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INFO ARTICLE RESUMO

Histérico do artigo Eugenia dysenterica, também conhecida como cagaiteira é uma espécie do Cerrado que

Recebido: 10 de janeiro de 2019 possui potencial econdmico, entretanto sua propagacdo convencional torna-se
Aceito: 08 de setembro de 2019 dificultada pelo fato de possuir sementes recalcitrantes, que perdem a viabilidade em
aproximadamente 50 dias. A tecnologia de encapsulamento-desidratagio tem se
mostrado eficiente para a conservagdo deste tipo de espécie, tanto para armazenamento
em camara fria, quanto para a criopreservacgdo. Objetivou-se a obten¢do de um protocolo
de sementes sintéticas e criopreservacdo de E. dysenterica, em que se utilizou apices
caulinares obtidos de plantas desenvolvidas in vitro. Os tratamentos consistiram de
trés diferentes concentracdes de sacarose (0,25M L-1, 0,5ML-1, e 0,75ML-1) combinadas a
trés periodos de secagem (0 h, 1 h e 2 h). O melhor tratamento para apices ndo
criopreservados constituiu de 0,25M de sacarose combinado 4 1 h de desidratacdo, com
55,55% de regeneracgdo. A taxa de regeneragdo nula de apices criopreservados indica
provavel ruptura no sistema de membranas causada pela desidratacdo e congelamento
das capsulas. Entretanto, o protocolo de sementes sintéticas desenvolvido no presente
trabalho podera ser utilizado para conservagdo a médio prazo da espécie, sendo
necessario novos estudos para confirmar este potencial.
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Eugenica  dysenterica (Mart.) D.C, também
conhecida como cagaiteira, é uma espécie arbérea nativa do
Cerrado, que possui potencial econdémico. A espécie é

semeados diretamente no solo. Com o passar do tempo,
outros protocolos utilizando sementes sintéticas para
conservacdo e/ou preservagio de explantes foram

apreciada principalmente pelo consumo de seus frutos, além
de ser apontada com potencial medicinal (Daza et al,, 2017).
Com o desmatamento desenfreado, a espécie corre o risco de
perder genes importantes, os quais poderiam ser utilizados
em programas de melhoramento no futuro. Por possuir
sementes de comportamento recalcitrante, as quais perdem a
viabilidade em aproximadamente 50 dias, a conservacdo de
germoplasma da espécie via banco de sementes torna-se
invidvel. Somado a isso, a frutificacdo se da apenas uma vez
ao ano em condi¢des de Cerrado, consistindo entre os meses
de setembro-outubro (Andrade et al, 2003). Por estes
motivos, o desenvolvimento de outros métodos de
conservacao ex situ para a espécie se tornam necessarios.

A técnica de encapsulamento-desidratacdo foi
proposta pela primeira vez por Febre e Dereuddre (1990)
com o objetivo de unir a criopreservagio com a tecnologia de
sementes sintéticas. Inicialmente, sementes sintéticas foram
propostas para embrides somaticos, os quais podem ser
armazenados por médio prazo em camara fria, e/ou
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desenvolvidos, utilizando, por exemplo, microbrotos, gemas
axilares, e Aapices caulinares (Ahmed et al, 2015). A
criopreservagio é uma técnica  promissora de
armazenamento de germoplasma por tempo indeterminado,
pois, sob temperaturas inferiores a -1302C o metabolismo
celular torna-se quase ou completamente paralisado (Hubel
& Skubitz, 2017). O encapsulamento-desidratagdo somado a
criopreservagdo é indicado para a conservacdo de espécies
tropicais com sementes recalcitrantes, por ser um método
menos toxico aos tecidos vegetais (Shibli et al, 2016).
Considerando que o desmatamento desenfreado do dominio
Cerrado, assim como as vantagens da tecnologia de sementes
sintéticas para a conservagdo e preservacdo de material
vegetal, o objetivo do presente trabalho foi o
desenvolvimento de um protocolo de sementes sintéticas de
apices caulinares de E. dysenterica por meio de
encapsulamento-desidratagéo, assim como o
desenvolvimento de protocolo de criopreservagdo destas
sementes sintéticas.
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Frutos de E. dysenterica foram coletados no més de
outubro de 2013, na Colecdo de Espécies Frutiferas do
Cerrado da Escola de Agronomia da Universidade Federal de
Goias, nas seguintes coordenadas geograficas: -16.594614,-
49.289011. Cerca de 100 sementes foram retiradas dos frutos
apos a coleta e tiveram seu tegumento retirado com o auxilio
de bisturi. Para a assepsia, as sementes foram imersas em
solucdo de detergente neutro por 20 minutos (2 mL L1 de
agua), solugdo hidroalcodlica 70% (v/v) por 5 minutos, e
solucdo de hipoclorito de sédio a 50% (v/v) por 20 minutos,
seguido de triplice lavagem com agua destilada e autoclavada
apos cada etapa. Dada a assepsia, as sementes foram
inoculadas em tubos de ensaio contendo 20 mL de meio
Wood Plant Medium (WPM)(Lloyd & McCown, 1980)
suplementado com 30% (p/v) de sacarose e 2,5% (p/v) de
Gelsan® e mantidas em sala de crescimento por 90 dias. O
fotoperiodo utilizado foi de 16 h de luz e 8 h de escuro com o
uso de lampadas fluorescentes e condigdo luminosa de 22
pumol.m-2.s-1, assim como temperatura de 25 + 1°C.

