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RESUMO

A conservacdo de sementes recalcitrantes de seringueira é pouco duradoura, quando comparada
com espécies que possuem sementes ortodoxas. Dessa forma, a preservacdo da espécie ocorre
especialmente em campo na forma da planta inteira, o que requer muito espaco fisico. A biotecnologia,
por meio da técnica da criopreservacdo pode ser uma ferramenta auxiliadora na manutencdo da
viabilidade das sementes durante o seu armazenamento. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
viabilidade de embrides zigéticos de seringueira, contendo o tecido de reserva, submetidos a distintas
formas de vitrificacdo, seguido da conserva¢do por meio da criopreservacdo. Para realizacdo da
pesquisa foram utilizadas sementes de seringueira, produzidas no estado de Sdo Paulo. Primeiramente,
foram estudadas distintas formas de vitrificacdo dos embrides zigdticos contendo o tecido de reserva.
Os embrides foram avaliados logo ap6s a vitrificacdo e aos sete dias de conservacdo em nitrogénio
liquido a uma temperatura de -196°C. As avalia¢des realizadas foram: determinac¢do do teor de agua,
viabilidade dos embriGes pelo teste de tetrazdlio, germinacdo in vitro e condutividade elétrica. Os
resultados foram analisados em delineamento inteiramente casualizados, em esquema fatorial 2 x
5, sendo o primeiro fator época de avaliacao (antes e apds a criopreservagao) e o segundo fator, as
formas de vitrificacdo. Conclui-se que é necessario testar um maior periodo de exposicao dos embrides
nas solucbes de vitrificacdo, especialmente nas solu¢bes que apresentaram melhores resultados de
viabilidade e germinacdo (solucdes: * 50% de glicerol; « 30% (p/v) glicerol, 15% (p/v) de etilenoglicol, 15%
(p/v) dimetilsulféxido (DMSO) e 0,4 M de sacarose; e * 2 M glicerol seguidos de PVS). Adicionalmente,
deve ser analisado um maior nivel de desidratacdo dos embrides, o qual a espécie possa suportar, para
gue possam ser expostos a criopreservacao.
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ABSTRACT

The conservation of recalcitrant rubber seeds is not very durable when compared to species that have
orthodox seeds. Thus, the preservation of the species occurs especially in the field in the form of the entire
plant, which requires a lot of physical space. Biotechnology, through the technique of cryopreservation,
can be an auxiliary tool in maintaining the viability of seeds during their storage. Thus, the objective of
this work was to evaluate the viability of rubber tree zygotic embryos, containing the reserve tissue,
submitted to different forms of vitrification, followed by conservation through cryopreservation. To
carry out the research, rubber seeds, produced in the state of Sdo Paulo, were used. First, different
forms of vitrification of the zygotic embryos containing the reserve tissue were studied. The embryos
were evaluated immediately after vitrification and after seven days of storage in liquid nitrogen at a
temperature of -196°C. The evaluations carried out were: determination of the water content, viability
of the embryos by the tetrazolium test, in vitro germination and electrical conductivity. The results were
analyzed in a completely randomized design, in a 2x5 factorial scheme, the first factor being the time
of assessment (before and after cryopreservation) and the second factor, the forms of vitrification. It is
concluded thatitis necessary to test a longer period of exposure of embryos in the vitrification solutions,
especially in the solutions that presented better results of viability and germination (solutions: « 50%
glycerol; « 30% (w/v) glycerol, 15% (w/v) ethylene glycol, 15% (w/v) dimethyl sulfoxide (DMSO) and 0.4 M
sucrose; and « 2 M glycerol followed by PVS). In addition, a higher level of dehydration of the embryos,
which the species can support, must be analyzed, so that they can be exposed to cryopreservation.

