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COMPORTAMENTO DE EIXOS EMBRIONARIOS DE
Araucaria angustifolia BERTOL (O. KUNTZE) APOS A CRIOPRESERVACAO,
USANDO O METODO DE ENCAPSULAMENTO-DESIDRATACAO

RESUMO

Araucaria angustifolia Bertol Kuntze é uma das espécies nativas de maior
importancia econbmica e ecologica para a regido sul do Brasil. A natureza
recalcitrante da espécie dificulta a conservacdo em longo prazo de suas sementes,
sendo a criopreservacao a forma de conservagdao mais apropriada. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar o comportamento de eixos embrionérios de araucaria
mediante aplicagdo da metodologia de criopreservacdo por encapsulamento e
desidratacdo. Para tanto, eixos embrionarios excisados das sementes foram
encapsulados e desidratados, sendo submetidos a dois métodos de
criopreservacdo: o congelamento rapido e o pré-resfriamento a -40°C seguido do
congelamento em nitrogénio liquido. Os eixos embrionarios foram criopreservados
por duas horas e, em seguida, foram descongelados rapidamente, cultivados in vitro
e foram realizadas as analises da integridade do DNA, germinacao in vitro, oxidacao
e o teste de tetrazdlio. Foram avaliados o numero de eixos embrionarios
germinados, a formacao de calos e o aspecto oxidado. Apés a criopreservacao, ndo
ocorreu a degradacdo do DNA dos eixos criopreservados e, pelo teste de tetrazolio,
a maioria dos eixos embrionarios que foram criopreservados pelo método de
congelamento rapido apresentou o mesmo aspecto dos eixos embrionarios nao
criopreservados, enquanto os eixos submetidos ao congelamento moderado tinham
coloracdo vermelha mais escura quando comparados com os demais. Todos 0s
eixos apresentaram aspecto de oxidagdo, porém 68,57% dos que foram congelados
rapidamente tiveram oxidacdo, enquanto que a percentagem dos pré-resfriados
oxidados foi de 10,80%, com aspecto de total deterioracdo. Nao houve germinacao
in vitro dos eixos embrionarios criopreservados. O método de encapsulamento e
desidratagdo € promissor para criopreservacdo de eixos embrionarios de araucaria
e se faz necesséria a continuacdo dos estudos para a definicdo de um método de
criopreservacao dos eixos embrionarios que permita sua germinacao posterior.

Palavras-chave: araucaria; encapsulamento; congelamento; recalcitrancia;



BEHAVIOR OF EMBRYONIC AXES OF Araucaria angustifolia BERTOL (O.
KUNTZE) AFTER CRYOPRESERVATION, USING THE METHOD OF
ENCAPSULATION-DEHYDRATION

ABSTRACT

Araucaria angustifolia Bertol Kuntze is one of the native species of greatest
economic and ecological importance to the southern region of Brazil. The recalcitrant
nature of the species hampers the long-term conservation of its seeds, being the
cryopreservation the most appropriate conservation method. The purpose of this
study was to evaluate the behavior of embryonic axes of Araucaria upon application
of cryopreservation methods for encapsulation and dehydration. Embryonic axes,
excised from seeds, were encapsulated and dehydrated, being subjected to two
methods of cryopreservation: fast freezing and pre-cooling at -40°C followed by
freezing in liquid nitrogen. The embryonic axes were cryopreserved for two hours
and then were thawed rapidly, grown in vitro and analyses of DNA integrity, in vitro
germination, oxidation and the tetrazolium test were carried out. The number of
germinated axes, the embryonic callus formation and the oxidized aspect of axes
were evaluated. After cryopreservation, DNA degradation of axes did not occur. The
tetrazolium test showed that most of the embryonic axes that had been cryogenically
preserved by quick-freezing method presented the same aspect as the
cryopreserved axes, while those subjected to moderate freezing presented a darker
red colour when compared with others. All axes presented aspect of oxidation, but
those that were quickly frozen had a higher percentage of oxidation (68.57%) while
the pre-chilled presented 10.80% and aspect of total deterioration. There was no
germination in vitro of cryopreserved embryonic axes. The method of encapsulation
and dehydration is promising for cryopreservation of embryonic axes of Araucaria
but it is necessary to carry out new studies in order to define a method of
cryoconservation of embryonic axes that allows their germination.

