu qualquer efeito significativo nas avaliagdes

realizadas, indicando que as concentracoes desse componente, empregadas no



presente estudo ndo alteram o metabolismo das células. Segundo Dumet et al.
(1994) os acgUcares, como a sacarose, sdo usados como substéancias
crioprotetoras por se constituirem em 6timos agentes vitrificantes, além de néo
apresentarem citotoxidade, mesmo quando acumulados em grande quantidade no
citoplasma.

Na Figura 3, encontra-se a regeneracdo, em porcentagem, dos explantes
de algodoeiro diante do pré-cultivo com o crioprotetor quimico DMSO. O explante
apice caulinar ndo sofreu alteracdo na sua regeneracdo quando se empregou o
DMSO em concentracdo inferior a 5% no meio MS liquido, apresentando
regeneracao superior a 98% nessas condicdes (Figura 3 e Tabelas 1); no entanto,
ocorreram reducdes na regeneracao dos apices caulinares, com valores na ordem
de 63 e 28%, apos pré-cultivo, com concentracdes de 10 e 15% do DMSO,
respectivamente, enquanto o explante né cotiledonar sofreu ainda mais o efeito
do DMSO, reduzindo consideravelmente sua regeneracdo a medida em que foi
submetido ao pré-cultivo com o crioprotetor quimico (Figura 3 e Tabela 1). O
comportamento da regeneracao dos explantes apds o tratamento com o DMSO
demonstra a susceptibilidade dos mesmos a concentracdes elevadas daquele
crioprotetor, afetando sua viabilidade, sendo portanto, de grande importancia o
estudo da viabilidade dos explantes apds tratamento em menores concentracoes.
Em comunhdo com os resultados obtidos, diversos trabalhos, empregando o
cultivo de células vegetais, tem indicado que o 6timo de concentracdo do DMSO
como crioprotetor situa-se entre 5 a 8% (SAKAI e SUGAWARA, 1978) porém
padrdes de 5 a 15% (KARTHA et al., 1979; UMEMURA e SAKAI, 1980) parecem

refletir as diferentes taxas de penetracdo do DMSO em apices de varias espécies.
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Figura 3. Regeneracdo de explantes de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.)
cultivados in vitro, em funcéo da concentracéo do dimetilsulfoxido (DMSO), usado
como crioprotetor.

Tabela 1. Valores médios de regeneracdo, numero e comprimento de brotos
emitidos por explantes de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) pré-cutivados com
dimetilsulféxido (DMSO) durante 48 horas.

DMSO (%)
Regeneracao (%)

0 5 10 15
Apice caulinar 100,00 a 98,75 a 63,44 a 28,44 a
No cotiledonar 100,00 a 7187b 4937Db 13,44 b
DMS = 3,57

Namero de brotos

0 5 10 15
Apice caulinar 1,00 b 0,99 a 0,76 a 0,32 a
N6 cotiledonar 1,57 a 0,83 b 0,60b 0,19b
DMS = 0,03

Comprimento de brotos (cm)

0 5 10 15
Apice caulinar 1,11 a 1,07 a 0,75 a 0,23 a
N6 cotiledonar 0,85b 0,49 b 0,39b 0,16 a
DMS = 0,06

Médias seguidas pela mesma letra minidscula nas colunas ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.



Quanto ao numero de brotos (Tabela 1), o explante apice caulinar tolerou
0 pré-cultivo com DMSO a 5%, sem alteracbes significativas na emissao de
brotos, com méxima eficiéncia em concentracdes de 2,25% do DMSO (Figura 4).
Concentracfes superiores a 5% do crioprotetor quimico tenderam a provocar a
reducdo na emissdo de brotos dos 4pices caulinares. Os nés cotiledonares, por
sua natureza, apresentam duas gemas laterais, o que lhes atribui, inicialmente,
maior numero de brotos por explante; contudo, este explante parece sofrer mais o
efeito do crioprotetor quimico DMSO, reduzindo a emissdo de brotos com o
aumento de sua concentracao na solucao (Figura 4 e Tabela 1). Em contraste aos
resultados obtidos, estudos realizados empregando o DMSO a 10%, isolado ou
associado a outros crioprotetores, garantiram elevada sobrevivéncia de pices de
cravo (Dianthus caryophyllus L.) (UEMURA e SAKAI, 1980) e meristemas apicais
de mandioca (Manihot esculenta Crantz) criopreservados (BAJA, 1977). Escobar
et al. (2000a) afirmam que a sacarose e o DMSO, quando empregados em altas
concentracbes em apices de mandioca (Manihot esculenta Crantz) elevam a
pressdao osmoética de suas células, alterando suas respostas morfogenéticas,

causando a formacéao de calos.
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Figura 4. Numero de brotos emitidos por explantes de algodoeiro (Gossypium
hirsutum L.) cultivados in vitro, em fun¢do da concentracdo do dimetilsulfoxido
(DMSO), usado como crioprotetor.

O comprimento de brotos emitidos por apices caulinares também sofreu

influéncia do pré-cultivo com DMSO em concentragfes superiores a 5% (Figura 5



e Tabela 1). O comprimento de brotos emitidos pelo explante n6 cotiledonar foi
influenciado no pré-cultivo pelo DMSO e pela sacarose. O ponto de méaxima
eficiéncia no comprimento de brotos, estimado pela regressao, foi obtido em meio
MS liquido acrescido de 0,27 M de sacarose e 1,3% de DMSO, apoés 48 horas de
cultivo (Figura 6). Mais uma vez, a concentragcdo do DMSO acima de 5% no meio
de pré-cultivo, afetou negativamente o explante né cotiledonar, reduzindo o
comprimento dos brotos emitidos. Os resultados obtidos concordam com Nash
(1966) onde apices de cravo (Dianthus caryophillus L.) submetidos ao DMSO,
usado isoladamente ou em combinacdo com glicose, sacarose ou sorbitol, foi
suficientemente efetivo, contudo, quando dissolvido em meio de cultura MS com
sacarose foi menos efetivo. Isto pode ser devido ao fato do meio de cultura MS
causar um aumento excessivo ha concentracdo de eletrélitos durante o
congelamento e, o DMSO produzir crioprotecdo, prevenindo o aumento excessivo
dos eletrolitos. Kartha (1985) e Sakai (1995) reafirmam que o emprego de
crioprotetores quimicos, a exemplo do DMSO, podem causar citotoxidade e
estresses osmoticos, levando a morte das células ou modificando sua resposta

morfogenética em cultura.
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Figura 5. Comprimento de brotos emitidos por apices caulinares de algodoeiro
(Gossypium hirsutum L.) cultivados in vitro, em funcdo da concentracdo do
dimetilsulféxido (DMSO), usado como crioprotetor.
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Figura 6. Comprimento de brotos emitidos por nos cotiledonares de algodoeiro
(Gossypium hirsutum L.) cultivados in vitro, em funcdo da concentracdo do
dimetilsulféxido (DMSO) e sacarose, usados como crioprotetor.

Os resultados apresentados evidenciam que apices caulinares e nos
cotiledonares de algodoeiro ndo toleram concentragdes elevadas do DMSO. Um
outro ponto a se considerar € o tempo de permanéncia dos explantes no pré-
cultivo com o crioprotetor quimico. Wu et al. (2000) avaliando um protocolo para a
criopreservacdo de suspensdes celulares de morango, verificaram efeito do
periodo de pré-cultivo em varias condi¢cdes de sacarose e DMSO, alterando a
viabilidade das células, antes e ap0ds a criopreservacao.

Quando os explantes pré-cutivados nas diferentes concentracbes do
DMSO e sacarose foram submetidos a criopreservagao, por sua imersado direta
em nitrogénio liquido (-196°C) e entdo cultivados in vitro, ndo apresentaram
nenhum sinal de viabilidade, independente da forma de descongelamento a que
foram submetidos (Tabela 2); os explantes apresentavam-se escuros, com sinais
evidentes de danos causados pelo congelamento. De forma semelhante ao que
foi obtido Shatnawi et al. (2000), crioconservando apices de uma espécie do
género Prunus, verificaram que a sobrevivéncia apés vitrificacdo com PVS2 (30%

de glicerol + 15% de polietileno glicol + 15% de DMSO + 0,4 M de sacarose em



meio MS) ndo apresentou bons resultados. Nishiwaza et al. (1992) afirmam que
alteracbes no periodo de pré-cultivo dos explantes na solucdo de vitrificagdo
podem resultar em diferentes respostas e garantir melhores taxas de
sobrevivéncia apés criopreservacdo, mas Sudarmonowati et al. (2000) verificaram
gue apices caulinares de Acacia mangium pré-cultivados por diferentes periodos
em meio com elevada concentracdo de sacarose, alteraram a regeneracéo dos
apices antes da criopreservacao; contudo, nao sobreviveram quando submetidos

as condi¢Bes do nitrogénio liquido.

Tabela 2. Efeito do protocolo de vitrificagcdo na regeneracao de apices caulinares
e nos cotiledonares de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) antes (-NL) e apos
(+NL) criopreservacao, empregando-se o descongelamento pelo mergulho dos
criotubos em agua a 38+2°C por 1-2 minutos (banho maria) e sob condicbes de
ambiente a 25+2°C por 60 minutos (ambiente).

Crioprotetor Regeneracéo (%)
- NL + NL
DMSO  Sacarose Banho maria Ambiente
(%) (M) Apice NG Apice NO Apice NG
0 0 100 100 0 0 0 0
0 0,10 100 100 0 0 0 0
0 0,25 100 100 0 0 0 0
0 0,50 100 100 0 0 0 0
5 0 100 75 0 0 0 0
5 0,10 100 70 0 0 0 0
5 0,25 97 75 0 0 0 0
5 0,50 97 67 0 0 0 0
10 0 67 50 0 0 0 0
10 0,10 63 50 0 0 0 0
10 0,25 60 50 0 0 0 0
10 0,50 62 47 0 0 0 0
15 0 30 16 0 0 0 0
15 0,10 28 12 0 0 0 0
15 0,25 27 12 0 0 0 0
15 0,50 27 12 0 0 0 0




5.2 Método do encapsulamento-dessecacao
O teor de a&gua dos explantes de algodoeiro encapsulados em bolhas de

alginato de sodio encontra-se na Tabela 3. Os 4pices caulinares encapsulados,
mas nao pré-cultivados em meio MS liquido com 0,3 M de sacarose, continham
um teor de agua médio, em torno de 82%, com base no peso fresco, antes da
dessecacdo, enquanto os pré-cultivados apresentaram menor conteido de agua
(em torno de 68%) devido, provavelmente, a parte da agua livre contida nas
células, ter sido removida por meio da desidratacdo osmGética, causada pela
concentracdo de sacarose presente no meio de pré-cultivo. O mesmo foi
constatado com nés cotiledonares encapsulados com pré-cultivo em relacédo aos
ndo pré-cultivados. Cosntatou-se diminuicdo semelhante no teor de agua em
virtude do pré-tratamento com sacarose em outros estudos semelhantes (FABRE
e DEREUDDRE, 1990; PANIS et al. 1996; SANTOS e STUSHNOFF, 2002).
Quando os explantes encapsulados foram submetidos a dessecacdo, ocorreu
elevada perda de agua nas trés primeiras horas de permanéncia na camara de
fluxo laminar atingindo, ao final do tempo maximo de dessecacéao (9 horas), teor
de 13 e 10% e de 10 e 11%, para os explantes apice caulinar e n6é cotiledonar

sem preé-cultivo e pré-cultivados em sacarose, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Teor de agua de explantes de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.)
encapsulados com e sem pré-cultivo em meio MS liquido com 0,3 M de sacarose
por 24 horas e submetidos a dessecacdo em camara de fluxo laminar.

Teor de agua (%)

Apice caulinar No6 cotiledonar
Dessecacao ; ) i ) i ) i )
(horas) Sem pré-cultivo Com pré-cultivo Sem pré-cultivo Com pré-cultivo
0 82 68 76 57
3 38 26 32 25
6 20 16 18 14
9 13 10 10 11

A analise de variancia dos dados de regeneracdo, nUmero e comprimento
de brotos emitidos de explantes de algodoeiro encapsulados (Apéndice 1B) s6
detectou efeito significativo para as interacbes duplas entre (explante X
dessecacédo) para os dados de regeneracdo e numero de brotos, e entre pré-
cultivo x dessecacao, para o comprimento de brotos. O pré-cultivo em meio MS
liquido com 0,3 M de sacarose, por sua vez, foi a Unica fonte de variacdo que,

isoladamente, ndo exerceu influéncia significativa no comprimento de brotos. O
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emprego do pré-cultivo com sacarose é relatado em diversos estudos, com o
objetivo de tornar a estrutura a ser criopreservada mais resistentes aos danos
causados pelo congelamento (FABRE e DEREUDDRE, 1990; HANSAN e
TAKAGI, 1995; PANIS et al., 1996; SANTOS e STUSHNOFF, 2002).

O efeito de cada procedimento nas diferentes etapas do processo de
encapsulamento dos explantes, sobre sua regeneragdo, nimero e comprimento
de brotos emitidos, encontra-se na Tabela 4; observa-se que o procedimento de
encapsulamento interferiu nas demais avaliacoes realizadas nos explantes,
cultivados in vitro, apresentando, em média, valores inferiores, quando
comparado com apice caulinar sem qualquer tratamento e quando encapsulados,
com ou sem pré-cultivo por 24 horas, em meio MS liquido com 0,3 M de sacarose
(Tabela 4). O mesmo se verificou em relacdo aos valores de regeneracdo e
namero de brotos emitidos de nos cotiledonares ndo submetidos a qualquer
tratamento. Comportamento semelhante no encapsulamento foi constatado por
Hasan e Takagi (1995) com segmentos nodais de inhame (Dioscorea spp.) e
Gonzalez-Benito e Pérez (1997) com explantes nodais de Centaurium rigualli,
relatando que, quando n&do removidos das bolhas no cultivo, explantes podem
sofrer influéncia da sacarose contida nas bolhas, afetando sua sobrevivéncia.
Contudo, Gonzéalez-Benito e Pérez (1997) afirmaram que a concentracdo de
sacarose nas bolhas ndo exerce nenhuma influéncia na sobrevivéncia ou
viabilidade de nés encapsulados de Centaurium rigualli, provavelmente devido a
difusdo da sacarose para o meio de cultura. Do ponto de vista da conservacéo de
germoplasma, o atraso observado nos explantes encapsulados pode favorecer o
procedimento de troca e/ou envio de germoplasma para regifes distintas,
condicdo que exige um minimo de atividade metabdlica do material a ser

transportado.



Tabela 4. Valores médios de regeneracdo, niumero e comprimento de brotos
emitidos de explantes de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) submetidos as
diferentes etapas do processo de encapsulamento, empregados como
testemunhas adicionais.