Keywords: Recalcitrant; Biotechnology; Glazing; Liquid nitrogen

1 INTRODUCAO

A seringueira Hevea brasiliensis (Willd. ex. Adr. de Juss.) Muell. Arg. € a maior
fonte de borracha natural do mundo (VIEIRA et al., 2017), sendo considerada a espécie
mais importante do ponto de vista comercial (GONZALES et al., 2013; PAES-TAKAHASHI
etal., 2016; TERRA et al., 2016; VIEIRA et al., 2017). Sua borracha é obtida das particulas
contidas no latex, fluido citoplasmatico extraido continuamente dos vasos laticiferos
situados na casca das arvores por meio de cortes sucessivos de finas fatias de casca,
processo denominado de sangria (PAES-TAKAHASHI et al., 2016; CRUZ; PEREIRA;
MENDONCA, 2017).

Um dos grandes desafios dessa espécie é a producao de mudas de qualidade
e em quantidade suficiente, visando ao aumento do seu potencial produtivo (GOMES;
SPERANDIO; CALDEIRA, 2012; NOAL et al., 2013). No intuito de obter novas plantas, a

multiplicacdo da seringueira se da especialmente por meio de sementes. As sementes
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de seringueira, por serem recalcitrantes (SHUIB et al., 2018), devem ser colocadas para
germinar imediatamente apds a dispersao do fruto da planta-mae (NAKKANONG;
NUALSRI, 2018), pois, nesse momento, as sementes apresentam taxas de germinagao
acima de 80% (PEREIRA, 1978; SHUIB et al., 2018).

A conservacdo das sementes de seringueira foi objeto de estudo por Shuib et al.
(2018), que verificaram que sementes logo apds o primeiro més de armazenamento
tiveram sua germinacao reduzida; sendo que, no segundo més de armazenamento,
a germinacao foi no maximo de 5%. Marcos-Filho (2015) relatou que a conservacao
das sementes depende da manutencdo do elevado grau de umidade (acima de 25%),
porém a germinacdo muitas vezes se inicia nessa condi¢do, ocasionando o descarte
dessas plantulas e inviabilidade do processo.

Por outro lado, a criopreservacdo é uma alternativa que pode ser aplicada na
conservacao de sementes de seringueira, especialmente pelas sementes dessa espécie
serem recalcitrantes e a redu¢ao da temperatura atuar de forma positiva na viabilidade
dos embrides por longo periodo de tempo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; CHARLOQ
et al., 2016). Diferentes técnicas sao utilizadas para a criopreservacdo de espécies de
sementes recalcitrantes. A conservacdo de embriBes zigoticos de seringueira, por
meio da criopreservacdo foi estudada por Nakkanong e Nualsri (2018), que usaram
embrides zigdticos maduros de seringueira pré-cultivados durante trés dias no meio
MS suplementado com sacarose 0,3 M, submetidos a vitrificacdo, encapsulacao e
criopreservados. Apds a criopreservacao, a taxa de sobrevivéncia e regeneracdo dos
embrides zigbticos encapsulados variaram de 27,98% e 37,50%.

Um dos maiores desafios da criopreservacdo de embrides de espécies
recalcitranteséareducdodograudeumidade até niveisseguros paraacriopreservacao.
Essa secagem € necessaria, pois o congelamento dos tecidos embrionarios sem a
retirada de umvolume minimo de agua das células, pode ocasionar a ruptura mecanica,
tanto da estrutura citoplasmatica quanto da membrana celular, pela expansdo da agua

congelada, resultando na desagregacao celular. Nesse sentido, técnicas crioprotetoras

Ci. Fl., Santa Maria, v. 31, n. 2, p. 959-973, abr./jun. 2021



962 | Criopreservacdo de embrides zigdticos de seringueira ...

podem ser usadas (FERRARI et al., 2016), visando proteger a célula do congelamento. A
vitrificacao é a técnica mais utilizada para a criopreservacao de explantes, nao exigindo
0 uso de equipamentos programaveis e com alta porcentagem de recupera¢ao
(FERRARI et al., 2016).