Keywords: araucaria, encapsulation, freezing, recalcitrance.
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1 INTRODUCAO GERAL

A desordenada exploragao da Floresta Ombréfila Mista levou a uma drastica
reducdo na populacdo de Araucaria angustifolia Bertol, a qual é a espécie
dominante neste tipo de floresta. A araucaria possui um alto interesse ecolégico, A
madeira serrada e laminada foi, por um longo periodo, um dos produtos mais
importantes na exportagcdo brasileira devido a sua alta qualidade, coloragao
amarelada, macia, leve e lisa. A madeira é composta de 58,3% de celulose de fibra
longa e 28,5% de lignina, podendo assim ser utilizada na produc¢ao de papel de alta
qualidade e a resina proveniente da casca serve para fabricacdo de vernizes,
terebintina, acetona, acido pirolenhoso e outros produtos quimicos (ANSELMINI,
2005). Os pinhdes produzidos servem como uma fonte alimentar tanto para os
animais silvestres e domésticos, quanto para o homem, sendo uma rica fonte de
energia (ANSELMINI, 2005).

Atualmente, a Floresta Ombrofila Mista esta reduzida a cerca de 2% de sua
area original e a araucaria € considerada uma espécie em extingado
(BITTENCOURT, 2007; ALARCON, 2011). A principal limitagdo da maioria dos
meétodos de propagacéo vegetativa para a araucaria deve-se ao numero reduzido de
brotos ortotropicos (crescimento vertical) que a espécie produz, sendo a maioria
brotacbes com crescimento plagiotropico (crescimento horizontal, similar a um ramo
lateral) (PIRES, 2012).

As sementes de araucaria sdo recalcitrantes, o que dificulta a sua
conservagao, portanto perdem rapidamente a viabilidade apds a colheita
(CARVALHO, 1994; CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). A técnica de
criopreservagao, que consiste no congelamento de tecidos vegetais a temperatura
baixa, de -196°C, é a forma mais adequada para a conservagdo de sementes de
espécies recalcitrantes (ENGELMANN, 2000). O metabolismo das células em
temperaturas baixas € reduzido, ndo ocorrendo a deterioragdo do material vegetal.
Apods o descongelamento, as atividades metabdlicas voltam a ocorrer normalmente
(SANTOS, 2000; ENGELMANN, 2004; BERJAK e PAMMENTER, 2008; BENSON,
2008; BERJAK et al., 2011).

A criopreservagao vem sendo muito utilizada para a conservagao de diversas

espécies florestais (WETZEL et al., 2009) e diversas formas de crioconservagéo
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vém sendo desenvolvidas com o passar dos anos. Técnicas classicas, como o
resfriamento lento, obtiveram muito sucesso no século passado, mas a utilizagdo do
encapsulamento e solugdes crioprotetoras se tornou essencial para a conservagao
de algumas espécies, principalmente para as tropicais e subtropicais. O
encapsulamento-desidratagdo tem sido a técnica de crioprotegdo mais promissora
para espécies tropicais e subtropicais com sementes recalcitrantes. Fornece uma
maior protecdo do material vegetal, por meio de uma barreira fisica composta pela
capsula de alginato e uma desidratagdo da célula em busca de um estado vitreo
(SANTOS, 2001; ENGELMANN et al., 2008; FERNANDES, 2008; KAMI, 2012).

Na literatura, ha varias informagcbes para espécies florestais, sendo
observada uma metodologia especifica e cada etapa do processo deve ser
adequada para o individuo a ser estudado. Sendo assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o comportamento de eixos embrionario de Araucaria angustifolia (Bertol)
O. Kuntze em relagdo a duas metodologias de criopreservagao, o congelamento

rapido e o pré-resfriamento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A ESPECIE Araucaria angustifolia

Araucaria angustifolia (Bertoloni) Otto Kuntze, também conhecida como
pinheiro-do-parana, pinheiro brasileiro, pinho-do-parana, pinheiro ou araucaria, é a
Unica espécie do género Araucaria de ocorréncia natural no Brasil (CARVALHO,
1994). A distribuicdo da espécie no pais vai desde o oeste do Estado de Minas
Gerais até o Rio Grande do Sul, estando as maiores areas de concentracées nos
estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (CARVALHO, 2002). A
araucaria € uma espécie que pertence a Floresta das Araucarias ou Floresta
Ombrdfila Mista, a qual faz parte do Bioma Mata Atlantica. No século passado, a
exploragdo deste bioma foi intensa e atualmente estima-se que restam
aproximadamente 2% de sua area original (MANTOVANI et. al., 2004; ALARCON,
2011).