Regeneracao

Apice caulinar NO cotiledonar
Encapsulamento 78,75 b 78,75 b
Explante sem tratamento 100,00 a 100,00 a
Encapsulamento 78,75 b 78,75 a
Encapsulamento sem pré-cultivo 100,00 a 70,00 a
Encapsulamento 78,75 b 78,75 a
Encapsulamento com pré-cultivo 100,00 a 80,00 a

Numero de brotos

Apice caulinar NO cotiledonar
Encapsulamento 0,75b 0,75b
Explante sem tratamento 1,00 a 164 a
Encapsulamento 0,75b 0,75 a
Encapsulamento sem pré-cultivo 1,00 a 0,70 a
Encapsulamento 0,75b 0,75 a
Encapsulamento com pré-cultivo 1,00 a 0,85 a

Comprimento de brotos

Apice caulinar N6 cotiledonar
Encapsulamento 0,97 b 0,97 a
Explante sem tratamento 1,15a 0,90 a
Encapsulamento 0,97 b 0,97 a
Encapsulamento sem pré-cultivo 2,04 a 0,77 a
Encapsulamento 0,97 b 0,97 a
Encapsulamento com pré-cultivo 1,97 a 0,91a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Encontram-se, na Tabela 5, a regeneracédo e o numero de brotos emitidos
por explantes de algodoeiro encapsulados com alginato de sédio e dessecados
em camara de fluxo laminar, com destaque para o explante apice caulinar, que
apresentou valores superiores ao no cotiledonar, independente do tempo em que
permaneceram em dessecacdo. Alguns autores também obtiveram resultados
semelhantes a esses com embrides somaticos (DEREUDDRE et al.,, 1991a) e
explantes vegetativos (SCOTTEZ et al.,, 1992; PAULET et al, 1993). O
procedimento de dessecacao tem, por finalidade, reduzir o teor de agua dos
explantes encapsulados; contudo, Choy Ng e Quat Ng (2000) esclareceram que a

tolerancia a dessecacao depende do explante empregado.



Tabela 5. Valores médios de regeneracdo e numero de brotos emitidos por
explantes de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) submetidos ao processo de
encapsulamento-dessecacao.

Tempo de dessecacao (horas)

Regeneracao (%)

0 3 6 9
Apice caulinar 97,00 a 90,00 a 77,50 a 45,00 a
N6 cotiledonar 60,00 b 32500 1250 b 2,50b
DMS = 8,57

Numero de brotos

0 3 6 9
Apice caulinar 0,90 a 0,90 a 0,77 a 0,45 a
N6 cotiledonar 0,60b 0,32Db 0,12b 0,02b
DMS = 0,10

Médias seguidas pela mesma letra miniUscula nas colunas nao diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

A Tabela 6 apresenta os valores de comprimento de brotos emitidos de
explantes encapsulados e dessecados na camara de fluxo laminar em funcédo da
realizacdo do seu pré-cultivo durante 24 horas, em meio MS liquido, com 0,3 M de
sacarose. Nota-se que até trés horas de dessecacdo nao ocorreram diferencas
significativas no comprimento de brotos emitidos por explantes encapsulados com
ou sem pré-cultivo; no entanto, quando 0S mMesmMOS permaneceram em
dessecacédo por mais de seis horas, o pré-cultivo garantiu, aos explantes, valores
superiores no comprimento dos brotos emitidos; cujos dados concordam com 0s
obtidos por Scottez et al., (1992) e Paulet et al., (1993) crioconservando apices de
pereira (Pirus spp.) e de cana-de-agucar (Saccharum spp.) por meio da técnica de
encapsulamento-dessecacdo. Segundo Koster (1991) a sacarose pode provocar a
vitrificacdo da solucdo celular sob temperatura ambiente e influenciar na

habilidade para evitar danos devido a dessecacao.



Tabela 6. Valores médios de comprimento de brotos emitidos de explantes de
algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) submetidos ao processo de encapsulamento-
dessecacdo, com ou sem pré-cultivo, por 24 horas, em meio MS liquido com 0,3
M de sacarose.

Tempo de dessecacao (horas)

Comprimento de brotos (cm)

0 3 6 9
Com pré-cultivo 0,90 a 0,88 a 1,08 a 0,48 a
Sem pré-cultivo 1,04 a 0,80 a 0,54 b 0,29b

DMS =0,14

Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas nao diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Em si, o procedimento de encapsulamento parece nao ter afetado a
capacidade regenerativa do &pice caulinar, independente da realizagdo do pré-
cultivo por 24 horas em meio MS liquido, com 0,3 M de sacarose, de acordo com
testemunhas indicadas por barras na Figura 7, representando o explante sem
gualquer tratamento, bem como o explante encapsulado com e sem pré-cultivo,
comparados ao tempo zero de dessecacdo dos explantes encapsulados; mas, 0
procedimento de dessecacdo do apice caulinar encapsulado reduziu sua
capacidade regenerativa, em funcdo do tempo que permaneceram dessecando
na camara de fluxo laminar, independente de ter sido pré-cultivados ou nao,
apesar de se constatar, em valores absolutos, maior regeneracéo dos apices que
foram pré-cultivados (Figura 7). As maiores reducdes na regeneragao ocorreram
apos dessecacdo, por periodo de permanéncia na camara de fluxo laminar
superior a seis horas, quando &pices encapsulados com e sem pré-cultivo,
continham em torno de 16 e 20% do teor de agua, respectivamente (Tabela 3).
Minami e Sawai (2000) trabalhando com encapsulamento-dessecacdo de apices
de Zoysia japonica Steud., encontraram que 0 Otimo de sobrevivéncia foi
alcancado quando bolhas foram dessecadas para um contetddo de agua de 15-
25% e que o periodo de dessecacdo varia em funcdo da concentracdo de
sacarose no meio de pré-cultivo, porém, Santos e Stushnoff (2002), afirmam que
o nivel de sacarose no meio de pré-cultivo, assim como a duracdo da exposicao

do explante no meio, nédo influencia a recuperacéao apés dessecacao.
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Figura 7. Porcentagem de regeneracdo in vitro de apices caulinares de
algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), submetidos ao processo de encapsulamento-
dessecacéao.

No que diz respeito a regeneracdo do explante no cotiledonar (Figura 8), o
procedimento de encapsulamento dos mesmos com alginato de sodio parece
interferir na sua capacidade regenerativa, de acordo com testemunhas
apresentadas na Figura 8, sendo visualmente maior a reducdo quando o0s
explantes foram encapsulados sem pré-cultivo em meio MS liquido com 0,3 M de
sacarose, durante 24 horas. Estes dados parecem se correlacionar com o0s da
Tabela 3, referente ao teor de agua, onde explantes pré-cultivados apresentaram
valores inferiores aos ndo pré-cultivados. Reducao semelhante no teor de agua foi
observado em explantes encapsulados que foram inicialmente submetidos a
desidratacdo osmotica (FABRE e DEREUDDRE, 1990; PANIS et al., 1996;
SANTOS e STUSHNOFF, 2002). Quando os noés cotiledonares encapsulados
foram entdo submetidos a dessecacéo, a reducao na regeneracao foi ainda mais
acentuada, atingindo, apOs seis horas de permanéncia na camara de fluxo
laminar, valores inferiores a 30%, independente do pré-cultivo. Os resultados
obtidos indicam que a dessecacdo é um fator limitante, e que apenas o
procedimento de encapsulamento ndo garante tolerancia a dessecacdo aos
explantes de algodoeiro, estando de acordo com os dados obtidos por Santos e
Stushnoff, (2002). Choy Ng e Quat Ng (2000) avaliando o procedimento de

vitrificacdo de apices e explantes nodais de mandioca (Manihot esculenta),



afirmam que, em geral, os 4pices caulinares sdo mais resistentes do que 0s

explantes nodais.
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Figura 8. Porcentagem de regeneragdo in vitro de nés cotiledonares de
algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), submetidos ao processo de encapsulamento-
dessecacéo.

O numero de brotos emitidos por apices caulinares ndo variou em funcao
do processo de encapsulamento, de acordo com testemunhas apresentadas em
barras na Figura 9. Durante dessecacao dos explantes encapsulados observou-se
variacdo na emissdo de brotos, em funcdo do tempo de dessecacdo, em que
apices caulinares que foram pré-cultivados por 24 horas em meio MS liquido com
0,3 M de sacarose apresentaram, em geral, 0s maiores valores, com a maxima
eficiéncia estimada em torno de duas horas de dessecacédo, enquanto a maxima
emissdo de brotos dos apices encapsulados, mas nao pré-cultivados, é alcancada
ap6s 1,5 horas de dessecacdo. A dessecacdo dos apices encapsulados por
tempo superior a trés horas, parece afetar a emissdo de brotos, independente do
pré-cultivo (Figura 9). O comportamento verificado no presente estudo pode ser
explicado pelo verificado por diversos autores que, relacionam a concentracéo de
sacarose no meio de pré-cultivo e a duracao do periodo de dessecacao na melhor
resposta dos explantes, recomendando o uso de meios sequenciados, com

elevacdo na concentracdo de sacarose e variacdo na duracdo do tratamento



(HASKINS et al., 1980; KARTHA et al., 1980; TOWILL, 1984, ESCOBAR et al.,
1995; ESCOBAR et al., 2000b; WU et al., 2001).
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Figura 9. Numero de brotos emitidos por apices caulinares de algodoeiro
(Gossypium hirsutum L.), submetidos ao processo de encapsulamento-
dessecacéo.

Quando encapsulado, o né cotiledonar reduziu, a metade, a emisséo de
seus brotos, quando comparado ao seu cultivo sem encapsulamento (Figura 10),
sendo a reducéo ainda mais pronunciada quando submetidos a dessecacao, nao
fazendo diferenca a realizacdo de cultivo por 24 horas em meio MS liquido com
0,3 M de sacarose, prévio ao encapsulamento.

Apesar do apice caulinar encapsulado ndo variar quanto a sua
regeneracdo e emissdo de brotos, quando comparado ao seu cultivo sem
gualquer tratamento (Figuras 7 e 9) o comprimento dos brotos emitidos por apices
encapsulados com ou sem pré-cultivo, parece ser superior ao dos néo
encapsulados (Figura 11), o que pode ter sido favorecido pela quantidade de
nutrientes minerais e hormonais presentes no préprio encapsulamento,
contribuindo para o melhor desempenho dos explantes regenerados.
Comportamento semelhante foi verificado por Fabre e Dereuddre (1990).
Explantes encapsulados e submetidos a dessecacao, tiveram o comprimento de
seus brotos afetado em funcdo do tempo de dessecacdo, sendo tal

comportamento mais pronunciado quando ndo pré-cultivados (Figuras 11 e 12).



Matsumoto et al. (1995), relatam que a adicdo de glicerol junto & sacarose no

meio de pré-cultivo, foi mais efetivo que apenas a sacarose na obtencdo de

elevadas taxas de regeneracdo dos explantes de lirio, submetidos a
encapsulamento-dessecagao.
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Figura 10. Numero de brotos emitidos por nos cotiledonares de algodoeiro
(Gossypium hirsutum L.), submetidos ao processo de encapsulamento-

o
»

dessecacéo.
2_

,é O Explante

) Encapsulamento s/precultivo

@ 1,61 B Encapsulamento c/precultivo

° G & = = Dessecacdo s/precultivo

- — )

° ~ o~ -~ & —— Dessecacéo c/precultivo

o 1,27 — ~ .

© ‘ Py

g m

—— I

2 0,8 T~

= -~

o =~
S

o

@)

Y C/Precultivo = 1,146 - 0,0309X R?=0,65
Y S/Precultivo = 1,3743 - 0,0848X R?=0,97

0 ° T T T
0 3 6
Tempo de dessecacdo (horas)



Figura 11. Comprimento de brotos emitidos por apices caulinares de algodoeiro
(Gossypium  hirsutum L.), submetidos ao processo de encapsulamento-
dessecacéo.

Na Figura 12, o comprimento de brotos emitidos por nds cotiledonares
encapsulados tendeu a se reduzir a medida em que se aumentou o tempo de
permanéncia sob dessecacdo na camara de fluxo laminar, o que evidencia
correlacdo direta com a reducdo no contetdo de agua daqueles explantes e sua
tolerancia a dessecacao (Tabela 3). O procedimento de encapsulamento parece
nao afetar o comprimento de brotos, apresentando melhores resultados quando
pré-cultivados em sacarose. Estes resultados concordam com Paulet et al. (1993),
avaliando o procedimento de encapsulamento-dessecacdo de meristemas de
cana-de-acUcar, relatam que o encapsulamento ndo afetou a regeneragdo, mas
apenas induziu uma reducdo no desenvolvimento, quando comparado aqueles

gue haviam sido extraidos da bolha de alginato.
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Figura 12. Comprimento de brotos emitidos por nés cotiledonares de algodoeiro
(Gossypium hirsutum L.), submetidos ao processo de encapsulamento-

dessecacéo.

Apices caulinares e nos cotiledonares de algodoeiro encapsulados com

alginato de sdodio, com ou sem pré-cultivo em meio MS, com 0,3 M de sacarose e



dessecados por diferentes periodos na camara de fluxo laminar, nao
sobreviveram a temperatura do nitrogénio liquido (-196°C), independente da
forma de descongelamento empregada (Tabelas 7 e 8), apresentando-se de
tonalidade escura, com sinais evidentes de danos causados pelo congelamento.
Matsumoto et al. (1995) estudando a criopreservacao de meristemas apicais de
Wasabia japonica pelo método de encapsulamento-dessecacdo, ndo obtiveram
sobrevivéncia alguma apdés imersdo em nitrogénio liquido quando nao pré-
cultivados em 0,3 M de sacarose. Bachiri et al. (2001), avaliando a
criopreservacdo de germoplasma de kiwi (Actinidia spp.) pelo método do
encapsulamento-dessecacdo, afirmam que a recuperacdo apds criopreservacao
s6 foi alcancada apés aumento gradativo da concentracdo de sacarose no meio
de pré e pos-cultivo com variacdo no tempo de cultivo, enfatizando a importancia
do monitoramento do balanco dos reguladores de crescimento vegetal,
principalmente na recuperacédo apos descongelamento; ja Hornung et al. (2001)
afrmam que o pré-cultivo com meio liquido contendo sacarose e manitol foi
essencial para a recuperacao apos descongelamento de apices encapsulados de
orelha de madeira (Auricula spp.).