A vitrificacdo € um método eficiente contra o congelamento, pois as solucdes
crioprotetoras utilizadas causam a viscosidade e estabilidade das organelas e
liquido celular, reduzindo o potencial hidrico da célula (TAIZ et al., 2017). Além de
impedir a formacado de cristais de gelo no interior das células e as lesdes que podem
causar, tornando o sistema bioldgico lento e sendo adequado antes do processo da
criopreservacao (SANTOS, 2000; HIRANO et al., 2011; FERRARI et al., 2016).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de embrides zigéticos
de seringueira contendo o tecido de reserva, submetidos a distintas formas de

vitrificacao, seguido da conservacao por meio da criopreservacao.

2 MATERIAL E METODO

Para realizacao do trabalho foram utilizadas sementes de seringueira, todas
elas pertencentes a plantas do clone GT 1, cultivada no estado de Sao Paulo, sendo a
colheita realizada na segunda quinzena do més de fevereiro de 2020 e as avalia¢bes
realizadas na primeira quinzena do més de marco do mesmo ano. As plantas de
seringueira, das quais obtiveram-se as sementes, sdo cultivadas de forma isolada
de outras matrizes. Uma vez que a planta é alégama, o cruzamento existente entre
elas, devido as condi¢des de cultivo, ndo permite a variabilidade genética entre as
sementes produzidas, tal fato ndo interfere na pesquisa, pois o objetivo foi o estudo
da conservacao das sementes. Na sequéncia, as sementes foram esterilizadas em
solucdo de hipoclorito de sédio comercial 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 (LOPES et al., 2013). Decorrida a assepsia das sementes, realizou-se a
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excisao dos embrides zigéticos contendo o tecido de reserva (endosperma), visto
que sua remoc¢ao causaria danos fisicos ao eixo embrionario. Os embrides foram
colocados em recipiente fechado para evitar a perda de agua dos tecidos celulares
(FRIZZO, 2013).

Logo apos a remoc¢ao do tegumento dos embrides, determinou-se o grau de
umidade dos mesmos, de acordo com Brasil (2009); e a fim de testar os procedimentos
de crioprotecdo, uma outra amostra de embrides contendo o tecido de reserva, foi
submetida a cinco formas de vitrificacdo, abaixo descritas:

1 - Tratamento-testemunha, sem a imersdao dos embrides em solucdo
crioprotetora (adaptado de FRIZZO, 2013);

2 - Embrides imersos em solucdo composta por 50% de glicerol, durante 10
minutos, a 0°C;

3 - Embrides imersos em solu¢dao composta por 30% (p/v) glicerol, 15% (p/v) de
etilenoglicol, 15% (p/v) dimetilsulfoxido (DMSO) e 0,4 M de sacarose, por 10 minutos,
a 0°GC

4 - Embrides imersos em 2 M glicerol, por 20 minutos, a 0°C, e depois imersos
em Plant Vitrification Solution (PVS), por 10 minutos, a 0°C (adaptado de FERRARI et
al., 2016). O meio PVS é composto pela formulacdo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
suplementado com 0,4 M sacarose, 30% (v/v) glicerol, 15% (v/v) etilenoglicol e 15% (v/v)
DMSO;

5 - Embrides imersos em 1,75 mol L' de sacarose e 15% glicerol, por 20 minutos,
a 0°C (adaptado de GOMES-COPELAND et al., 2012).

ApOs a exposicao dos embrides nas solucdes de vitrificacdo, os mesmos foram
submetidos a desidratacao lenta, que variou entre 2 a 12 horas. Para isso, os embrides
zigéticos contendo o tecido de reserva, foram colocados em recipientes fechados
(gerbox, contendo tela de aluminio), preenchido no fundo do recipiente com 80
g de silica gel (NAKKANONG; NUALSRI, 2018). O grau de umidade dos embrides foi

monitorado com base em pesagens, até obtencdo do valor médio de 30% de agua.
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Apés a vitrificagdo e desidratacdo, os embrides foram divididos em duas
amostras, que foram submetidas aos seguintes procedimentos: a) aos testes de
avaliacdo da viabilidade antes do congelamento; e b) acondicionamento dos embrides
+ endosperma em recipientes de aluminio, seguido de congelamento em nitrogénio
liqguido a uma temperatura de -196°C, em botijdes criogénicos, por sete dias, sendo as
avaliacdes de viabilidade realizadas apds esse periodo. Optou-se por ndo encapsular
os embrides + endosperma, visando seguir protocolos praticados em outras pesquisas
com criopreservacao (FARIA et al., 2016).