Como a araucéria apresenta uma ampla distribuicdo geografica natural, sdo
encontradas diversas variedades (SOUSA e AGUIAR, 2012). Segundo Anselmini
(2005) sao descritas nove variedades, cujas diferencas baseiam-se na coloracao e
época de amadurecimento dos pinhfes e, em alguns casos, na forma dos seus
ramos e folhas. A variedade A. angustifolia sancti-josephi Reitz & Klein, conhecida
como pinheiro-sdo-josé, é a primeira a ter suas sementes maduras, de fevereiro a
marco e a variedade alba Reitz & Klein, chamada de pinheiro-branco, apresenta
pinhdes brancos ou brancos-amarelados, que quando secos tornam-se amarelados
(REITZ e KLEIN, 1966).

A variedade angustifolia (Bertol.) Kuntze possui pinhdes vermelhos que
amadurecem de abril a maio e a variedade indehiscens Mattos, conhecida como
pinheiro-macaco, mantém suas sementes presas aos ramos mesmo apos 0
amadurecimento dos pinhdes, chegando até a germinar, os pinhdes desta variedade
sdo bem menores do que os das outras e a maturacdo ocorre de setembro até
janeiro (KOCH e CORREA, 2002; CARVALHO, 1994: ANSELMINI, 2005). A
variedade var. nigra Reitz & Klein, nome comum pinheiro-preto, tem pinhdes de
coloracdo vermelho-escuro, quase preto e a variedade caiova Reitz & Klein,

conhecida como pinheiro-caiova, tem seus pinh6es maduros entre junho e julho. A
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caracteristica principal desta variedade € o tempo do amadurecimento das
sementes, o0 qual ocorre apds a época normal (ANSELMINI, 2005). A variedade
estriata Reitz & Klein corresponde ao pinheiro—rajado por apresentar pinhdes
vermelhos com listras vermelho-escuro e a var. semi-alba Reitz & Klein, ou pinheiro-
de-ponta-branca, pinhdes a principio com a ponta branca, que mais tarde se tornam
totalmente vermelhos (REITZ e KLEIN, 1966; CARVALHO, 1994; ANSELMINI,
2005). A variedade elegans (Hort.) Reitz & Klein € chamada pinheiro-elegante,
apresentando ramos delgados e numerosos, com folhas menores e mais densas
(REITZ e KLEIN, 1966; CARVALHO, 1994; KOCH e CORREA, 2002; ANSELMINI,
2005).

A araucaria € uma gimnosperma, possui uma copa alta, estratificada e
multipla, caliciforme nas &rvores mais velhas e conica nas mais jovens
(CARVALHO, 2002). De porte grande, atingindo em média de 20 a 25 m de altura.
Seu tronco é geralmente cilindrico, reto, raras vezes ramificado, com casca grossa e
resinosa (CARVALHO, 2002). E uma planta didica, com arvores masculinas e
femininas distintas e raramente € mondica por trauma ou doengas (REITZ e KLEIN,
1966; ANSELMINI, 2005).