Segundo Dereuddre et al. (1991b) a técnica de encapsulamento-
dessecacédo tem, como vantagem, a possibilidade de realizacdo do congelamento
rapido por meio da imerséo direta do material no nitrogénio liquido, evitando o uso
de dispositivos caros ou complicados para controlar a velocidade de
congelamento, porém para algumas espécies, como a batata doce (Ipomea
batatas), o congelamento lento € mais efetivo (BLAKESLEY et al., 1995). Shibli e
Al-Juboory (2000) destacam que o emprego da técnica de encapsulamento-
vitrificacdo, empregando-se o PVS2 como crioprotetor, foi mais eficiente na
regeneracdo de embrides zigdticos de oliva (Olea europea L.) apoés
criopreservacgao, que o encapsulamento-dessecacédo. Diante disto, fica claro que
sdo inumeros os fatores que determinam a sobrevivéncia de explantes vegetais
submetidos a criopreservacao, dentre 0s quais se destacam o tipo de crioprotetor,
as técnicas de pré-congelamento e a velocidade de resfriamento e/ou

descongelamento.



Tabela 7. Efeito do encapsulamento sem pré-cultivo (MS + 0,3 M sacarose) de
explantes de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) submetidos a dessecacéo,
sobre sua regeneracdo antes (-NL) e apds (+NL) criopreservacdo, empregando o
descongelamento pelo mergulho dos criotubos em 4gua a 38+2°C por 1-2 minutos
(banho maria) e sob condi¢cdes de ambiente a 25+2°C por 60 minutos (ambiente).

Regeneracéao (%)

Apice caulinar NO cotiledonar
Dessecagdo -NL +NL -NL +NL
(horas) Banho maria ambiente Banho maria ambiente
0 95 0 0 65 0 0
3 85 0 0 30 0 0
6 75 0 0 5 0 0
9 35 0 0 0 0 0

Tabela 8. Efeito do encapsulamento com pré-cultivo (MS + 0,3 M sacarose) de
explantes de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) submetidos a dessecacéo,
sobre sua regeneracdo antes (-NL) e apos (+NL) criopreservacao, empregando o
descongelamento pelo mergulho dos criotubos em agua a 38+2°C por 1-2 minutos
(banho maria) e sob condi¢cdes de ambiente a 25+2°C por 60 minutos (ambiente).

Regeneracéao (%)

Apice caulinar NO cotiledonar
Dessecacdo -NL +NL -NL +NL
(horas) Banho maria ambiente Banho maria Ambiente
0 100 0 0 55 0 0
3 95 0 0 35 0 0
6 80 0 0 20 0 0
9 55 0 0 5 0 0

6 CONCLUSOES

A viabilidade dos explantes apices caulinares e nés cotiledonares, de
algodoeiro ndo é afetada pelo emprego da sacarose como crioprotetor nas
concentragfes estudadas (0,10; 0,25 e 0,50 M);

O pré-cultivo dos explantes apices caulinares e nods cotiledonares de
algodoeiro durante 48 horas em meio MS liquido contendo dimetilsulfoxido, em
concentracdo superior a 5%, afeta a viabilidade dos mesmos, quer isolado ou
associado a sacarose has concentracfes estudadas (0,10; 0,25 e 0,50M);

O método de vitrificacdo de apices caulinares e nds cotiledonares de
algodoeiro pré-cultivados com sacarose (0; 0,10; 0,25 e 0,50 M) e/ou
dimetilsulféxido (0; 5; 10 e 15%), ndo garantiu regeneracdo ou qualquer atividade

metabdlica apds imersdo direta no nitrogénio liquido (-196°C) e descongelamento



em banho maria (38+2°C por 1-2 minutos) ou sob condi¢bes de ambiente (25+2°C
por 60 minutos);

Nos cotiledonares e apices caulinares encapsulados com alginato de sodio
ndo toleram dessecagdo em camara de fluxo laminar (25+2°C) por periodo
superior a trés e seis horas, respectivamente e, ndao apresentaram atividade
metabdlica in vitro, quando imersos em nitrogénio liquido (-196°C) e
descongelados por imersao em agua (38+2°C por 1-2 minutos) ou a temperatura
ambiente (25£2°C por 60 minutos).;

O pré-cultivo dos explantes em MS liquido com 0,3 M de sacarose garantiu

menor contetdo de dgua em suas células apds encapsulamento;
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CAPITULO 3

Criopreservacdo de Eixos Embrionérios Zigéticos de Algodoeiro (Gossypium
hirsutum L.)

1 RESUMO

LOPES, Kilson Pinheiro. Criopreservacdo de eixos embrionérios zigoticos de
algodoeiro (Gossypium hirsutum L.). Areia: UFPB/CCA, 2005. p.87-109 (Tese -
Doutorado em Agronomia)*

O algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) é uma cultura de grande importancia no
Brasil e no mundo. A busca por cultivares cada vez mais adaptadas que atendam
a demanda vigente exige que 0S recursos genéticos desta espécie sejam
facilmente obtidos. A presente pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de avaliar
um protocolo para criopreservacao de eixos embrionarios de algodoeiro como
alternativa para a manutencdo dos recursos genéticos da espécie. Foram
utilizadas sementes de algodoeiro das cultivares BRS 200 e BRS 201, com
germinacao em torno de 96%, teores de agua ajustados para 6 a 8%. Procedido
sua esterilizagdo foram mantidas em embebicdo em agua por 24 horas para
posterior excisdo dos eixos embrionarios em camara de fluxo laminar, onde
permaneceram em dessecacdo por 0, 30, 60 e 90 minutos para em seguida
serem submetidos a criopreservagao, por meio da imersdo direta em nitrogénio
liquido (-196°C), durante 0, 5, 30 e 60 dias. A reativacao dos eixos embrionarios
foi realizada a cada periodo de armazenamento, apdés sua retirada e
descongelamento em condicoes de ambiente, durante 60 minutos, sendo
cultivados em meio MS sob condicbes de camara regulada a temperatura de
25°C, fotoperiodo de 16/8 horas (claro/escuro) e intensidade luminosa de 30
umol.m?.s™. Aos 30 dias de cultivo, foram realizadas avaliacdes da regeneracéo,
comprimento de plantulas e nimeros de raizes emitidas. Procedeu-se andlise de
variancia e regressao polinomial dos dados obtidos, para cada cultivar, em funcao
do periodo de dessecacédo e armazenamento. O teor de agua limite recomendado
para a criopreservacao de eixos embrionarios de algodoeiro esta entre 9 e 16%
com base no peso fresco; eixos embrionarios de algodoeiro devem ser
dessecados para teor de agua inferior a 16% para assegurar um O6timo de
regeneracao in vitro, apds imersao em nitrogénio liquido; eixos embrionarios de
algodoeiro, com umidade em torno de 9,7%, podem ser conservados em bancos
de germoplasma em condi¢cBes criogénicas e regenerar mais de 80% de plantulas
in vitro apos 60 dias de armazenamento em nitrogénio liquido (-196°C).

4 Comité Orientador: Prof. Dr. Francisco de Assis Cardoso Almeida — UFCG/CCT
(Orientador), Dra. Julita Maria Frota Chagas Carvalho — EMBRAPA/CNPA, Prfé. Dra.
Riselane de Lucena Alcantara Bruno — UFPB/CCA.



2 ABSTRACT

LOPES, Kilson Pinheiro. Cryopreservation of embryonic axes zygotics of
cotton (Gossypium hirsutum L.). Areia: UFPB/CCA, 2005. p.87-109 (Thesis -
Doctorate in Agronomy)*

The cotton (Gossypium hirsutum L.) it is a culture of great importance in Brazil and
in the world. The search for you cultivate more and more adapted that assist the
effective demand it demands that the genetic resources of this species are
obtained easily. To present research it was developed with the aim of evaluating a
protocol for cryopreservation of embryonic axes of cotton as alternative for the
maintenance of the genetic resources of the species. cotton seeds were used of
the you cultivars BRS 200 and BRS 201, with germination around 96%, moisture
content adjusted for 6 to 8%. Proceeded your sterilization they were maintained in
imbibition in water for 24 hours for subsequent excised of the embryonic axes in
flow camera to laminate, where they stayed in desiccation for 0, 30, 60 and 90
minutes for soon after to be submitted to the cryopreservation, directly plunged
into liquid nitrogen (-196°C), during 0, 5, 30 and 60 days. The regrowth of the
embryonic axes was accomplished to each storage period, after your retreat and
thawing in room temperature conditions, for 60 minutes, being cultivated in MS
medium and kept in the incubator room at temperature of 25°C, photoperiod of
16/8 hours (light/dark) and intensity light of 50 mol.m?.s™®. To the 30 days of
cultivation, evaluations of the regeneration, plantlets length and numbers of
emitted roots were accomplished. It was proceeded variance analysis and
regression polinomial of the obtained data, for each to cultivat, in function of the
desiccation period and storage. The tenor of water limits recommended for the
crypreservation of embryonic axes of cotton it is between 9 and 16% with base in
the fresh weight; embryonic axes of cotton should be desiccated for moisture
content lower to 16% to assure a great of regeneration in vitro, after plunged into
liquid nitrogen; embryonic axes of cotton, with moisture conten around 9,7%, they
can be conserved in germoplasma banks in cryogenic conditions and to
regenerate more than 80% of plantlets in vitro after 60 days of storage in liquid
nitrogen (-196°C).

*Guidance Committee: Prof. Dr. Francisco de Assis Cardoso Almeida — UFCG/CCT
(Orientador), Dra. Julita Maria Frota Chagas Carvalho — EMBRAPA/CNPA, Prof?. Dra.
Riselane de Lucena Alcantara Bruno — UFPB/CCA.



3 INTRODUCAO

O algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) € uma das mais importantes culturas
exploradas no Brasil e no mundo, apresentando-se como 6tima fornecedora de
fibora para a industria téxtil e 6leo para a industria alimenticia, entre outros
subprodutos, gerando emprego e renda ao longo de sua cadeia produtiva.

Os programas de melhoramento lancam cultivares cada vez mais
adaptadas as diversas condi¢des, com caracteristicas que atendam as demandas
vigentes, tanto dos produtores como da industria téxtil e dos beneficiadores,
como: resisténcia a estresses do ambiente, resisténcia a pragas e doengas, maior
produtividade, porte adequado para colheita, fibras mais compridas e resistentes
e maior quantidade de oOleo em suas sementes (CARVALHO, 1999). Mais
recentemente, é notorio o interesse por se obter cultivares de algodoeiro com
fibras coloridas (FREIRE, 1999).

Para o desenvolvimento dessas novas cultivares, é fundamental a
existéncia da variabilidade genética da espécie cujos recursos genéticos possam
ser facilmente obtidos, residindo ai a importancia dos bancos de germoplasma
(EIRA e REIS, 2004).

A conservacao dos recursos genéticos implica na manutencao de colecbes
in situ, ou seja, nos seus locais de ocorréncia, ou ex situ; neste caso, podem ser
mantidos individuos, sementes, embribes ou outras estruturas vegetais, sob
diferentes condic¢des, dependendo do material utilizado: no campo ou em casa de
vegetacdo, em camara seca sob baixa temperatura, em meio de cultura com
baixa concentracéo salina, ou criopreservadas (CGIAR, 1993 e VALOIS, 1998).

A sementes € a forma mais comum de conservagao ex situ, uma vez que é
a unidade de propagacdo natural para a maioria das espécies de plantas
superiores. A metodologia convencional compreende a desidratacdo das
sementes para teores de umidade extremamente baixos e armazenamento em
camaras com controle de temperatura e umidade relativa. Segundo Cromarty et
al. (1982) estas condicGes permitem a preservacao de material vegetal por longos
periodos de tempo. Porém, pode ocorrer perda da viabilidade com o
prolongamento do armazenamento, dependendo da espécie (ROBERTS e ELLIS,
1984).



A criopreservagdo, manutencdo de material biolégico sob temperaturas
ultra-reduzidas (nitrogénio liquido, -196°C), tem garantido conservagdo por
periodos indefinidos, por reduzir muito ou praticamente paralisar qualquer
atividade a nivel celular, minimizando a deterioracdo biol6gica durante o
armazenamento (STANWOOD, 1985; PRITCHARD, 1995); sendo assim, segundo
Toribio e Celestino (2000), a criopreservacao pode ser uma ferramenta de grande
utilidade para a conservacao de recursos genéticos vegetais, principalmente do
algodoeiro.

Stanwood e Bass (1978) relatam elevada porcentagem de germinacdo de
sementes de Gossypium hirsutum L. criopreservadas com contetdo de umidade
inferior a 13%; ja Gonzéalez-Benito et al. (1998) afirmam que, para assegurar 0
otimo de germinacdo de sementes de algodoeiro, ap0s imersdo em nitrogénio
liquido, elas devem ser dessecadas previamente para teor de umidade em torno
dos 3%; ja Rocha (2004) afirma estar entre 6 e 8% o teor de agua limite para a
crioconservacao de sementes de algodoeiro.

Atualmente, a criopreservagdo de eixos embrionarios se vem destacando
como a metodologia mais apropriada para a conservacdo a longo prazo da
diversidade genética das espécies vegetais, uma vez que 0S eixos toleram
condicbes que seriam letais para a semente inteira (BERJAK et al., 2000;
SANTOS et al., 2002). Gonzalez-Benito et al. (1998) resgataram, in vitro, eixos
embrionarios de algodoeiro criopreservados com teor de agua abaixo de 20%,
sem perda da viabilidade.

Embrides zigbticos sédo sistemas de tecidos simples, altamente
organizados, que podem ser usados para produzir uma planta completa. E séo
apropriados para ajudar a reduzir o risco de variacdo somaclonal em cultura que
outros métodos de regeneracdo de plantas in vitro; ademais, embrifes zigoticos
sdo usado com sucesso para criopreservacdo do germoplasma de muitas
espécies vegetais que possuem sementes recalcitrantes, intermediarias ou com
problemas no armazenamento (PENCE, 1990; BERJAK et al., 2000).

Considerando-se a importancia de ser empregar eixos embriondrios
zigéticos como elemento de preservacdo de germoplasma de algodoeiro, foi
realizado este trabalho com o objetivo de desenvolver um protocolo para a
criopreservacdo de eixos embrionarios de algodoeiro como alternativa para a

conservacao dos recursos genéticos da espécie.



4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material vegetal e procedimentos para excisdo dos eixos embrionarios

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Biotecnologia do Centro
Nacional de Pesquisa do Algoddo (EMBRAPA-Algodéo), em Campina Grande,
PB. Utilizaram-se sementes de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), cultivares
BRS 200 (pluma marrom) e BRS 201 (pluma branca), colhidas em campos de
producéo da EMBRAPA-Algodéao, na safra 2001/2002.