As avaliacBes de qualidade e viabilidade dos embrides contendo os tecidos de
reserva, seguem descritas abaixo:

A determinacdo do grau de umidade foi realizada conforme descrito por Brasil
(2009), sendo adotado o método da estufa a 105+3°C, por 24 horas. Os resultados
foram expressos em porcentagem média de duas subamostras de 5 embrides zigdticos
cada (BRASIL, 2009).

Na realizacdo do teste de tetrazélio, foram adotadas cinco repeticdes de
cinco embrides cada, de acordo com padrdes de avaliacdo indicados nas Regras
para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). Os embrides foram submetidos ao corte
longitudinal, sendo posteriormente pré-hidratados entre papel por periodo de 18
horas a 20°C, na sequéncia foram imersos em solucdo de tetrazélio a 0,5%, a 40°C,
por 2 a 3 horas de colora¢ao no escuro (Figura 1). Passado esse periodo, realizou-se
a lavagem dos embrides e os mesmos foram avaliados com auxilio de microscépio
estereoscopio, de forma que os embrides foram classificadas em duas classes, sendo:
embrides viaveis, situacdo em que as principais estruturas do embrido estao intactas
e completamente coloridas com a tonalidade rosa-brilhante a carmim-vermelho, com
seus tecidos integros; e embrides ndo viaveis, situacdo em que os embrides estdo
totalmente descoloridas ou com suas estruturas vitais descoloridas. Os resultados
foram expressos em porcentagem média de embrides zigbticos viaveis e ndo viaveis

por época de avaliacdo e forma de vitrificacdo adotada.
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A condutividade elétrica foi analisada com cinco repeticdes de 10 embrides
contendo o tecido de reserva, para cada época e forma de vitrificacao. O procedimento
adotado foi adaptado de Gomes-Copeland et al. (2012), para embrides zigoticos de
coqueiro, em que 10 embrides mais o endosperma de sementes de seringueira,
pertencentes a cada repeticdo foram pesados, e na sequéncia embebidos em copos
de plastico (200 mL de capacidade), contendo 80 mL de agua deionizada e mantidos
em BOD a temperatura constante de 20°C, por oito horas. Decorrido esse periodo, a
condutividade elétrica foi medida com um medidor de condutividade e o valor obtido
foi dividido pela massa inicial dos embrides. Os resultados foram obtidos pela média

das cinco repeti¢des e expressos em pS.cm.g por tratamento.

Figura 1 - Teste de tetrazdlio (TZ), sendo representado por: (A) assepsia das sementes,

(B) imersao em solucao de TZ, (C) sementes inviaveis e (D) viaveis

C

Fonte: Imagens (A, B e C) Autores (2020); Imagem (D) Juliana Scarpim Bueno Veiga (2020)

Na realizacdao da germinacdo in vitro, adotaram-se cinco repeticdes com dois
embrides para cada época de avaliacdo e forma de vitrificacdo. Os embrides foram

acondicionados em frascos de vidro, contendo meio de cultura MS (MURASHIGE;
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SKOOG, 1962), suplementado com 0,6 a 0,7 uM cinetina, 1,0 uM acido naftalenoacético,
1,4 UM acido giberélico e 4 g L™ de carvao ativado, com pH ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem. O conjunto foi mantido em sala climatizada, sob a intensidade da luz
de 2.500 lux, e fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, com temperatura
de 25+2°C. Os resultados foram expressos em porcentagem meédia de embrides
germinados com desenvolvimento de plantulas normais.