2.2 INFLORESCENCIAS E SEMENTES DE ARAUCARIA

As inflorescéncias se desenvolvem na extremidade dos ramos. A estrutura
reprodutiva masculina é conhecida como androstrobilo ou mingote (FIGURA 1A), os
androstrobilos séo alongados com escamas e em sSeu interior possuem sacos
polinicos (FERRI, 1983; ANSELMINI, 2005). Passam por todos os estagios de
desenvolvimento durante o ano, entre fevereiro e agosto. S&o de cor verde e seu
eixo longitudinal é reto no inicio de seu desenvolvimento (MANTOVANI, 2004;
ANSELMINI, 2005). Com sua maturacdo, geralmente em setembro e outubro, os
androstrobilos comecam a ficar com coloragcdo amarelada até castanha e seu eixo
comeca a se curvar, quando estdo maduros; nessa época, 0s graos de polen saem
e o ciclo reprodutivo nas plantas masculinas encerra-se (FERRI, 1983; SOUSA e
HATTEMER, 2003; MANTOVANI, 2004; ANSELMINI, 2005).
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O ginostrobilo € a parte feminina da planta, conhecida como pinha (FIGURA
1 B e C) (ANSELMINI, 2005). E composto por numerosas folhas carpelares
(megaesporofilo) inseridas ao redor de um eixo conico, sua forma é arredondada
com coloracdo verde (FERRI, 1983; ANSELMINI, 2005). Arvores femininas
apresentam estruturas reprodutivas durante o ano todo, mas em épocas de
maturacdo distintas o seu ciclo de desenvolvimento demora cerca de 3 anos
(SOUSA e HATTERMER, 2003; MANTOVANI, 2004).

A polinizagéo da araucaria ocorre geralmente em setembro e outubro quando
0s ginostrébilos estdo abertos, sua polinizacdo € principalmente pelo vento, mas
uma ave conhecida como grimpeirinho (Leptastheunura setaria) também age como
polinizador durante a procura por alimento entre as folhas das arvores (CARVALHO,
2002; ANSELMINI, 2005).

FIGURA 1: Partes reprodutivas de Araucaria angustifolia (Bertol) O. Kuntze: (A) androstébilo
(ANSELMINI, 2005); Pinha de Araucaria angustifolia (B) fechada e (C) aberta. Barra: 1 cm.

A semente da A. angustifolia € popularmente conhecida como pinhéo, sendo
um alimento rico em proteinas e carboidratos (CARVALHO, 2002). O pinhdo possui
uma forma cbnica, com seu apice voltado para o eixo central da pinha, com
comprimento aproximado de 3-8 cm e 1-2 cm de diametro (ANSELMINI, 2005). E
composto por endosperma, tegumento e embrido, a améndoa branca ou rosa-clara
€ constituida principalmente de matéria amilacea (REITZ e KLEIN, 1966). No centro
encontra-se o embrido, longo e cilindrico (FIGURA 2), com dois grandes
cotilédones, que perfazem 80% do tamanho final do embrido o restante do embrido,
€ composto pelo eixo hipocotilo-radicula (REITZ e KLEIN, 1966). Na insercao dos
cotilédones encontra-se o0 pulvino meristematico que formara o cauliculo (REITZ e
KLEIN, 1966).
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2.3 COMPORTAMENTO RECALCITRANTE DAS SEMENTES

As sementes de Araucaria angustifolia apresentam comportamento
recalcitrante, portanto perdem rapidamente a viabilidade apdés a colheita
(CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). As sementes das espécies vegetais sao dividas
em dois grandes grupos: no primeiro estdo as espécies ortodoxas e no segundo as
recalcitrantes, considerando a capacidade de suas sementes suportarem a
dessecacédo no final do desenvolvimento e posterior armazenamento (ROBERTS,
1973). Porém, alguns autores consideram um terceiro grupo: as espécies que

suportam a secagem até 8 a 11% de umidade, mas que nao toleram baixas

temperaturas durante periodo de tempo prolongado (ELLIS et al., 1991;
CARVALHO, 2006b).

FIGURA 2: Semente (A) e embrido (B) de Araucaria angustifolia (Bertol) O. Kuntze. Barra: 1 cm

As sementes ortodoxas adquirem tolerancia a dessecacdo durante o
desenvolvimento, podem secar suportando teores baixos de umidade (2 a 5%)
(ROBERTS, 1973). Elas se mantém viaveis apo0s dessecacdo e podem ser
armazenadas sob baixas temperaturas por um longo periodo (ROBERTS, 1973).
Sementes ortodoxas apresentam um padrdo caracteristico de desenvolvimento
havendo um periodo natural de secagem (PAMMENTER e BERJAK, 1999b;
BERJAK, et al.;2011).