A caracterizacdo da viabilidade inicial das sementes, revelou germinacao
em torno de 96%. O teor de umidade permitido para a criopreservgaao 6 a 8%
b.u. (Rocha, 2004) foi obtido empregando-se a formula proposta por Almeida et al.
(1997) para promover a perda ou o ganho de agua. Procedeu-se a esterilizagéo
das sementes em solugéo de hipoclorito de sodio comercial (Brilux) a 40% (v/v),
com 2,0 a 2,5% de cloro ativo, acrescida com 1 a 2 gotas de polyoxyethylene
sorbitan monolaurate (Tween-20®), sob agitacdo durante 20 minutos, seguida de

triplice lavagem em agua bidestilada esterilizada.

4.2 Exposicéao ao nitrogénio liquido

Apoés esterilizacdo, as sementes permaneceram em embebicdo durante 24
horas, em agua bidestilada esterilizada e foram entdo levadas para excisdo de
seus eixos embrionarios na camara de fluxo laminar, onde foram submetidos a
dessecacéo por 0, 30, 60 e 90 minutos, sob temperatura de 25+2°C sendo, em
seguida, colocados em recipientes estéreis de polipropileno de 4,5 mL, em
namero de quatro réplicas de 10 eixos embrionarios por frasco e imersos
diretamente no nitrogénio liquido a -196°C, onde permaneceram 0, 5, 30 e 60
dias.

Apés cada periodo de dessecacdo, separaram-se trés repeticoes de 30
eixos embrionarios para a determinacao do teor de dgua, no momento de sua
crioconservacao, por meio da pesagem e secagem em estufa regulada a 103+2°C
por 17 horas, conforme recomendado pela International Seed Testing Association
(ISTA, 1985). O teor de agua foi expresso em porcentagem, com base no peso

fresco.



4.3 Avaliag&o da sobrevivéncia

Ap6s cada periodo de criopreservacdo, criotubos contendo os eixos
embrionarios foram retirados e postos para descongelar, sob temperatura
ambiente (25+2°C), durante 60 minutos; posteriormente, eixos embrionarios foram
cultivados em tubos de ensaio de 25 x 150 mm, contendo 10 mL de meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), devidamente vedados e mantidos em camara de
crescimento regulada a temperatura de 25°C, fotoperiodo de 16/8 horas
(claro/escuro) e intensidade luminosa em torno 30 pmol.m?.s™* proporcionada por
lampadas fluorescentes brancas frias. As avaliagdes foram realizadas no 30° dia
apos cultivo, mediante a porcentagem de regeneracdo, a mensuracdo do

comprimento de plantulas e contagem do nimero de raizes emitidas.
4.4 Procedimento estatistico

Os dados foram analisados de acordo com o delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2 x 4 x 4, sendo duas cultivares (BRS 200 e
BRS 201), quatro tempos de dessecacao (0, 30, 60 e 90 minutos) e quatro
periodos de armazenamento dos eixos embrionarios (0, 5, 30 e 60 dias),
procedendo-se a analise de variancia e regressao polinomial, para cada cultivar,
em funcéo do tempo de dessecacdo e do periodo de armazenamento, utilizando-
se dos modelos de superficie de resposta, selecionou-se aquele em que todas as

variaveis do modelo apresentaram contribuicdo significativa. Antes da andlise, 0s

dados referentes ao comprimento de plantulas foram transformados para + X +1.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sementes de algodoeiro das cultivares BRS 200 e BRS 201 com umidade
entre 6 e 8%, foram submetidas a embebicédo, por 24 horas, e apresentaram eixos
embrionérios com teor de agua médio de 53%, apos excisdo (Figura 1). Quando
0s eixos embrionarios foram submetidos a dessecacdo em camara de fluxo
laminar, ocorreu reducdo do teor de agua em valores médios, para ambas as
cultivares, na ordem de 24, 16 e 9,7%, apds 30, 60 e 90 minutos de dessecacao,

respectivamente. A reducdo de agua dos eixos embrionarios a um nivel possivel



submeté-lo a temperatura do nitrogénio liquido e/ou evitar a formacao de cristais
de gelo € o passo mais critico na obtencdo de um protocolo viavel de
criopreservacgédo. Isto é confirmado por Toribio e Celestino (2000), esclarecendo
ainda que, em geral, as sementes, os embrides e 0s eixos embrionarios se

crioconservam prévio a desidratacao por ar.
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Figura 1. Teor de agua, em porcentagem, de eixos embrionarios oriundos de
sementes de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) cultivares BRS 200 e BRS 201,
submetidas a dessecacdo em camara de fluxo laminar. Barras representam a
média de trés réplicas em cada tratamento.

Encontra-se, no Apéndice 1C, o resumo da analise de variancia, que
detectou efeitos significativos para a maioria das variaveis estudadas, excetuando
a interacdo dupla entre cultivar x armazenamento, na porcentagem de
regeneracao; a interacdo dupla entre cultivar x dessecacdo, assim como a
interacdo entre todas as variaveis (cultivar x dessecacdo x armazenamento) no
comprimento de plantulas originadas dos eixos embrionarios de algodoeiro.

Eixos embrionarios de algodoeiro da cultivar BRS 201, submetidos a
criopreservacdo, apresentaram maior regeneragdo quando comparados com 0s
da cultivar BRS 200, apesar desta superar aquela, no comprimento de plantula e
no numero de raizes emitidas por seus eixos embrionarios (Tabela 1). Estes

resultados indicam que as diferengcas apresentadas entre cultivares e/ou



variedades de uma mesma espécie, quando submetidas a criopreservacao, se
devem, provavelmente, ao patrimbnio genético de cada variante, ndo havendo
efeitos da criopreservacao sobre a viabilidade e/ou vigor das cultivares estudadas,
estando esta afirmacdo de acordo com Batista (2000); Almeida et al., (2002) e
Cavalcanti Mata et al. (2002).

Tabela 1. Valores médios de regeneragdo, comprimento de plantula e nimero de
raizes emitidas por eixos embrionarios de duas cultivares de algodoeiro
(Gossypium hirsutum L.), submetidos ao armazenamento em nitrogénio liquido (-
196°C).

Comprimento de NUumero de Raizes

Cultivares
BRS 200 65,16 b 2,83 a 26,64 a
BRS 201 71,88 a 2,28b 1563 b
DMS 3,05 0,22 0,95

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
! Dados transformados em /X +1

Quanto a porcentagem de regeneracdo de eixos embrionarios de
algodoeiro das cultivares BRS 200 e BRS 201, submetidos a criopreservacao
(Figura 2), houve variacdo em funcdo da sua permanéncia sob dessecacdo em
camara de fluxo laminar e do teor de agua, que apresentavam, no momento da
criopreservacao (Figura 1), de modo que, quanto mais tempo 0s eixos
embrionarios permaneceram dessecando, menor foi 0 seu teor de agua e maior
sua capacidade de resistir as condicbes do nitrogénio liquido e regenerar uma
plantula normal. Eixos embrionarios de algodoeiro com teor de agua inferior a
16% (b.u.), valor este atingido apds 60 minutos de dessecacdo, garantiram, em
média, regeneracao de 85% e 98%, para as cultivares BRS 200 e BRS 201, apés
criopreservacdo. Conforme se observa, eixos embrionarios de algodoeiro
dessecados em camara de fluxo laminar até teor de agua inferior a 16% (b.u.)
com boa qualidade fisiol6gica podem ser criopreservados com seguranc¢a, nao
apresentando problemas no que diz respeito a velocidade de congelamento e
descongelamento que venham a prejudicar a sua capacidade de regeneracdo. A
regeneracao obtida na ordem de 85 e 98% para as cultivares BRS 200 e BRS
201, respectivamente, dos eixos embrionarios com 16% (b.u.) do teor de agua
apo6s imersédo direta no nitrogénio liquido, indicam que a criopreservacao pode ser

facilmente realizada, mantendo-se a ressalva de que o material criopreservado



pode apresentar diferencas no posterior desenvolvimento das plantas. Ante o
abordado Roberts (1973), afirma que baixos conteddos de umidade reduzem a
formacdo de gelo nas estruturas intracelulares da semente, quando expostas as
temperaturas subzero, atenuando assim, possiveis danos decorrentes do
congelamento. Santos et al. (2002), obtiveram total regeneragdo (100%) in vitro
de eixos embrionarios de sementes de café com 12,6% de umidade, apos

congelamento em nitrogénio liquido.
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Figura 2. Porcentagem de regeneracdo de eixos embrionarios de algodoeiro
(Gossypium hirsutum L.) cultivares BRS 200 e BRS 201, em funcéo do tempo de
dessecacdo em camara de fluxo laminar e do teor de agua, sob o armazenamento
em nitrogénio liquido (-196°C).

O numero de raizes emitidas por eixos embrionarios também sofreu
alteracdo apos criopreservacdo, em funcdo do teor de agua que 0S mesmos
continham apds cada tempo de dessecacdo (Figura 3). Um numero maior de
raizes (37 raizes/plantula) foi obtido para eixos embrionarios criopreservados da
cultivar BRS 200, aos 76 minutos de dessecacao; jA o numero de raizes emitidas
de eixos embrionarios da cultivar BRS 201, apds criopreservacao, apresentou
tendéncia linear crescente, a medida em que houve reducdo no teor de agua, na
dessecacdo. Diante do observado, a dessecacdo contribui na capacidade
regenerativa dos eixos embrionarios de sementes do algodoeiro criopreservados,

garantindo a regeneracédo de plantulas com um maior numero de raizes (Figura 3)



e consequentemente mais vigorosas (Figura 2). Portando, a maior emissao de
radicula indica que os eixos embrionarios foram dessecados a um nivel do teor de
agua que nao causou danos as suas células ap0s criopreservacao. Este fato € de
extrema importancia e encontram apdéio nos relatos de Mumford e Grout (1979),
gue observaram uma maior emissdo de radiculas em embrides dessecados de

Citrus limon L..
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Figura 3. Numero de raizes emitidas por eixos embrionarios de algodoeiro
(Gossypium hirsutum L.) cultivares BRS 200 e BRS 201, em funcdo do tempo de
dessecacdo em camara de fluxo laminar e do teor de agua, sob o armazenamento
em nitrogénio liquido (-196°C).

O estudo conjunto dos efeitos do tempo de dessecacdo e do periodo de
armazenamento dos eixos embrionarios de algodoeiro das cultivares BRS 200 e
BRS 201, sobre sua regeneracdo, comprimento de plantulas e nimero de raizes
emitidas, encontra-se na Tabela 2 e nas Figuras 4, 5 e 6. Eixos embrionarios, de
ambas as cultivares, quando ndo submetidos a dessecacdo nao resistiram ao
armazenamento criogénico e, nestas condicfes, ndo apresentaram qualquer
manifestacdo de atividade metabdlica (Tabela 2 e Figuras 4, 5 e 6). O teor de
agua dos eixos embrionarios de ambas cultivares, que se encontrava em torno de
53%, foi o fator limitante para tal comportamento (Figura 1), evidenciando a

necessidade da realizagdo da dessecagdo dos eixos embrionario para teores de



umidade que permitam a sua criopreservacdo. Os dados apresentados vao de
encontro aquele obtidos por Almeida et al. (2000), onde criopreservaram, com
sucesso, sementes de diversas leguminosas que continham em média o teor de

agua entre 6-7%.

Tabela 2. Valores médios de regeneracdo, comprimento de plantulas e niumero
de raizes emitidas de eixos embrionarios de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.)
submetidos a dessecacao e ao armazenamento em nitrogénio liquido (-196°C).

Tempo de Dessecacédo (minutos)

Regeneracao (%)

0 30 60 90
BRS 200 BRS 201 BRS 200 BRS 201 BRS 200 BRS 201 BRS200 BRS 201
0 92,5 95 85 100 90 100 90 97,5
5 0 0 55 75 85 90 85 95
30 0 0 75 75 80 100 80 72,5
60 0 0 45 70 80 87,5 80 92,5

Comprimento de plantulas (cm)*

0 30 60 90
BRS200 BRS201 BRS200 BRS201 BRS200 BRS201 BRS200 BRS 201
0 3,39 2,75 3,37 2,73 3,52 2,53 3,32 2,47
1 1 1,96 2,32 3,33 2,46 3,32 2,85
30 1 1 2,08 2,10 3,87 2,76 3,45 2,80
60 1 1 2,32 2,08 3,60 2,85 3,30 2,85

Namero de raizes

0 30 60 90
BRS 200 BRS 201 BRS 200 BRS201 BRS200 BRS201 BRS 200 BRS 201

Periodo de Armazenamento (dias)

0 36,66 25,05 44,07 27,23 49,03 25,65 37,00 20,58

5 0 0 6,20 8,17 36,97 20,19 37,74 28,53
30 0 0 18,34 8,03 37,04 16,55 31,82 21,96
60 0 0 21,52 7,29 35,63 19,15 34,15 21,72

! valores transformados em /X +1

A dessecacdo dos eixos embrionarios por pelo menos 30 minutos em
camara de fluxo laminar, garante regeneracdo na ordem de 45 e 70%, para as
cultivares BRS 200 e BRS 201, respectivamente, apds permanéncia de 60 dias
em imersao no nitrogénio liquido (Tabela 2 e Figura 4, A e B); no entanto, o 6timo

de regeneracéo so6 foi obtido quando os eixos embrionarios foram dessecados por



no minimo 60 minutos, garantindo regeneragcdo superior a 80%, para as duas
cultivares, durante todo o periodo de armazenamento (Tabela 2 e Figura 4, A e
B); nestas condic¢des, os eixos embrionarios continham teor de 4gua em torno de
16%, para essas cultivares estudadas (Figura 1). Resultados semelhantes foram
obtidos para embrides de Olea europaea (GONZALEZ-RIO et al., 1994) e
Gossypium hirsutum, cvs. CNPA 4M, CNPA5M, CNPA Precoce 1, CNPA Precoce
2 e Coker 312 (GONZALEZ-BENITO et al. 1998).

O comprimento de plantulas de algodoeiro da cultivar BRS 201,
originadas de eixos embrionarios submetidos a dessecacdo e criopreservacao,
apesar de apresentar, no geral, menores valores, quando comparado com a
cultivar BRS 200 (Tabela 1), demonstrou maior uniformidade nos seus valores, ao
longo do armazenamento, independente do tempo em que 0s eixos embrionarios
permaneceram sob dessecacédo na camara de fluxo laminar (Tabela 2 e Figura 5,
B), enquanto os eixos embrionarios da cultivar BRS 200 parecem ter sofrido mais
a influéncia do armazenamento em nitrogénio liquido, em funcdo tempo de
dessecacéo, principalmente quando dessecados por apenas 30 minutos (Tabela 2
e Figura 5, A). A perda de viabilidade durante a criopreservacao dos eixos
embrionarios pode ser causada devido a danos fisicos sofridos pelas estruturas
durante o congelamento e/ou descongelamento, sendo, portanto de grande
importancia a avaliacdo das velocidades adequada dos referidos processos, para
garantir a integridade do material quando exposto ao nitrogénio liquido. Esses
relatos encontram apéio em Almeida et al. (2000). Sob o abordado Stanwood e
Bass (1981) sugerem que o congelamento rapido tende a promover um
resfriamento mais uniforme da agua subcelular e o descongelamento lento evita
danos nos tecidos e células da semente. Em contraste, Dumet e Benson (2000)
propdem que o congelamento rapido resulta em formacdo de cristais de gelo

intracelulares, o que é letal para as células e os tecidos das sementes.
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Figura 4. Porcentagem de regeneracdo de eixos embrionarios de algodoeiro
(Gossypium hirsutum L.) em funcéo do tempo de dessecacdo em camara de fluxo
laminar e do periodo de armazenamento em nitrogénio liquido (-196°C). (A)
cultivar BRS 200 e (B) BRS 201.