O experimento foi analisado em delineamento inteiramente casualizados (DIC),
em esquema fatorial 2 x 5, sendo o primeiro fator época de avaliacdo (antes e apds
a criopreservacdo) e o segundo fator, as formas de vitrificacdo. As médias foram
comparadas pelo teste de Student Newman Keuls a p<0,05, com excecdo dos dados do
grau de umidade, dos quais ndo se realizou a analise estatistica. Todos os dados foram
computados e inseridos no Excel visando gerar as tabelas, sendo realizada a analise

estatistica por meio do programa RStudio (2019).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos resultados apresentados do grau de umidade dos embrides de seringueira,
verifica-se que esse variou entre 28,5% a 33,2% para aqueles embrides dos quais
o tegumento havia sido recém-extraido. Os mesmos embrides foram submetidos
aos tratamentos com soluc¢des de vitrificacdao, para serem analisados quanto a sua
viabilidade, antes e apds a criopreservacdo. Decorrido o periodo de exposi¢cdo dos
embrides as soluc¢des de vitrificagdo, os mesmos foram novamente avaliados quanto
ao grau de umidade e constatou-se variacao entre 31,9% a 44,3% (Tabela 1).

Constata-se que apds os tratamentos dos embrides com as solucdes de
vitrificacdo, o conteudo de agua aumentou, refletindo a embebicdo dos tecidos
celulares pelas solu¢bes. Esperava-se tal resultado, pois os embriées foram imersos
nas solucdes crioprotetoras. Entretanto, antes do congelamento, deve ser feita a
reducdo do grau de umidade dos embribes, de forma muito cautelosa, para preparar
os embrides para a criopreservacdo (NAKKANONG; NUALSRI, 2018). Observa-se que

sementes de seringueira, com teor de agua préximo de 30%, mantém a viabilidade,
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sendo que teores de agua inferiores a 15% e 20% a perda da viabilidade é total (Tabela 1).

Embora a reducdo do grau de umidade dos embrides tenha sido realizada,
procurou-se manter o grau de umidade ao redor de 30,0% para todos os tratamentos,
apos a desidratac¢ao. O grau de umidade dos embrides apds esse procedimento variou
entre 30,2% a 31,1%, sendo a diferenca entre esses valores de 0,9%, ou seja, muito

sutil para interferir na confiabilidade das avaliacdes (MARCOS-FILHO, 2015) (Tabela 1).

Tabela 1 - Dados médios do grau de umidade de embriGes de seringueira, antes
e apos a vitrificacdo, sendo adotada a imersdo nas seguintes solucfes: (1) sem
crioprotecao, (2) 50% de glicerol, (3) 30% (p/v) glicerol, 15% (p/v) de etilenoglicol, 15%
(p/v) dimetilsulféxido (DMSO) e 0,4 M de sacarose, (4) 2 M glicerol seguidos de PVS e (5)

1,75 mol L' de sacarose e 15% glicerol; e apds a desidratacdao dos embrides

Grau de umidade (%) dos embridoes contendo os tecidos de reserva

Tratamentos
Antes da vitrificacao Ap6s a vitrificacao Apos a desidratacao
1 31,9 31,9 30,2
2 31,0 35,8 30,5
3 28,5 34,7 30,7
4 27,3 384 311
5 33,2 443 30,5

Fonte: Autores (2020)

Verifica-se que as solucbes de vitrificacdo adotadas ndao causaram a perda
da viabilidade dos embrides, pois a andlise do teste de tetrazdlio apos a exposicao
dos embrides em solu¢dao de vitrificagdo permitiu constatar atividade respiratoria
das células. Dessa forma, a ado¢ao do tratamento sem crioprotecao (Tratamento 1,
Tabela 2) permitiu obter o maior valor de viabilidade (90%). A menor porcentagem
de viabilidade dos embrides, de 65%, foi observada quando se realizou a imersao
dos embrides em solu¢do com 1,75 mol L' de sacarose e 15% glicerol (Tratamento 5,
Tabela 2).