As sementes recalcitrantes perdem a viabilidade ao serem secas a teores de
agua relativamente altos (12 a 31%) reduzidos, sendo sensiveis a dessecacédo e
metabolicamente ativas (ROBERTS, 1973; PAMMENTER e BERJAK, 1999a). As
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sementes recalcitrantes apresentam um padrao de desenvolvimento indeterminado
e incompleto quando comparadas as ortodoxas, sendo as sementes liberadas antes
gue a tolerancia a dessecacéao seja adquirida (PAMMENTER e BERJAK, 1999a).

Pammenter e Berjak (1999b) indicaram que, durante o processo de
desidratacdo de sementes recalcitrantes, € necessario compreender as atividades
gue ocorrem nos diferentes niveis de hidratacdo e 0s mecanismos e processos para
combater possiveis efeitos deletérios da remocdo de agua. Diferentes processos
podem conferir protecdo contra as consequéncias de perda de a&gua nos mais
diferentes niveis de hidratacdo. A auséncia ou ineficacia destes processos ou
mecanismos determina o0 grau relativo de sensibilidade a dessecacao.
Caracteristicas fisicas como reducdo do grau de vacuolizacdo, 0 montante e a
natureza das reservas acumuladas e a conformacdo do DNA, que fazem parte dos
mecanismos de reidratacdo e a presenca e o funcionamento de sistemas
antioxidantes, sdo mecanismos oOu processos que auxiliam na tolerancia a
dessecacdo (PAMMENTER e BERJAK, 1999b).

Algumas espécies que possuem sementes recalcitrantes, como Inga vera
(BONJOVANI e BARBEDO, 2008), Calophyllum brasiliense, Calyptranthes lucida,
Cupania vernalis, Eugenia handroana (CARVALHO et al., 2006), possuem alto valor
econbmico e ambiental. Essas espécies, principalmente as florestais de clima
tropical e sub-tropical, ndo toleram a dessecacao, sendo dificil armazenar suas
sementes. Estima-se que 8% das 20.000 espécies da flora mundial sejam
classificadas como recalcitrantes (ROYAL BOTANIC GARDENS KEW, 2008). Como
ndo € possivel armazenar sementes de espécies recalcitrantes por um periodo
longo de tempo devido a perda de viabilidade e de agua e a dificuldade de
armazenamento, a criopreservacao surge como uma alternativa para conservar
material vegetal recalcitrante por periodos prolongados de tempo, sem afetar a sua
viabilidade (SOUZA et al., 2009).

2.4 CRIOPRESERVACAO

2.4.1 Definicao e aplicacdes


http://www.ipef.br/identificacao/calophyllum.brasiliense.asp
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A criopreservacdo consiste no armazenamento de material biolégico a
temperaturas ultrabaixas, sendo utilizado o nitrogénio liquido (NL) (-196°C) ou sua
fase a vapor (-150 °C ) (SANTOS, 1999; BERJAK e PAMMENTER, 2008; BENSON,
2008; BERJAK et al., 2011). E uma técnica utilizada para assegurar a conservacao
a longo prazo, em temperaturas ultrabaixas, todas as divisdes celulares e atividades
metabdlicas sendo cessadas (BERJAK e PAMMENTER, 2008; BENSON, 2008;
BERJAK et al., 2011). Abaixo de -140°C, as taxas de reacdes quimicas e biofisicas
séo lentas, favorecendo a sobrevivéncia celular, e o material criopreservado podera
ser recuperado sem adquirir lesdes letais (ZELIANG e PATTANAYAK, 2012). O
material vegetal pode, assim, ser armazenado sem alteracdo ou modificacao
durante um periodo teoricamente ilimitado de tempo (SANTOS, 1999; GUERRA e
POMPELLI, 2001; ENGELMANN, 2004; BERJAK e PAMMENTER, 2008; BENSON,
2008; BERJAK et al., 2011). Segundo Withers e Williams (1998), apesar de todos
0S processos como o0s da respiracdo e atividades enziméaticas estarem inativados
no material criopreservado, podem ocorrer danos cumulativos, resultantes da
formacéao de cristais de gelo e da atividade de radicais livres.