Comp = 2,83793 - 0,0677577**a + 0,000594434**a2 + 0,0235787**d - 0,000191959*d2 + 0,000442299**ad
R?=0,48

3,87,

2,88

1,90

Comprimento de plantula (cm)

o
©
g

7555 )
% 3,07, """
1777 77 777
g 1,59 ””””””
§ ””W 90 &
O'ggd 30 &&0@\(\0

Figura 5. Comprimento de plantulas originadas de eixos embrionarios de
algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) em funcdo do tempo de dessecacdo em
camara de fluxo laminar e do periodo de armazenamento em nitrogénio liquido (-
196°C). (A) cultivar BRS 200 e (B) BRS 201.



Na Figura 6, o nimero de raizes emitidas por eixos embrionarios de
algodoeiro submetidos a dessecagdo e criopreservacdo, apresentou
comportamento semelhante ao verificado no comprimento de plantulas (Figura 5).
A dessecacao dos eixos embrionarios por, no minimo, 60 minutos, em camara de
fluxo laminar resultou na reducéo do seu teor de agua para algo em torno de 16%,
em ambas as cultivares (Figura 1), o que garantiu a regeneracdo de plantulas
com um numero maior de raizes, durante criopreservacao (Figura 6, A e B).

Diante dos resultados obtidos, observa-se que processo de dessecacao
dos eixos embrionarios em camara de fluxo laminar foi de primordial importancia
para a sobrevivéncia dos mesmos as condi¢des de temperatura ultra baixa, como
a ocorrida no nitrogénio liquido, coincidindo com os resultados obtidos com outros
trabalnos (GONZALEZ-RIO et al., 1994, GONZALEZ-BENITO et al. 1998;
SANTOS et al. 2002), o que indica que a criopreservacdo pode ser um método
adequado para a preservacao de eixos embrionarios da espécie. Nao obstante,
antes de generalizar sua utilizacdo, deve-se avaliar sistematicamente, nas
diferentes espécies e cultivares, o efeito exercido sobre a integridade fisica e
genética do material criopreservado e o posterior desenvolvimento da planta.

A conservacdo da biodiversidade vegetal € um objetivo essencial para
garantir a solucdo de problemas que poderdo surgir futuramente na agricultura.
Até o momento, os bancos de germoplasma sédo de essencial importancia no
alcance de tal objetivo, contudo, diante das dificuldades e problemas encontrados,
novas tecnologias devem ser avaliadas para otimizar seu funcionamento, o que
reforca o estudo da criopreservacao de espécies vegetais como forma de garantir
a preservacao de seus recursos genéticos. O tema abordado encontra apoio nos
relatos de Bonner (1990) e Almeida (2000).
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Figura 6. Numero de raizes emitidas de eixos embrionarios de algodoeiro
(Gossypium hirsutum L.) em funcéo do tempo de dessecacdo em camara de fluxo
laminar e do periodo de armazenamento em nitrogénio liquido (-196°C). (A)
cultivar BRS 200 e (B) BRS 201.



6 CONCLUSOES

O teor de &gua limite recomendado para criopreservacdo de eixos
embrionérios de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) esta entre 9 e 16%;

Eixos embrionarios criopreservados com 16% (b.u.) do teor de agua,
apresentam regeneracao de plantula in vitro de 80% (BSR 200) e 98% (BRS 201);

Eixos embrionarios de algodoeiro com umidade em torno de 9,7%, podem
regenerar mais de 80% de plantulas in vitro, apos 60 dias de armazenamento em
nitrogénio liquido (-196°C).
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CAPITULO 4

Criopreservacao de Eixos Embrionérios Zigéticos de Mamoneira (Ricinus
Communis L.)

1 RESUMO

LOPES, Kilson Pinheiro. Criopreservacdo de eixos embrionérios zigoticos de
mamoneira (Ricinus communis L.). Areia: UFPB/CCA, 2005. p.110-137 (Tese -
Doutorado em Agronomia)®

A mamona (Ricinus communis L.) € uma oleaginosa de grande significancia
socioeconbmica para o Brasil, em especial para a regido Nordeste, por sua
capacidade de resistir a seca e produzir com rentabilidade. A conservacgéo, a
longo prazo, do germoplasma desta espécie, € de fundamental importancia e a
criopreservacdo apresenta-se como técnica promissora. A presente pesquisa foi
desenvolvida com o objetivo de se definir um protocolo de extracdo e dessecacao
de eixos embrionarios de sementes de mamoneira, seu efeito imediato e ao longo
do armazenamento criogénico, sobre sua capacidade de regeneragao in vitro.
Utilizaram-se sementes de mamoneira das cultivares BRS 149 - Nordestina e
BRS 188 — Paraguacu, com germinacdo em torno de 90%, e teores de agua
ajustados para 4 a 10% e procedido sua esterilizacdo. Uma parte das sementes
foi submetida a embebicdo em agua por 24 horas, para posterior extracao e outra
parte foi levada para extracdo imediata de seus eixos em camara de fluxo laminar,
onde permaneceram em dessecacao por 0, 30, 60 e 90 minutos e submetidos a
criopreservacao, por meio da imersdo direta em nitrogénio liquido (-196°C),
durante 0, 5, 30 e 60 dias. A reativacdo dos eixos embrionarios foi realizada a
cada periodo de armazenamento, ap0s sua retirada e descongelamento sob
condicdes de ambiente, durante 60 minutos, e cultivo em meio MS sob condi¢cbes
de camara regulada a temperatura de 25°C, fotoperiodo de 16/8 horas
(claro/escuro) e intensidade luminosa de 30 umol.m?.s™. Aos 30 dias de cultivo,
foram realizadas avaliacdes de regeneracdo, comprimento de plantulas e nimero
de raizes emitidas. Procedeu-se a analise de variancia e regresséao polinomial dos
dados obtidos para cada cultivar, em funcdo do periodo de dessecacdo e
armazenamento. O teor de agua limite recomendado para a criopreservacao de
eixos embrionarios de mamona, esta entre 4 a 7% (b.u.); eixos embrionérios
obtidos de sementes embebidas em agua por 24 horas, devem ser dessecados
durante 90 minutos em camara de fluxo laminar, antes da criopreservacao; eixos
embriondrios de mamoneira, contendo 5,1% do teor de &agua, sobrevivem ao
congelamento em nitrogénio liquido e regeneram mais de 80% de plantulas in
vitro, apos 60 dias de armazenamento.

1 Comité Orientador: Prof. Dr. Francisco de Assis Cardoso Almeida — UFCG/CCT
(Orientador), Dra. Julita Maria Frota Chagas Carvalho — EMBRAPA/CNPA, Prof2. Dra.
Riselane de Lucena Alcantara Bruno — UFPB/CCA.



2 ABSTRACT

LOPES, Kilson Pinheiro. Cryopreservation of embryonic axes zygotics of
castor bean (Ricinus communis L.). Areia: UFPB/CCA, 2005. p.109-136 (Thesis -
Doctorate in Agronomy)*

The castor bean (Ricinus communis L.) it is an oleaginous of great importance
socioeconomic to Brazil and, especially, for the northeast area, for your capacity to
resist the drought and to produce with profitability. The conservation long term of
the germoplasma of this species is of fundamental importance and the
cryopreservation he comes as a promising technique. To present research it was
developed with the aims of defining an extraction protocol and desiccation of
embryonic axes of castor bean seeds, your immediate effect and along the
cryogenic storage, about your capacity of regeneration in vitro. The castor bean
seeds were used of the you cultivars BRS 149 - Nordestina and BRS 188 -
Paraguacu, with germination around 90%, and content moisture adjusted for 4 to
10% and proceeded your sterilization. A part of the seeds was submitted the
imbibition in water for 24 hours for subsequent extraction and other part for
immediate extraction of your axes in flow camera to laminate, where they stayed in
desiccation for 0, 30, 60 and 90 minutes and submitted the cryopreservation,
through the directly plunged into liquid nitrogen (-196°C), during 0, 5, 30 and 60
days. The regrowth of the embryonic axes was accomplished to each storage
period, after your retreat and thawing under room temperature conditions, for 60
minutes, and cultured in MS medium at temperature of 25°C, photoperiod of 16/8
hours (light/dark) and intensity light of 50 mol.m?.s*. To the 30 days of cultivation,
regeneration evaluations, plantlets length and numbers of emitted roots were
accomplished. It was proceeded variance analysis and regression polinomial of
the obtained data, for each to cultivar, in function of the desiccation period and
storage. The content moisture limits recommended for the cryopreservation of
embryonic axes of castor bean it is among 4 to 7% (b.u.); embryonic axes,
obtained of seeds imbibed in water by 24 hours, they should be desiccated for 90
minutes in flow camera to laminate before the cryopreservation; embryonic axes of
castor bean, containing 5,1% of the moisture content, they survive the freezing in
nitrogen liquidate and they regenerate more than 80% of plantlets in vitro after 60
days of storage.

*Guidance Committee: Prof. Dr. Francisco de Assis Cardoso Almeida — UFCG/CCT
(Orientador), Dra. Julita Maria Frota Chagas Carvalho — EMBRAPA/CNPA, Prof?. Dra.
Riselane de Lucena Alcantara Bruno — UFPB/CCA.



3 INTRODUCAO

A mamoneira € uma planta euforbiacea, com ampla distribuicdo no Pais,
ocorrendo em todas as regides e se vem destacando como 6tima alternativa de
exploracdo para o semi-arido brasileiro, em funcdo da capacidade de resistir a
seca e produzir com rentabilidade, segundo Beltréo et al. (2003); as perspectivas
aumentam com a possibilidade do 6leo da mamona ser matéria prima para a
producéo de biodisel, garantindo a geracdo de emprego e renda para a regiao,
porém incentivos por parte do governo e disponibilidade de cultivares com
caracteristicas adequadas séo ainda necessarios.

Com a pesquisa, busca-se obter cultivares cada vez mais adaptadas as
condicOes existentes, apresentando porte adequado, alta produtividade, frutos
semi-indescentes e sementes grandes, com elevado teor de Oleo. Para isto,
consideravel diversidade de genes € conveniente nos programas de
melhoramento vegetal, a qual pode ser obtida nos bancos de germoplasma da
espécie (VIEIRA, 2000).

A metodologia convencional de conservacdo dos recursos genéticos inclui
a colecdo de germoplasma sementes (4 a 7% teor de agua a -20°C), exigindo
espaco apropriado e avaliagbes periddicas da sua viabilidade ou, ainda,
conservacao em condi¢cdes de campo, o qual se apresenta muito laborioso e
constantemente exposto a desastres climaticos e bioldgicos, podendo levar a
perda total da colecéo de germoplasma (NOBREGA et al., 2001 e SANTOS et al.,
2002).

Segundo Leite (2004), a partir de 1999 se desenvolveu grande esforco para
enriquecer a variabilidade do banco de germoplasma de oleaginosas, em geral, e
de mamona, em particular, conservadas no Pais. O armazenamento a longo
prazo de sementes de oleaginosas € dificultado em funcdo de inameros
mecanismos importantes estarem associados ao processo de deterioracdo, como
peroxidacdo de lipidios, acumulo de substancias, reducdo na atividade
enzimatica, na sintese protéica e na atividade respiratoria (BRACCINI et al.,
2001).

Para superar as dificuldades na conservacdo dos recursos genéticos
vegetais, estudos na area biotecnolégica tém sido intensificados. Dentre as

muitas técnicas, destaca-se a criopreservacdo, que envolve a manutencdo de



material bioldégico sob temperaturas ultra-reduzidas, geralmente em nitrogénio
liquido (-196°C), com potencial para garantir a conservacao a longo prazo do
germoplasma de espécies problematicas, sanar a desvantagem econ6mica dos
bancos de germoplasma convencionais e evitar a erosdo genética das espécies
vegetais (KARTHA, 1985). A estas temperaturas, reacdes metabdlicas e
deterioracdo biolégica ocorrem muito lentamente ou sdo completamente
suspensas, com 0 que se assegura, em teoria, sua conservacao indefinidamente
(STANWOOD, 1984 e STANWOOD, 1985).

Segundo Stanwood e Bass (1981) e Vertucci (1989), inumeros fatores
exercem influéncia na criopreservacdo e devem ser levados em consideracao,
como: teor de agua, tamanho e anatomia da estrutura a ser conservada e as
velocidades de resfriamento ou congelamento e reaquecimento ou
descongelamento. Dentre os muitos fatores que exercem influéncia na
criopreservacao, o teor de agua da estrutura a ser conservada €, provavelmente,
0 mais critico fator para o sucesso da técnica, sendo assim, se a umidade é
elevada, observar-se-a morte instantdnea das células durante o processo de
congelamento e/ou descongelamento (Cunha,1996).

Diversas estruturas podem ser criopreservados (sementes, apices e
gemas, embrides somaticos e zigoticos, ceélulas, protoplastos, etc.) contudo, &
preciso otimizar protocolos visando garantir a regeneracdo de plantas inteiras, a
partir das estruturas criopreservadas (SAKAI, 1995; STUSHNOFF e
SEUFFERHELD, 1995; YONGIJIE et al., 1997). Henshaw et al. (1980) informam
gue, embora seja possivel criopreservar varias partes da planta, os sistemas
organizados, como sementes e embrides, sdo 0s mais adequados para a
conservacao de recursos geneéticos.