ApOés a reducdo do grau de umidade dos embrides, bem como a conservacao

dos mesmos em criopreservacao, foi analisada a viabilidade desses pelo teste de
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tetrazolio, a qual foi nula (Tabela 2). Tal resultado pode estar relacionado ao fato da
formacao de cristais de gelo no meio intracelular, pois o teor de agua dos tecidos
celulares de 30,2 a 31,1% (Tabela 1), atrelado a exposi¢cao dos embrides no nitrogénio
liquido, em uma temperatura inferior a critica, favoreceu a nucleacao e formacdo de
cristais de gelo (FARIA et al., 2016). Apesar do conteudo de agua intracelular baixo, ser
o desejado para a criopreservacao (ENGELMANN, 2011), a seringueira € uma espécie
recalcitrante (NAKKANONG; NUALSRI, 2018; SHUIB et al., 2018), que naturalmente

perde a viabilidade com niveis de agua muito abaixo de 30%.

Tabela 2 - Dados médios da viabilidade pelo teste de tetrazélio (antes e apés a
criopreservacdao) de embrides de seringueira, que passaram pelo processo de
vitrificacao, sendo adotada a imersdo nas seguintes soluc¢des: (1) sem crioprotecdo,
(2) 50% de glicerol, (3) 30% (p/v) glicerol, 15% (p/v) de etilenoglicol, 15% (p/v)
dimetilsulféxido (DMSO) e 0,4 M de sacarose, (4) 2 M glicerol seguidos de PVS e (5)

1,75 mol L' de sacarose e 15% glicerol

Viabilidade dos embrides de seringueira pelo TZ (%)

Tratamentos Ap0s vitrificacao Ap6s vitrificagao
sem criopreservagao + criopreservagao
1 90 Aa 0 B*
2 78 Ac 0B
3 85 Ab 0B
4 78 Ac 0B
5 65 Ad 0B
C.V. (%) 6,71

Fonte: Autores (2020)

Em que: Letras mailsculas e minuUsculas ndo diferem entre si na linha e coluna, respectivamente,
pelo teste de Student Newman Keuls a p<0,05. *Médias na coluna ndo diferem entre si.

As solu¢des de vitrificacdo ndo causaram a inviabilidade dos embrides, pois apds
a embebicao dos embrides nas solu¢des de TZ, realizou-se a analise da viabilidade
pelo teste de tetrazdlio, o qual indicou que os embrides estavam vivos (viabilidade sem

criopreservacdo), com uma faixa de viabilidade entre 65% a 90%. Entretanto, observou-
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se que a conservacao em criopreservacao dos embrides causou a inviabilidade dos
mesmos (Tabela 2). Esse resultado provavelmente se deve ao fato das solucdes de
vitrificacao testadas nao terem favorecido a protecdo das células congeladas dos
embrides de seringueira; ou ao tempo de exposicdo dos embrides nas solu¢des de
vitrificacao nao ter sido conduzido por periodos de até seis horas, como relatado por
Nakkanong e Nualsri (2018).

A condutividade elétrica dos embrides foimedida antes e apds a criopreservacgao.
Dessa forma, verifica-se que, antes do congelamento, os tecidos celulares, bem como
todo o sistema de membrana dos embrides, estavam preservados, pois a liberacao
de exsudatos foi significativamente inferior ao se comparar com os valores obtidos
apos a criopreservacdo. Tais valores sdo indicativos que a integridade das células foi
comprometida, pois a formacdo de cristais de gelo, tanto no apoplasto como simplasto
celular, geram danos a membrana plasmatica (TAIZ et al., 2017). Provavelmente, as
células de seringueira com a criopreservacao tiveram rompimentos na membrana

plasmatica, o que resultou numa maior libera¢dao de exsudatos (Tabela 3).