Para Engelmann (1997), Kami (2012) e Zeliang e Pattanayak (2012), a
criopreservacdo € o método ideal para conservacdo de germoplasma em um
espaco pequeno e com pouca manutencdo, sendo mantidas as caracteristicas do
material criopreservado.

Protocolos de criopreservacdo tém sido desenvolvidos para numerosas
espécies de plantas (SANTOS, 2001). Sementes de espécies florestais como a
aroeira (Astronium urundeuva), o ipé roxo (Tabebuia impetiginosa), a barauna
(Schinopsis brasiliensis Engl.) e embrides de Araucaria hunsteinii foram
criopreservados por desidratagcdo e imersdo direta em NL (PRITCHARD e
PRENDERGAST; 1986; MEDEIROS e CAVALLARI, 1992; GONZAGA et al., 2003;
MARTINS et al.,, 2009). Linhas embriogénicas de carvalho (Quercus robur) foram
criopreservadas utilizando solucbes crioprotetoras como a PVS2 em diferentes
periodos de tempo, obtendo, no final, a recuperacao das plantas (SANCHEZ et al.,
2008). Diferentes técnicas tém sido utilizadas incluindo a criopreservacdo de
protoplastos, suspensfes celulares, calos, gemas apicais e laterais, meristemas,
sementes, embrides somaticos e zigoticos, assim, diferentes procedimentos de

criopreservacéao foram desenvolvidos (KAMI, 2012).
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2.4.2 Técnicas de criopreservacao

2.4.2.1 Técnica classica

Os primeiros protocolos de criopreservacdo de tecidos vegetais utilizavam
resfriamento em duas fases, a primeira consistia em um resfriamento lento, até uma
temperatura de pré-congelamento de -30 a -40°C, a uma velocidade definida entre 1
e 10 °C/h usando-se um congelador programdvel, seguido de imersao direta em NL
(ENGELMANN, 1997). Essa técnica foi baseada nos eventos fisico-quimicos que
ocorrem durante o processo de congelamento em condi¢cbes naturais (MAZUR,
1963; ENGELMANN, 1997; SANTOS, 2001; ENGELMANN, 2004; CARVALHO,
2006). A funcdo do resfriamento lento é permitir a criodesidratacdo das células sem
ocorrer a formacao de cristais de gelo (ZELIANG e PATTANAYAK, 2012).

A medida que a temperatura decresce, aproximando-se de 0 °C, a célula e
seu meio externo atingem um estado de super-resfriamento (supercooling), em
seguida ocorre a formacdo de gelo no meio extracelular (SANTOS, 1999). O
conteudo da célula super-resfriada permanece descongelado, possivelmente porque
a parede celular e a membrana plasméatica impedem que os cristais de gelo
presentes nos espacos intercelulares penetrem na célula e desencadeiem o
congelamento do citoplasma (SANTOS, 1999; SANTOS, 2001). Se o resfriamento
ocorre lentamente, a agua se difunde do interior da célula super-resfriada para o
meio externo devido a diferenca de pressao do vapor da agua (maior pressao dentro
da célula que nos espacos intercelulares congelados), a 4gua é convertida em gelo
na superficie das células, o que é chamado de desidratacdo induzida por
congelamento (freeze-induced desiccation) (SANTOS, 2001; ENGELMANN, 2004,
CARVALHO, 2006;).

2.4.2.2 Técnicas contemporaneas: Vitrificacao.

A vitrificagdo, ou formacdo do estado vitreo, é o processo pelo qual a agua
sofre uma transi¢cdo da fase liquida para um estado solido amorfo e meta-estavel,
evitando a formacao de gelo cristalino (SANTOS, 2001; ENGELMANN et al., 2008).

A transicdo para o estado vitreo ndo envolve mudancas quimicas, mas apenas



26

mudancas fisicas na viscosidade do liquido (SANTOS, 2001). Refere-se ao
processo pelo qual um material altamente concentrado (solucao vitrificante) resfria a
temperaturas muito baixas (SAKAI e ENGELMANN, 2007). O solido assim formado
€ uma solucdo super saturada e de alta viscosidade, que lhe confere as
propriedades mecanicas de um solido embora nao haja formacédo de uma estrutura
cristalina (SANTOS, 1999).