Almeida et al. (2002) estudaram um protocolo de crioconservacdo de
sementes de mamona (Ricinus communis L.) das variedades Nordestina e
Pernambucana, a fim de garantir a conservacao dos recursos genéticos desta
espécie, a partir do qual, constataram que o nivel maximo de umidade para
criopreservacdo dessas sementes se encontra entre 4 a 10% (b.u.), podendo,
entdo, serem criopreservadas, tanto no vapor (-176°C) como na imerséo (-196°C)
em nitrogénio liquido, utilizando-se canister de aluminio. Os autores destacaram,
ainda, diferencas na qualidade fisiologica entre as sementes das variedades

b

estudadas atribuindo-as, possivelmente, a sua composicdo quimica e/ou



sensibilidade a danos fisicos. Iriondo et al. (1992) afirmam que nado esta claro a
existéncia de uma correlacdo entre a sensibilidade das sementes com a
criopreservagcdo e seu conteudo de 6leo; no entanto Almeida et al. (2000)
esclarecem que sementes com maior conteddo de Oleo parecem ser mais
susceptiveis a criopreservacao. Levando-se em consideracao que o endosperma
da semente de mamona, segundo Street e Opik (1974), contém cerca de 64% de
0leo, a possibilidade de preservar seu embrido ou eixo embriondrio, poderia
superar as dificuldades na criopreservacéo desta espécie.

Na atualidade, a criopreservacdo de eixos embrionarios pode ser a
metodologia mais apropriada para a conservagao a longo prazo, da diversidade
genética de varias espécies probleméticas ou de dificil conservacao, por se tratar
de uma estrutura de tamanho reduzido, ocupando 0 minimo espago possivel no
armazenamento e por tolerar condigcdes que seriam letais para a semente inteira
(STUSHNOFF e SEUFFERHELD, 1995; YONGJIE et al., 1997; BERJAK et al.
2000), além de eliminar a possivel presenca de microrganismos no
armazenamento, 0s quais reduzem consideravelmente a germinacdo das
sementes (MOSHKIN, 1986).

Santos et al. (2002) avaliaram a criopreservacao de eixos embrionarios
zigoticos de café (Coffea arabica L.) constatando que eixos que apresentaram
12,6% de umidade, permaneceram viaveis ap0s criopreservacdo. Faiad et al.
(2004) informam que eixos embrionarios podem tolerar teores de umidade por
volta de 12% e subsequente congelamento em nitrogénio liquido e resgatados,
apos criopreservacédo, usando a cultura de tecidos, sendo que deles se originam
plantas inteiras.

Avaliando a regeneracao in vitro da mamoneira a partir de diferentes tipos
de explante, Rocha et al. (2003) afirmaram ser o eixo embrionario o melhor
explante para tal processo, por apresentar menor contaminagéo por fungos, em
detrimento do emprego da semente inteira ou quebrada. Ribeiro et al. (2004)
afirmaram ser possivel regenerar acessos do banco ativo de germoplasma de
mamona através do eixo embriondrio, usando-se a técnica de cultura de tecidos in
vitro.

Ante o abordado, o presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de
definir um protocolo de extracdo e dessecacdo de eixos embrionarios de

sementes de mamoneira, seu efeito imediato e ao longo do armazenamento



criogénico, sobre sua capacidade de regeneracgao in vitro, a fim de assegurar a

conservacao ex situ, para usos futuros.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal e procedimentos iniciais

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Biotecnologia do Centro
Nacional de Pesquisa do Algoddo (Embrapa-Algodao), em Campina Grande, PB.
Utilizaram-se sementes de mamoneira (Ricinus communis L.), cultivares BRS 149
- Nordestina e BRS 188 - Paraguacgu, colhidas em campos de producdo da
Embrapa-Algodéo, no municipio de Barbalha, CE, no ano agricola de 2002/2003.

Antes do procedimento que se segue, as sementes com germinacao inicial,
em torno de 90%, para ambas as cultivares, foram padronizadas quanto ao seu
teor de umidade empregando-se a formula proposta por Almeida et al. (1997)
para promover a perda ou o ganho de agua pelas sementes, até o teor permitido
para a crioconservacao, que € de 4 a 10%, de acordo com Almeida et al. (2002).
Procedeu-se a esterilizacdo das sementes em solucdo de hipoclorito de sodio
comercial (Brliux) a 100% (v/v), com 2,5% de cloro ativo, acrescida com 1-2 gotas
de polyoxyethylene sorbitan monolaurate (Tween-20®), sob agitacdo por 20
minutos, seguida de triplice lavagem em agua bidestilada esterilizada.

Na obtencédo dos eixos embrionarios, sentiu-se a necessidade de avaliar o
procedimento prévio de embebicdo das sementes, uma vez que, segundo
Mazzani (1983), ha variacdo quanto a proporcao do tegumento e sua aderéncia
ao endosperma, dependendo da variedade, o que podera dificultar o
procedimento de extracdo dos eixos embrionarios das sementes desta espécie;
por outro lado, a permanéncia das sementes por determinado periodo em
embebicdo, podera promover maior conteddo de umidade nas mesmas e,
consequentemente, em suas estruturas, o que podera refletir na sua
crionconservacgao.

Sendo assim, o presente trabalho foi realizado em duas etapas distintas
nas quais se determinou, de inicio, a melhor forma de obtencdo dos eixos
embrionarios e, numa segunda, seu comportamento no armazenamento, em

nitrogénio liquido.



4.2 Obtencao dos eixos embrionarios

ApoOs esterilizagdo, uma parte das sementes foi mantida em &gua
bidestilada esterilizada (embebi¢cédo), durante 24 horas, para posterior extragao
dos eixos embrionarios e outra parte foi submetida imediatamente a extracdo, em
camara de fluxo laminar.

Os eixos embrionarios de sementes embebidas e ndo embebidas foram
submetidos a dessecacdo em ar estéril, por 0, 30, 60 e 90 minutos, na camara de
fluxo laminar, sob temperatura ambiente de 25+2°C sendo, em seguida,
colocados em recipientes estéreis de polipropileno de 4,5 mL (quatro réplicas de
10 eixos embrionérios por frasco) e imersos diretamente no nitrogénio liquido a -
196°C, permanecendo cinco dias.

O teor de agua dos eixos embrionarios submetidos aos diferentes periodos
de dessecacéo, foi determinado através da pesagem do tecido e secagem em
estufa regulada a 103+2°C, durante 17 horas, conforme recomendado pela
International Seed Testing Association — ISTA (1985), empregando-se trés
repeticbes de 30 eixos. O teor de agua foi expresso em porcentagem, com base
no peso fresco.

Apés o periodo de criopreservacao, foram retirados e postos para
descongelar sob temperatura ambiente, por 60 minutos; posteriormente, foram
cultivados em tubos de ensaio de 25 x 150 mm, contendo meio MS (MURASHIGE
e SKOOG, 1962), devidamente vedados e mantidos em camara de crescimento,
regulada a temperatura de 25°C, fotoperiodo de 16/8 horas (claro/escuro) e
intensidade luminosa em torno de 30 pmol.m?.s™* proporcionada por lampadas
fluorescentes brancas frias. As avaliagfes foram realizadas semanalmente, até o
30° dia ap6s cultivo, mediante a porcentagem de regeneragdo, a mensuracao do

comprimento de plantulas e contagem do nimero de raizes emitidas.

4.2.1 Procedimento estatistico

Os dados foram analisados segundo o delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2 x 2 x 4 x 2, sendo duas cultivares (Nordestina
e Paraguacu), duas formas de obtencdo dos eixos embrionarios (sementes
embebidas e ndo embebidas), quatro tempos de dessecacdo (0, 30, 60 e 90

minutos) e duas condicdes de avaliacdo (eixos crioconservados e  nao
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crioconservados). Procedeu-se a andlise de variancia dos dados obtidos, com
comparacdes de médias das cultivares estudadas, realizada pelo teste de Tukey
a 5% e desdobramento da variavel quantitativa em parametros de regressao
polinomial. Antes da andlise, os dados referentes ao comprimento de plantulas

foram transformados para + X +1.

4.3 Criopreservagéo

Na avaliacdo da criopreservagcdo, sementes de mamoneira devidamente
esterilizadas e embebidas 24 horas em agua bidestilada e esterilizada, foram
submetidas a extracao de seus eixos embrionarios, em camara de fluxo laminar.

Os eixos embrionérios obtidos foram submetidos a dessecacdo em ar
estéril, pelo tempo de 0, 30, 60 e 90 minutos e, em seguida, colocados em
recipientes estéreis de polipropileno de 4,5 mL (quatro réplicas de 10 eixos por
frasco) e imersos diretamente no nitrogénio liquido, a -196°C, ai permanecendo 0,
5, 30 e 60 dias.

Separaram-se trés repeticoes de 30 eixos embrionarios, apos cada
periodo de dessecacdo, para a determinacdo do teor de agua, no momento de
sua criopreservacao, seguindo-se recomendacfes da ISTA (1985). O teor de
agua foi expresso em porcentagem, com base no peso fresco.

Apés cada periodo de criopreservacao, os recipientes contendo 0s eixos
embrionarios foram retirados do nitrogénio liquido e postos para descongelar sob
temperatura ambiente por 60 minutos e, posteriormente, cultivados em tubos de
ensaio de 25 x 150 mm, contendo meio MS e mantidos em camara de
crescimento em condi¢cdes semelhantes ao citado anteriormente. Realizaram-se
avaliagcbes no 30° dia apds cultivo, com base na porcentagem de regeneracéo,
mensuracdo do comprimento de plantulas e contagem do numero de raizes

emitidas.

4.3.1 Procedimento estatistico
Os dados foram analisados segundo o delineamento inteiramente

casualizado em esquema fatorial 2 x 4 x 4, sendo duas cultivares (Nordestina e
Paraguacu), quatro tempos de dessecacao (0, 30, 60 e 90 minutos) e quatro
periodos de armazenamento dos eixos embrionarios (0, 5, 30 e 60 dias),

procedendo-se a analise de variancia e regressao polinomial, para cada cultivar,



em funcéo do tempo de dessecacdo e do periodo de armazenamento, utilizando-
se dos modelos de superficies de resposta, selecionando aquele em que todas as

variaveis do modelo apresentaram contribui¢é@o significativa.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de &gua dos eixos embrionarios de sementes da mamoneira,
empregados no presente estudo encontra-se na Figura 1 na qual se Observa que
eixos embrionarios apresentaram teor de agua inicial, em média de 17% e 6,5%,
guando extraidos de sementes com e sem embebicdo, respectivamente, em
ambas as cultivares estudadas; quando submetidos a dessecacgdo, ocorreu
reducdo no teor de agua dos eixos embrionarios em decorréncia do seu tempo de
exposi¢do ao fluxo laminar continuo de ar, atingindo cerca de 5% ap0os 90 minutos
de dessecacdo porém, para os eixos extraidos de sementes ndo embebidas, de
ambas as cultivares, o teor de agua dos mesmos foi inferior a 6%, atingindo, aos
30 minutos de dessecacao, 4,5% apoOs dessecacédo pelo tempo de 90 minutos
(Figura 1). O menor teor de agua nos eixos obtidos de sementes sem embebicéo,
de imediato, os torna os ideais para se proceder a criopreservacao, uma vez que,
a agua é fator limitante em tal pratica, contudo, a extracdo de eixos embrionarios
em sementes de mamona nao embebidas é dificultada em funcédo de seus tecidos
encontrarem-se muito secos e quebradicos, demandando maior tempo e
guantidade de material para extracdo. Em contraste aos resultados obtidos,
Santos et al. (2002) estudando a criopreservacao de eixos embrionarios de café
(Coffea arabica L.) determinaram a umidade das sementes, alegando néo ser
possivel determinar a umidade dos eixos embrionarios pelo fato, dos mesmos,
serem removidos das sementes apds estas terem permanecido por um periodo
minimo de 48 horas em embebicdo para amolecimento do endosperma, contudo,

enfatizam a importancia em se determinar o teor de 4gua dos eixos embrionarios.
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Figura 1. Teor de agua, em porcentagem, de eixos embrionarios oriundos de
sementes de mamoneira (Ricinus communis L.) cultivares BRS 149 - Nordestina e
BRS 188 - Paraguacu, com e sem embebicdo em agua por 24 horas e
dessecadas em camara de fluxo laminar. Barras representam a média de trés
réplicas em cada tratamento.

5.1 Obtencao dos eixos embrionarios

A analise de variancia (Apéndice 1D) evidenciou valores significativos de
regeneracao e numero de raizes emitidas de eixos embrionarios, na maioria das
variaveis estudadas, excetuando a interacdo dupla entre cultivar x embebi¢cdo. No
gue se refere ao comprimento de plantulas, s6 houve efeitos significativos para as
variaveis isoladas, cultivar e dessecacédo, para as interacdes duplas em que a
embebicdo esteve presente, assim como para dessecacdo x armazenamento e
para interacao tripla entre embebicdo x dessecacdo x armazenamento.

Eixos embrionarios de mamona apresentaram valores de regeneracao in
vitro, apds crioconservacao por cinco dias, na ordem de 89,22 e 87,03%, para as
cultivares Nordestina e Paraguacu, respectivamente, com diferencas significativas
entre elas (Tabela 1). Comportamento semelhante foi verificado para o
comprimento de plantulas e o numero de raizes emitidas por eixos embrionarios,
com destaque para a cultivar BRS 149 - Nordestina; no entanto, quando se
compara o valor absoluto individual dessas médias, constata-se que ndo ha
diferenca marcante entre elas, levando-se a crer, que a diferenca se deve,
provavelmente, ao patriménio genético de cada cultivar, ndo havendo em, valores

absolutos, efeito da criopreservacdo sobre a viabilidade dos eixos embrionarios



das cultivares estudadas. Este comportamento foi observado por Almeida et al.
(2002) depois de submeterem sementes de mamoneira (Ricinus communis L.),
das variedades Nordestina e Pernambucana, a criopreservacao, por trés dias; do
mesmo modo que Batista (2000) observou em gergelim (Sesamum indicum L.),

depois de criopreservar suas sementes por cinco dias.

Tabela 1. Valores médios de regeneracdo, comprimento de plantula e nimero de
raizes emitidas por eixos embrionarios de duas cultivares de mamoneira (Ricinus
communis L.), apGs criopreservacdo em nitrogénio liquido a (-196°C), durante
cinco dias.