Para obtencdo de apices caulinares, gemas axilares
foram seccionadas e inoculadas em tubos de ensaio contendo
15 mL de meio WPM suplementado com 30% (p/v) de
sacarose, 2,5% de Gelsan® e 4,44puM de 6-Benzilaminopurina
(BAP)(Sartor, Moraes & Almeida, 2012). Os tubos contendo
os explantes foram mantidos em sala de crescimentopor no
minimo 30 dias, nas mesmas condi¢des de luminosidade e
temperatura descritas anteriormente. Apices caulinares
resultantes da brotacdo foram seccionados para que
medissem entre 3 e 5 mm. Estes foram suspendidos com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur esterilizada em solucdo de
meio MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com 3%
de alginato de sédio (p/v), 2M de glicerol, 0,4M de sacarose e

4,44uM de BAP para 1 L. Os apices caulinares foram entdo
dispensados em solu¢do de meio MS suplementado com 0,1M
de cloreto de calcio, 2M de glicerol, 0,4M de sacarose, e
4,44uM de BAP para 1 L e mantidos em agitador rotativo
(100 rpm) por 30 minutos para que as capsulas atingissem
6,0 mm de didmetro, cada capsula contendo um 4apice
caulinar. Apds este periodo as capsulas foram retiradas da
solucdo, lavadas em agua destilada e autoclavada, para a
retirada do excesso de célcio e posteriormente imersas em
solucdo de osmoprote¢do de sacarose em trés concentragdes
diferentes (0,25ML-1, 0,5ML-1, e 0,75ML1). As sementes
sintéticas foram mantidas sob agitacdo (100 rpm) por
quarenta e oito horas em temperatura a 25°C + 1°C (Wang et
al., 2005).

Apbs a osmoprotecdo, o excesso de umidade das
capsulas foi retirado com o auxilio de um papel absorvente
esterilizado e estas foram transferidas para placas de Petri de
vidro estéril (90mm x 18 mm). Antes do inicio da secagem, os
apices encapsulados foram pesados em uma balanga analitica
para obten¢io da massa fresca no tempo zero. Apds a
pesagem, deu-se inicio a secagem. As placas de Petri foram
mantidas abertas em uma camara de fluxo laminar com a
temperatura ambiente de 25 * 1°C. A perda de 4gua das
capsulas foi monitorada, utilizando-se uma balanca analitica,
em intervalos regulares de uma em uma hora. Dentro de cada
tratamento de osmoprotecdo, cada grupo de sementes
sintéticas foi separado segundo o seu tratamento de
desidratacdo o qual se constituiu de trés periodos de tempo
diferentes, 0 h (controle), 1 h e 2 hFigura 1. O teor de
umidade foi determinado pela diferenca entre a massa fresca
(MF) e a massa seca (MS) calculado de acordo com a equacdo:
Tu% = [(MF - MS)/MF] x 100%.

Figura. 1. Apices caulinares de Eugénia dysenterica submetidos ao encapsulamento-desidratagio em placas de Petri 90x90mm. A: Sementes

sintéticas ndo expostas a desidratacdo. B: Sementes sintéticas expostas a desidratacdo por uma hora. C: Sementes sintéticas expostas a desidratacio

por duas horas com tecidos oxidados e aparente necrose.

Uma parte das capsulas foram adicionadas em
criotubos e submetidas diretamente ao nitrogénio liquido por
pelo menos 1h. A outra parte foi levada diretamente para a
regeneracdo. As testemunhas se constituiram de capsulas ndo
submetidas a desidratagdo e capsulas nido submetidas a
criopreservacdo. Para o descongelamento, os criotubos foram
imersos em dgua a 402C por dois minutos e, logo em seguida,
as capsulas foram retiradas dos criotubos e inoculadas em
tubos de ensaio contendo 15 mL de meio WPM suplementado
com 30% (p/v) de sacarose, 2,5% (p/v) de Gelsan® e 4,44uM
de BAP para a regeneracdo. Os tubos de ensaio contendo os
explantes foram envolvidos em papel pardo e mantidos em
sala de crescimento na auséncia de luz durante sete dias a
25°C e, apds este periodo, transferidos para condicdes
normais de crescimento (temperatura de 25 + 1°C em
condic¢io luminosa de 22 pmol.m-2.s-1 e fotoperiodo de 16 h
de luz e 8 horas de escuro) e avaliados apés quinze dias. Os
apices caulinares foram considerados vivos ao se verificar o
alongamento dos primoérdios foliares.
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0 delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, em fatorial 3x3 (trés concentragoes
de sacarose e trés periodos de tempo de desidratagdo),
resultando em nove tratamentos com 30 repeticdes. A analise
dos dados foi feita por meio de estatistica descritiva
utilizando o software R versio 3.2.1 (R Core Team, 2017).