Tabela 3 - Dados médio da condutividade elétrica (antes e apds a criopreservac¢ao) de
embrides de seringueira, que passaram pelo processo de vitrificagdo, sendo adotado
a imersdo nas seguintes solu¢des: (1) sem crioprotecdo, (2) 50% de glicerol, (3) 30%
(p/v) glicerol, 15% (p/v) de etilenoglicol, 15% (p/v) dimetilsulféxido (DMSO) e 0,4 M de

sacarose, (4) 2 M glicerol seguidos de PVS e (5) 1,75 mol L' de sacarose e 15% glicerol

Condutividade elétrica (ps.cm™.g)

Tratamentos Ap0s vitrificacao Ap6s vitrificagao
sem criopreservagao + criopreservagao
1 0,0034 Bd 0,1255 Ac
2 0,0045 Bd 0,1358 Ac
3 0,0149 Bb 0,2450 Aa
4 0,0237 Ba 0,1714 Ab
5 0,0095 Bc 0,0882 Ad
C.V. (%) 1,9

Fonte: Autores (2020)

Em que: Letras maiusculas e minuUsculas ndo diferem entre si na linha e coluna, respectivamente,
pelo teste de Student Newman Keuls a p<0,05.
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Pelos valores obtidos de condutividade elétrica (Tabela 3) para embrides de
seringueira, houve comportamento distinto entre as diferentes solu¢8es de vitrificacao
testadas. Observa-se que a ndo exposicdo do embrido a vitrificacdo (Tratamento 1),
bem como a utilizacdo de solu¢des com 50% de glicerol (Tratamento 2) e 1,75 mol
L' de sacarose e 15% glicerol (Tratamento 5) foram as condi¢Bes de vitrificacdo que
proporcionaram menores taxas de libera¢do de solutos. Talvez um periodo maior de
contato dos embrides nas solucdes de vitrificacdo, conforme apontado por Nakkanong
e Nualsri (2018), proporcionasse a reducdo do potencial hidrico do simplasto e
apoplasto celular (TAIZ et al., 2017), protegendo de forma eficiente os tecidos celulares
dos embrides de seringueira.

A germinac¢ao dos embrides in vitro, antes e apds a criopreservacao, de forma
clara, apresentou resultados negativos a conservacao dos embrides de seringueira nos
métodos testados. Antes da criopreservacao, verifica-se alto resultado de germinacao
(entre 60% a 84%), com resultados mais promissores na condi¢do sem a vitrificacao
(Tratamento 1, com 80% de germinac¢ao) e com soluc¢ao de 30% (p/v) glicerol, 15% (p/v)
de etilenoglicol, 15% (p/v) dimetilsulféxido (DMSO) e 0,4 M de sacarose (Tratamento
3, com 84% de germinacdo). Ja, apos a criopreservacao, os resultados de germinacao,

independentemente do procedimento de vitrificacdo testado, foram nulos (Tabela 4).

Tabela 4 - Dados médios da germinacdo in vitro de embrides de seringueira, antes
e apos a vitrificacdo, sendo adotada a imersdo nas seguintes solucBes: (1) sem
crioprotecao, (2) 50% de glicerol, (3) 30% (p/v) glicerol, 15% (p/v) de etilenoglicol, 15%
(p/v) dimetilsulféxido (DMSO) e 0,4 M de sacarose, (4) 2 M glicerol seguidos de PVS e

(5) 1,75 mol L' de sacarose e 15% glicerol

Germinacgao in vitro (%)

Tratamentos Ap0s vitrificacao Apés vitrificagao
sem criopreservacao + criopreservacgao
1 80 Aa 0B*
2 70 Ab 0B
3 84 Aa 0B
4 74 Ab 0B
5 60 Ac 0B
C.V. (%) 16,07

Fonte: Autores (2020)

Em que: Letras mailsculas e minUsculas ndo diferem entre si na linha e coluna, respectivamente,
pelo teste de Student Newman Keuls a p<0,05. *Médias na coluna ndo diferem entre si.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que é necessario testar um maior periodo de exposicao dos embrides
nas soluc¢des de vitrificacdo, especialmente nas solucbes que apresentaram melhores
resultados de viabilidade e germinacdo (solucdes: * 50% de glicerol; » 30% (p/v) glicerol,
15% (p/v) de etilenoglicol, 15% (p/v) dimetilsulféxido (DMSO) e 0,4 M de sacarose; e *
2 M glicerol seguidos de PVS). Adicionalmente, deve ser analisado um maior nivel de
desidratacao dos embrides, o qual a espécie possa suportar, para que 0s mesmos

possam ser expostos a criopreservacao.
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