Fator Regeneracdo (%) Comprimento de Numero de Raizes
Plantula® (cm) Emitidas
Cultivares
Nordestina 89,22 a 517 a 7,67 a
Paraguacu 87,03 b 3,92 b 7,26 b
DMS 1,65 0,17 0,30

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A regeneracdo de eixos embrionarios nao apresentou diferencas
significativas quando extraidos de sementes de mamoneira das cvs. BRS 188 -
Paraguacu e BRS 149 — Nordestina, com e sem embebicdo em agua bidestilada e
ndo submetidas a criopreservagdo, mantendo a viabilidade em torno dos 100%,
independente do tempo em que permaneceram na camara de fluxo laminar para
secagem (Tabela 2 e 3 e Figura 2); ja a regeneracdo dos eixos embrionarios
criopreservados, extraidos de sementes previamente embebidas em agua, foi
inferior quando comparada as dos eixos extraidos de sementes que nao foram
embebidas (Tabela 2 e 3). A dessecacédo por periodo superior a 60 minutos, dos
eixos embrionarios de sementes embebidas, foi a que melhor favoreceu a
regeneracao (Figura 2), momento em que se observou teor de agua, dos
mesmos, em torno de 6% (Figura 1). Os menores valores de regeneracdo dose
eixos embrionarios de mamona, coincidem com o maior teor de agua em suas
células, indicando que possivelmente ocorreram danos nas células devido ao
congelamento da agua livre contida na solucdo intracelular das membranas.
Sobre o tema, Santos (200) afirma que para evitar tais danos se faz necessario
reduzir o teor de agua livre nas células para garantir sucesso na criopreservacao;

contudo, Leonhardt et al. (1984), enfatizam que o processo de dessecagao uma



vez que a desidratacdo intensa remove agua de ligacdo ou sub-celular, alterando
sua conformagéo e configuragdo molecular, bem como provocando rupturas nas
membranas dos tonoplasto e plasmalema. Tais resultados encontram apoio no
trabalho de Santos et al. (2002) crioconservando eixos embrionarios zigoticos de
Coffea arabica L.

Tabela 2. Valores médios de regeneracdo de eixos embrionarios de mamoneira
(Ricinus communis L.) cultivar BRS 188 - Paraguacu, extraidos de sementes
embebidas (c/emb) e ndo embebidas (s/lemb) em &gua e, submetidos a
dessecacdo e imersao em nitrogénio liquido (-196°C), durante cinco dias.

Tempo de dessecacdo (minutos)
0 30 60 90

- NL + NL -NL + NL -NL + NL - NL + NL

s/lemb 100,0aA 75,0aB 975aA 97,5aA 97,5aA 975aA 950aA 100,0aA
c/emb 100,0aA 0,0bB 100,0aA 70,0bB 100,0aA 62,5bB 100,0aA 100,0aA

Em cada tempo de dessecagdo, médias seguidas pela mesma letra minUscula nas colunas e mailscula nas
linhas, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

DMS Linha e coluna = 6,64

- NL = ndo submetido a imersao em nitrogénio liquido

+ NL = submetido a imersdo em nitrogénio liquido

Tabela 3. Valores médios de regeneracao de eixos embrionarios de mamoneira
(Ricinus communis L.) cultivar BRS 149 - Nordestina, extraidos de sementes
embebidas (c/emb) e ndo embebidas (s/lemb) em &gua e, submetidos a
dessecacédo e imersao em nitrogénio liquido (-196°C), durante cinco dias.

Tempo de dessecacgdo (minutos)
0 30 60 90

- NL + NL -NL + NL -NL + NL - NL + NL

s/emb 100,0aA 72,5aB 100,0aA 95,0aA 100,0aA 100,0aA 97,5aA 100,0aA
c/emb 100,0aA 10,0bB 100,0aA 70,0bB 97,5aA 925bA 950aA 97,5aA

Em cada tempo de dessecac¢do, médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas e mailscula nas
linhas, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

DMS Linha e coluna = 6,64

- NL = ndo submetido a imerséo em nitrogénio liquido

+ NL = submetido a imersdo em nitrogénio liquido
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Figura 2. Porcentagem de regeneracdo de eixos embrionarios dessecados e
criopreservados a -196°C, por cinco dias, oriundos de sementes de mamoneira
(Ricinus communis L.) com e sem embebicéo por 24 horas.

N&o se constatou variacdo no comprimento de plantulas regeneradas in
vitro, a partir de eixos embrionarios obtidos de sementes de mamoneira
embebidas e ndo embebidas 24 horas e que nao foram submetidos ao nitrogénio
liquido (Tabela 4); observa-se, porém, em valores absolutos, a superioridade no
comprimento de plantulas originadas de eixos embrionarios de sementes
embebidas (Figura 3). Esta superioridade é, possivelmente, resultante da
retomada de crescimento do eixo embrionario, no momento em que a semente
absorve agua, como consequéncia do aumento da atividade metabdlica das
células, de acordo com Carvalho e Nakagawa (2000).

Eixos embrionarios extraidos de sementes embebidas e submetidos a
criopreservagao, apresentaram maior comprimento de plantulas sempr que se
aumentou o periodo de permanéncia dos mesmos sob dessecacao (Figura 3), em

razao de apresentarem um contetdo de 4gua menor, em suas células, menos de




6% aos 90 minutos de dessecacédo (Figura 1), periodo em que ocorreu superacao
no comprimento de plantulas originadas de eixos embrionarios de sementes
embebidas (Figura 3 e Tabela 4); por outro lado, eixos embrionarios extraidos de
sementes embebidas e ndo dessecados, ndo suportaram a criopreservagéo. Os
resultados evidenciam a importancia do teor de agua dos eixos embrionéarios e
sua tolerancia a temperatura do nitrogénio liquido (-196°C), estando de acordo
com Gonzalez-Benito et al. (1998) onde, estudando a criopreservacdo de eixos
embrionéarios de algodoeiro cvs. CNPA 4M, CNPA 5M, CNPA Precoce 1, CNPA
Precoce 2 e Coker 312, verificaram que eixos embrionarios ndo dessecados e
congelados ndo germinaram em funcdo do elevado conteddo de agua em suas

células.

Tabela 4. Valores médios de comprimento de plantulas originadas de eixos
embrionarios de mamoneira (Ricinus communis L.), extraidos de sementes
embebidas (c/emb) e ndo embebidas (s/lemb) em &agua e, submetidos a
dessecacédo e imersao em nitrogénio liquido (-196°C), durante cinco dias.

Tempo de dessecacao (minutos)
0 30 60 90

- NL + NL -NL + NL -NL + NL - NL + NL

s/emb 2,18aA 2,20aA 2,25aA 2,32aA 228aA 236aA 224aA 244DbA
c/emb 2,38aA 114bB 241aA 182bB 244aA 21l1aA 239aB 3,36aA

Em cada tempo de dessecacdo, letras mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

DMS Linha e coluna = 0,47

- NL = ndo submetido a imerséo em nitrogénio liquido

+ NL = submetido a imersdo em nitrogénio liquido
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Figura 3. Comprimento de plantulas originadas de eixos embrionarios
dessecados e criopreservados a -196°C, por cinco dias, oriundos de sementes de
mamoneira (Ricinus communis L.) com e sem embebicao por 24 horas.

De modo geral, eixos embrionarios de mamoneira, extraidos de sementes
com e sem embebicdo em agua destilada por 24 horas, quando nédo submetidos a
criopreservagao (Tabela 5), ndo diferiram quanto ao numero de raizes emitidas
por plantulas regeneradas, excetuando-se aqueles da cv. BRS 188 — Paraguacu,
guando dessecados por 90 minutos, cujos eixos embrionarios de sementes
embebidas apresentaram maior numero de raizes; enquanto eixos
criopreservados apresentaram pouca ou nenhuma raiz, principalmente para
aqueles com maior teor de agua (Figura 1), o que se deu com eixos embrionarios
obtidos de sementes embebidas, ndo dessecados, de ambas cultivares (Tabela 5
e 6 e Figura 4) ou dessecados por 30 minutos para cv. BRS 188 - Paraguacu
(Tabela 5 e Figura 4). A capacidade que os eixos embrionarios criopreservados
apresentam em emitir um maior numero de raizes indica que ndo houve danos a
nivel celular, garantindo desta forma a manutencdo do seu vigor apos
criopreservacao, fator este, diretamente dependente do teor de agua que
continham ao serem imersos no nitrogénio liquido, o que vem a concordar com
Raja et al. (2003), que ndo obtiveram sobrevivéncia, ap0s criopreservacao, em
eixos embrionarios de Areca cacetu L. dessecados por O e 1 hora, devido o

elevado teor de agua (>52%).




Tabela 5. Valores médios de nimero de raizes emitidas por eixos embrionarios
de mamoneira (Ricinus communis L.) cultivar BRS 188 - Paraguacu, extraidos de
sementes embebidas (c/emb) e ndo embebidas (s/femb) em agua e, submetidos a
dessecacdo e imersdo em nitrogénio liquido (-196°C), durante cinco dias.

Tempo de dessecacado (minutos)
0 30 60 90

- NL + NL -NL + NL -NL + NL - NL + NL

s/lemb 7,5 aA 7,8 aA 7,6 aA 8,4 aA 8,2 aA 9,1aA 6,9 bB 9,3 bA
c/emb 8,1 aA 0,0 bB 8,5aA 0,7 bB 8,9 aA 5,7 bB 8,7aB 10,6 aA

Em cada tempo de dessecacdo, médias seguidas pela mesma letra mindsculas nas colunas e mailsculas
nas linhas, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

DMS Linha e coluna = 1,21

- NL = ndo submetido a imersdo em nitrogénio liquido

+ NL = submetido a imersdo em nitrogénio liquido

Tabela 6. Valores médios de nimero de raizes emitidas por eixos embrionarios
de mamoneira (Ricinus communis L.) cultivar BRS 149 - Nordestina, extraidos de
sementes embebidas (c/emb) e ndo embebidas (s/emb) em agua e, submetidos a
dessecacédo e imersao em nitrogénio liquido (-196°C), durante cinco dias.

Tempo de dessecacdo (minutos)
0 30 60 90

- NL + NL -NL + NL -NL + NL - NL + NL

s/lemb 7,2 aA 7,2 aA 7,7 aA 8,3 aA 8,1 aB 9,6 aA 8,2 aB 9,7 aA
c/emb 7,9 aA 0,1 bB 7,4 aA 6,2 bB 8,5 aA 7,7 bA 8,7aB 10,0 aA

Em cada tempo de dessecacdo, médias seguidas pela mesma letra minlUsculas nas colunas e mailsculas
nas linhas, nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

DMS Linha e coluna = 1,21

- NL = ndo submetido a imersdo em nitrogénio liquido

+ NL = submetido a imersdo em nitrogénio liquido

Apés criopreservacdo de eixos embrionarios extraidos de sementes
embebidas em agua por 24 horas, a viabilidade se encontra em funcao do tempo
em que 0sS mesmos permanecem em dessecacao. Esta pratica, quando realizada
de forma apropriada, parece acelerar a reativacdo das atividades metabdlicas das
células durante a regeneracdo dos eixos embrionarios cultivados in vitro. Quanto
aos eixos embrionarios extraidos de sementes ndo embebidas e apesar de nao
haver dificuldades na preservacdo da viabilidade, durante crioconservacao, sua
extracdo ndo ocorre facilmente, em virtude das estruturas das sementes
(tegumento e endosperma) se encontrarem muito secas ocorrendo, em muitos
casos, danos aos eixos embrionarios durante tal procedimento, o que podera

comprometer sua CinCOﬂSGI’V&(}éO.
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Figura 4. Numero de raizes por plantulas originadas de eixos embrionarios
dessecados e criopreservados a -196°C, por cinco dias, oriundos de sementes de
mamoneira (Ricinus communis L.) com e sem embebicao por 24 horas.

5.2 Criopreservacao

Pela andlise de variancia (Apéndice 1E), observaram-se diferencas
significativas para a porcentagem de regeneracdo, comprimento de plantula e
namero de raizes emitidas pelos eixos embrionarios de mamoneira, na maioria
das variaveis estudadas, com excecdo da variavel cultivar, sobre a porcentagem
de regeneracédo e da interacdo entre todas variaveis no comprimento de plantula.

Nota-se na Tabela 7, mais uma vez, a superioridade estatistica da cv.
BRS 149 — Nordestina, sobretudo no que se refere ao comprimento de plantulas e
ao numero de raizes emitidas pelos seus eixos embrionarios, excetuando-se a
porcentagem de regeneracdo, na qual, superou apenas em valores absolutos a

cv. BRS 188 - Paraguacu. Na realidade, este fato esta mais associado ao valor




genético inicial de cada cultivar que qualquer outra influéncia de técnicas da
criopreservacgédo ou periodo de armazenagem. Sobre o tema, Almeida et al. (2000)
esclarecem que diferencas entre variedades pode ser devido, & sua composicao
guimica e/ou sensibilidade a danos fisicos.

Tabela 7. Valores médios de regeneragdo, comprimento de plantula e nimero de
raizes emitidas por eixos embrionarios de duas cultivares de mamoneira (Ricinus
communis L.), submetidos a dessecacgdo e criopreservacdo em nitrogénio liquido

(-196°C).
Fator Regeneracdo (%) Comprimento de Numero de Raizes
Plantula® (cm) Emitidas
Cultivares
Nordestina 70,31 a 3,86 a 6,16 a
Paraguacu 69,06 a 3,27b 548 Db
DMS 2,14 0,16 0,29

Médias seguidas pela mesma letra néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A regeneragdo de eixos embrionarios de mamoneira submetidos a
criopreservacao, variou em funcdo do tempo de sua dessecacdo em camara de
fluxo laminar e do periodo de armazenamento (Figura 5, A e B). Este fato esta
diretamente relacionado com o teor de agua que 0s eixos continham ao serem
imersos no nitrogénio liquido (Figura 1). A criopreservacao dos eixos embrionarios
dessecados 90 minutos em camara de fluxo laminar (5,1% do teor de agua)
manteve a viabilidade dos mesmos em niveis elevados (superior a 80%) até o
final do periodo de armazenamento, sendo superior estatisticamente aos que
foram dessecados 30 minutos (11,6% do teor de agua), em ambos os materiais
estudados (Figura 5, A e B). A dessecacéo inferior a 30 minutos ndo permitiu que
0s eixos atingissem o teor de agua limite para sua criopreservacao, que parece
estar entre 4 e 7%, ocorrendo morte do tecido ou ma formacdo de plantulas
originadas de tais eixos embrionarios, por consequéncia da formacéo de cristais
de gelo no meio intracelular, estando de acordo com Santos (2001). Conforme se
observa, mediante tais resultados, a umidade dos eixos embrionarios no momento
da criopreservacdo é ponto de partida para o sucesso de tal pratica. E oportuno
destacar o efeito da manutencdo do material em condi¢des de temperaturas ultra-
reduzidas, sobre a sua integridade fisica e genética, requisitos basicos quando se

pretende estabelecer um banco de germoplasma.
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Figura 5. Porcentagem de regeneracdo de eixos embrionarios de mamoneira
(Ricinus communis L.) em funcdo do tempo de dessecacdo em camara de fluxo
laminar e do periodo de armazenamento em nitrogénio liquido. (A) cultivar BRS
188 - Paraguacu e (B) BRS 149 - Nordestina.