Na osmoprotecdo, a média do teor de agua das
capsulas foi reduzida a 43,73% de umidade apds uma hora e
a 19,86% apds duas horas de secagem. Em 40% dos apices
caulinares que foram desidratados por duas horas em camara
de fluxo laminar observou-se oxidacdo do tecido. Em
plantastolerantes adesidratagdo,6rgidos vegetativospodem
resistir até cerca de4% a 13% de teor relativo de agua,
enquanto as  plantassensiveis  adesidrataciomorrem
quandoseu teorrelativo de aguacai abaixo de20% a 50%
(Toldi, Tuba & Scott, 2009). Assim, aparentemente os tecidos
de E. dysenterica se caracterizam como ndo-tolerantes a
desidratacgdo por periodo superior a 1 hora.

A regeneragdo em dpices ndo criopreservados
ocorreu em tratamentos com osmoprotecdo referente a
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0,25M de sacarose Figura 2. O mehor tempo de desidratacdo
foi de 1 h, com 55,55% de explantes regenerados. Os tempos
de desidratacdo de 2 h e 0 h obtiveram taxas de regeneragio
de 23,07% e 16,66%, respectivamente. A sacarose atua como
soluto compativel na protecdo das macromoléculas e
membranas durante a secagem, quando a agua ainda esta
presente na massa citoplasmatica, e como substituta da agua
quando a hidratacdo é perdida gradualmente. Neste ultimo
caso, interage com as proteinas e membranas através da
ligacdo de hidrogénio impedindo, assim, a desnaturacdo das
proteinas (Zimmerman, 1993). Este comportamento indica
que a concentracdo 0,25M de sacarose foi eficiente na
protecdo da dupla camada lipidica e das proteinas durante a
secagem. E que esta é, provavelmente, a concentracdo de
sacarose necessaria para a formagio da camada de
hidratagdo vitrea amorfa, responsavel por impedir os
rompimentos mecanicos e a desnaturagio das proteinas.

Foi observado relevante indice de contaminagdo por
microorganismos em sementes sintéticas criopreservadas e
ndo-criopreservadas, o que variou segundo o nivel de
sacarose na osmoprotecdo, com 15% em 0,25M de sacarose,
33% com 0,5M de sacarose, e 52% com 0,75M de sacarose.
Sabe-se que o glicerol é um tipo de crioprotetor utilizado
também na criopreservacdo de microrganismos (Singh &
Baghela, 2017). Assim, provavelmente os endéfitos em estado
de laténcia no tecido vegetal também foram criopreservados.
Muitas vezes, para a expressdo de uma caracteristica de um
microrganismo endofitico, é necessario que o tecido vegetal
seja submetido a estress (Arnold, 2008).

Figura 2. Regeneracdo de Eugenia dysenterica em capsulas de
alginato de calcio e glicerol ndo submetidas a criopreservacdo em
meio WPM suplementado com 4,44pM de 6-benzilaminopurina
(BAP). Apice caulinar encapsulado com trinta dias de
descongelamento. Barra=10 mm.

Nio foi observada regeneracio de sementes
sintéticas criopreservadas. A razdo para o insucesso deste e
de outros casos de criopreservacdo estd relacionado a
mecanismos moleculares (Martinez-Montero & Harding,
2015). Provavelmente, a necrose no tecido foi gerada pela
presenca deespécies reativas de oxigéniono tecidoapds o
estresse de congelamento, o que pode ter geradoperéxidos
lipidicos, produtos aldeidicos ecarbonilacdo de proteinas
(Volk, 2010).

Mesmo ndo observando regeneragdo  pos-
criopreservacdo, o protocolo de sementes sintéticas
desenvolvido no presente estudo pode ser aproveitado para o
desenvolvimento futuro de protocolos que visem a
manuten¢do 4 médio prazo de sementes sintéticas em baixas
temperaturas, para que se possa produzir mudas a qualquer
época do ano. Novas metodologias deverdo ser testadas para
verificar a possibilidade de obtengido de um protocolo, assim
como de outras metodologias de criopreservagao.
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