O comprimento de plantulas originadas dos eixos embrionarios de
mamona, apresentou comportamento semelhante ao verificado para a
regeneracdo, havendo destaque para os eixos dessecados durante 90 minutos
em camara de fluxo laminar, os quais originaram maiores plantulas, independente
do tempo de armazenamento em nitrogénio liquido (Figura 6, A e B), enquanto
eixos dessecados por menos de 30 minutos ndo toleraram a criopreservacao.
Resultados semelhantes foram obtidos por Gonzales-Benito et al. (1998)
estudando a dessecacdo e a criopreservacao de eixos embrionarios de algodao,
constataram que dessecacao por periodo inferior a 30 minutos, em silica gel, ndo
garante regeneragao aos eixos embrionarios submetidos ao nitrogénio liquido.

Eixos embrionarios de mamoneira, quando dessecados por periodo
superior a 60 minutos em camara de fluxo laminar, momento em que o teor de
agua se encontrava em torno de 7% (Figura 1), resistiram ao armazenamento em
nitrogénio liquido, formando plantulas normais com consideravel namero de
raizes, mantendo-se estaveis durante a criopreservacao (Figura 7, A e B). Eixos
embrionarios, ndo dessecados ou dessecados por periodo inferior a 30 minutos,
emitiram pouca ou nenhuma raiz apos criopreservacao, comportamento este mais
evidente na cultivar BRS 188 - Paraguacu (Figura 7, A). Os resultados encontram
apoio nos relatos de Chandel et al. (1995), onde afirmam que os danos causados
pelo frio dependem da espécie e do periodo de criopreservacao.

Segundo os resultados obtidos, eixos embrionarios de mamoneira (Ricinus
communis L.) podem ser criopreservados, adotando-se o0 congelamento rapido
por meio da imersdo direta dos mesmos no nitrogénio liquido (-196°C) e
descongelados sob temperatura ambiente (25+2°C), estando seu
reestabelecimento, apos criopreservacao, dependente da sua dessecacao prévia
a teores de agua toleraveis.

O presente protocolo de criopreservacdo de eixos embrionarios de
mamoneira € simples e ndo requer o uso de crioprotetores quimicos ou
congeladores programaveis.

A criopreservacao de eixos embrionarios € uma alternativa viavel para a

conservacao a longo prazo de germoplasma de Ricinus communis.
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Figura 6. Comprimento de plantulas originadas de eixos embrionarios de
mamoneira (Ricinus communis L.) em funcdo do tempo de dessecacdo em
camara de fluxo laminar e do periodo de armazenamento em nitrogénio liquido.
(A) cultivar BRS 188 - Paraguacu e (B) BRS 149 - Nordestina.
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Figura 7. Numero de raizes emitidas de eixos embrionarios de mamoneira
(Ricinus communis L.) em funcdo do tempo de dessecacdo em camara de fluxo
laminar e do periodo de armazenamento em nitrogénio liquido. (A) cultivar BRS
188 - Paraguacu e (B) BRS 149 - Nordestina.



6 CONCLUSOES

O teor de agua limite recomendado para a crioconservagdo de eixos
embrionarios de mamoneira (Ricinus communis L.) esta entre 4 a 7%;

Eixos embrionarios, obtidos de sementes de mamoneira embebidas em
adgua por 24 horas, devem ser dessecados durante 90 minutos em camara de
fluxo laminar, antes da criopreservagao;

Eixos embrionarios de mamoneira, contendo 5,1% de umidade, sobrevivem
ao congelamento em nitrogénio liquido e regeneram mais de 80% de plantulas in

vitro apés 60 dias de armazenamento em nitrogénio liquido.
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APENDICE



Apéndice 1A. Andlise de variancia da regeneracdo, nUmero e comprimento de
brotos emitidos por explantes de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), submetidos
ao processo da vitrificacao.

- Grau de Regeneracdo Numero de Comprimento
Fonte de Variagdo Liberdade (%) brotos de brotos (cm)
Explante (E) 1 6258,01** 0,0348 * 3,1375**
Dimetilsulféxido (D) 3 38946,03** 5,9549** 3,6213**
Sacarose (S) 3 49,15™ 0,0033™ 0,0045™
ExD 3 967,38** 1,0469** 0,3503**
D/ E1 (3)
Efeito linear 1 50000,00** 4,1519** 7,0448**
Efeito quadratico 1 4556,25** 0,7591** 0,9120**
Desvio da regresséo 1 945,32** 0,0009™ 0,0048™
D/ E2 (3)
Efeito linear 1 63703,83** 15,2775%* 3,7758**
Efeito quadratico 1 244 14** 0,4489** 0,0564™
Desvio da regressao 1 290,70** 0,3672** 0,1209**
ExS 3 17,38™ 0,0043™ 0,0022™
DxS 9 10,26™ 0,0046" 0,0036™
ExDxS 9 10,79™ 0,0041™ 0,0062**
El
S - 54,52" 0,0008™ 7,0448™
s? - 35,71"™ 0,0009™ 0,9120 *
D - 50000,00** 4,1519** 0,0003**
D? - 4556,23** 0,7591** 0,0121**
SD - 8,83™ 0,0003"™ 0,0034™
E2
S - 68,15™ 0,0007" 3,7758™
s? - 0,59™ 0,1250™ 0,0564"™
D - 63703,83** 15,2775** 0,0052**
D? - 244,14** 0,1189** 0,0013**
SD - 3,25™ 0,0005" 0,0035™
Residuo 96 25,84635 0,008749 0,002369
Total 127
CV (%) 7,74 11,91 7,67

** Significativo a 1% de probabilidade
* Significativo a 5% de probabilidade

"® N&o significativo



Apéndice 1B. Andlise de variancia da regeneracdo, nimero e comprimento de
brotos emitidos por explantes de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), submetidos
ao processo de encapsulamento-dessecacao.

Fonte de Variac&o Grau de Regeneracdo Numero de Comprimento

Liberdade (%) brotos de broto (cm)

Explante (E) 1 41006,25** 3,8025** 5,5460**
Pré-cultivo (P) 1 756,25** 0,0625 * 0,0855™
Dessecacéo (D) 3 8789,58** 0,7783** 1,0635**
ExP 1 156,25 0,0099™ 0,0576™
ExD 3 656,25** 0,0975** 0,0192™
PxD 3 172,92 0,0242™ 0,0913 *
ExPxD 3 139,58 0,0117™ 0,0611™
D/ P1E1 (3)

Efeito linear 1 4500,00** 0,2880** 0,1739**
Efeito quadratico 1 400,00 * 0,0899** 0,0564™
Desvio da regressao 1 0,312E-10™ 0,0020"™ 0,0357"™
D/ P1 E2 (3)

Efeito linear 1 5445,00** 0,5445** 0,7547**
Efeito quadratico 1 25,00™ 0,0250"™ 0,0351"™
Desvio da regresséo 1 4,99 0,0005"™ 0,0059™
D/ P2 C1 (3)

Efeito linear 1 7220,00** 0,6125** 1,2954**
Efeito quadratico 1 899,99** 0,1225** 0,0025™
Desvio da regressao 1 180,00™ 0,0125™ 0,0432"
D/ P2 C2 (3)

Efeito linear 1 9680,00** 0,9680** 1,2450**
Efeito quadratico 1 899,99** 0,0900** 0,0002™
Desvio da regressao 1 19,99™ 0,0020™ 0,0572™
E(encap) x E1 1 1445,00%  0,2000% 0,1051 *
E(encap) x E2 1 1445,00** 2,5920** 0,0162™
E(encap) x E1(pré+encap) 1 1445,00** 0,2000** 3,6722**
E(encap) x E2(pré+encap) 1 245,00™ 0,0080™ 0,1232 *
E(encap) x E1(encap) 1 1445,00** 0,2000** 3,1760**
E(encap) x E2(encap) 1 5,00™ 0,0320™ 0,0101™
Residuo 66 74,24266 0,010606 0,024387
Total 127

CV (%) 13,69 15,73 22,79

** Significativo a 1% de probabilidade
* Significativo a 5% de probabilidade
"® N&o significativo



Apéndice 1C. Resumo da andlise de variancia da regeneracdo, comprimento de
plantula e nimero de raizes emitidas por eixos embrionarios de duas cultivares de

algodoeiro (Gossypium hirsutum L.),

submetidos a dessecacdo e ao

armazenamento em nitrogénio liguido (-196°C).

Quadrados Médios

Fontes de Variacdo Graus de Regeneracdo (%) Comprimento de Nimero de
Liberdade Plantula (cm)!  Raizes Emitidas
Cultivar (C) 1 1444 ,531** 9,4053** 3879,374**
Dessecacéo (D) 3 29557,030** 13,5607** 3586,057**
Armazenamento (A) 3 9165,364** 6,1467** 2058,613**
CxD 3 440,365 * 0,8764™ 363,104**
D/C1 3
Efeito linear 1 35701,250** 2737,919**
Efeito quadratico 1 15006,250** 51,984**
Desvio da regressao 1 404,999 * 30,604 *
D/C2 3
Efeito linear 1 33415,320* 7273,297**
Efeito quadrético 1 5439,063** 1272,973**
Desvio da regressao 1 25,312™ 516,612**
CxA 3 119,531™ 1,5356** 166,114**
A/C1 3
Efeito linear 1 0,5493"™ 827,019**
Efeito quadratico 1 0,6493"™ 453,263**
Desvio da regressao 1 1,1726"™ 507,993**
AlC2 3)
Efeito linear 1 2,3217 * 1163,084**
Efeito quadratico 1 1,2105™ 1076,678**
Desvio da regressao 1 6,3016** 2646,155**
DxA 9 3418,142* 4,1988** 445,322**
CxDxA 9 170,920 * 0,5467" 27,547
C1
A - 5672,796** 0,5493** 827,019*
AZ - 3393,439** 0,6493** 453,277**
D - 35701,260** 15,0033** 2737,916**
D? - 15006,310** 2,2586** 51,984**
AD - 3617,789** 3,3318** 279,944**
Cc2
A - 61,05,720** 5,5017™ 1163,084**
A? - 1002,779** 3,0551™ 1076,704**
D - 33415,310** 20,3381** 7237,396**
D? - 5439,074** 1,9102 * 1272,974**
AD - 4725,918** 7,9889** 389,429**
Residuo 96 75,26041 0,375586 7,333927
Total 127
CV (%) 12,66 23,95 12,81

** Significativo a 1% de probabilidade
* Significativo a 5% de probabilidade

" N4&o significativo

! Dados transformados em /X +1



Apéncide 1D. Andlise de variancia da regeneragcdo, comprimento de plantula e
namero de raizes emitidas por eixos embrionarios de duas cultivares de
mamoneira (Rinicinus communis L.), apds criopreservacao em nitrogénio liquido (-
196°C), durante cinco dias.

Comprimentlo Numero de

Fonte de Variagdo Grau de Regeneracao de Plantula R?‘?es

LlhedlEge (%) (cm) Emitidas
Cultivar (C) 1 153,125 * 0,9451 * 5,375**
Embebicéo (E) 1 6612,500** 0,0271™ 66,370**
Dessecacéo (D) 3 15293,750** 2,2211** 67,596**
Armazenamento (A) 1 14450,000%* 0,3367™ 39,194**
CxE 1 78,125™ 1,1626 * 2,145™
CxD 3 138,542** 0,2811™ 2,564**
CxA 1 153,125 * 0,4272"™ 8,216**
ExD 3 1664,583** 1,3176** 29,055**
EXxXA 1 7200,000** 1,2499 * 141,899**
DxA 3 6006,250** 2,0274** 45,187**
CxExD 3 101,042** 0,1401™ 3,950**
CxExA 1 378,125** 0,4924" 11,502**
CxDxA 3 138,542** 0,1236"™ 6,234**
ExDxA 3 1560,417** 1,4476** 21,652**
CxExDxA 3 84,375 * 0,1547" 4,585**
Residuo 96 22,39583 0,228952 0,624106
Total 127
CV (%) 5,37 21,07 10,58

** Significativo a 1% de probabilidade
* Significativo a 5% de probabilidade
"S N&o significativo

! Dados transformados em X +1



Apéndice 1E. Andlise de variancia da regeneracdo, comprimento de plantula e
namero de raizes emitidas por eixos embrionarios de duas cultivares de
mamoneira (Ricinus communis L.), submetidos a dessecacédo e armazenamento
em nitrogénio liquido (-196°C).

Comprimento  Numero de
Fonte de Variagdo Grau de Regeneracao de Plantula R?‘?es
Liberdade (%) (€M) Emitidas
Cultivar (C) 1 50,00™ 11,1628** 14,7832**
Dessecacao (D) 3 29718,75** 107,8039** 328,4520**
Armazenamento (A) 3 12656,25** 22,0364** 96,4869**
CxD 3 131,25 * 1,6780** 31,0859**
CxA 3 314,58** 0,6301 * 9,1926**
DxA 9 3706,94** 12,2466** 31,4823**
CxDxA 9 145,83** 0,4075"™ 6,1342**
C1l
A - 7162,96** 7,8482** 97,1723**
AZ - 2132,81** 3,1740** 6,5934**
D - 41861,26** 167,6205** 599,2388**
D? - 4225,04** 0,4900** 14,3447
AD - 4868,13** 14,9908** 34,5141**
C2
A - 11212,96** 15,4987** 51,0844**
A? - 1945,90** 6,0128** 19,5997**
D - 36551,25** 153,4580** 391,6125**
D? - 6006,25** 1,5625** 27,0398**
AD - 5493,01** 18,6431** 23,5624**
Residuo 96 37,500 0,2136 0,7133074
Total 127
CV (%) 8,79 12,98 14,51

** Significativo a 1% de probabilidade
* Significativo a 5% de probabilidade
"® N&o significativo
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Apéndice 1F. Etapas do processo de vitrificacdo. A) planta matriz; B) explantes;
C) Pré-cultivo com crioprotetores; D) eliminacdo do excesso do crioprotetor; E)
regeneracao antes e apos criopreservacao e F) Explantes com sinais de danos do
congelamento (escurecidos).
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Apéndice 1G. Etapas do processo do encapsulamento-dessecacdo. A) planta
matriz; B) explantes; C) meio de encapsulamento; D) explante encapsulado sob

agitacéo; E) dessecacdo em camara de fluxo laminar e F) Explantes encapsulado
regenerado.



Apéndice 1H. Criopreservacédo de eixos embrionarios de algodoeiro. A) extracao;
B) dessecacédo; C) criotubos; D) imersdo em nitrogénio liquido; E) regeneracao
apos criopreservagao e F) eixos ndo regenerados ap0s criopreservacao.



Apéndice 1l. Criopreservacdo de eixos embrionarios da mamoneira. A)
sementes; B) dessecacdo; C) criotubos; D) imersdo em nitrogénio liquido; E)

regeneracdo apoOs criopreservacdo e F) eixos ndo regenerados apos
criopreservacao.