Sete tipos de criopreservacdo com vitrificacdo sao citados na literatura:
encapsulamento com desidratacéo; vitrificagdo simples; encapsulamento com
vitrificacdo; desidratacdo; pré crescimento; pré-crescimento com desidratacdo e
gota-vitrificacdo (vitrification droplet) (SAKAI e ENGELMANN, 2007; SANCHEZ et
al., 2008; KAMI, 2012).

As solugdes vitrificantes mais utilizadas sdo designadas PVS (SAKAI e
ENGELMANN, 2007). Dentre elas esta a solucdo denominada PVS; composta por
glicerol (220 g L™, etileno glicol (150 g L™), propileno glicol (150 g L™), dimetil
sulféxido (DMSO) (70 g L™) e sorbitol (91,0 g L™) (KAMI, 2012). A PVS; é composta
por meio MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962) suplementado com 0,4 M sacarose,
30% (v/v) glicerol, 15% (v/v) etilenoglicol e 15% (v/iv) DMSO ( SAKAI et al., 1990). A
solucdo conhecida como PVS3; € composta por solu¢do nutritiva contendo sais e
vitaminas do meio MS e adicionada de 40% (v/v) de glicerol e 40% (v/v) de sacarose
(SAKAI e ENGELMANN, 2007).

Outras solucbes vitrificantes utilizam apenas aclUcares o qual esta
relacionado com a aquisi¢cdo da tolerancia a desidratacdo (SANTOS, 2001). Os
acucares podem agir como agentes osmaticos externos, removendo 0 excesso de
agua intracelular mediante um gradiente osmético (‘DUMET et al., 1993 apud
SANTOS, 2001). Sugere-se que eles sejam excelentes agentes vitrificadores, seu
efeito protetor sendo atribuido a vitrificagdo das membranas celulares e das
biomoléculas (HIRSH, 1987; SANTOS, 2001) ou podem substituir a 4gua removida

das biomoléculas, mantendo as estruturas hidrofilicas na sua orientacao hidratada e

! DUMET, D,; ENGELMANN, F.; CHABRILLANGE, N.; DUVAL, Y.; DEREUDDRE, J. Importance of
sucrose for the acquisition of tolerance to desiccation and cryopreservation of oil palm somatic
embryos. Cryo-Letters v. 14, p.243- 250, 1993.
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evitando perda de funcionalidade, mesmo depois da agua ter sido removida
(*CROWE et al., 1988 apud SANTOS, 2001).

O processo de vitrificacdo tornou-se um dos principais meétodos de
crioprotecdo para estruturas complexas, tendo sido aplicado a uma ampla variedade
de tecidos vegetais (SANTOS, 2001; KAMI, 2012). Linhas embriogénicas de
carvalho (Quercus robur) foram criopreservadas com solugcdo PVS2 e apresentaram
taxas de sobrevivéncia de 70% (MARTINEZ et. al.; 2003). Embries maduros de
coco (Cocos nucifera L.) sobreviveram a criopreservacdo em solucdes contendo
glicose e glicerol (ASSY-BAH e ENGELMANN, 1992). Apices de caqui (Diospyros
kaki Thunb) retornaram ao crescimento dez dias apdés a imersdo em NL sendo
osmoprotegidos com sacarose e glicerol (MATSUMOTO et. al., 2001).

Uma vantagem da vitrificacdo € poder congelar rapidamente os tecidos
vitrificados pelo mergulho direto em NL, eliminando a necessidade de se usarem
congeladores programaveis (SANTOS, 2001). Durante o rapido decréscimo da
temperatura, em contraste com o resfriamento lento, ndo ha tempo suficiente para o
crescimento de cristais de gelo no espaco intracelular e, com isso, as células
passam rapidamente pela zona de temperatura na qual o crescimento letal de
cristais de gelo ocorreria ((LUYET, 1937 apud SANTOS, 2001). Além disso, os
protocolos baseados na vitrificagdo simplificam o procedimento de crioprotecao e
permitem que explantes complexos contendo diversos tipos de células sobrevivam a
exposi¢cdo ao NL (PAULET et al., 1993; SANTOS, 2001). O ponto critico para obter
sobrevivéncia usando protocolos de vitrificacdo € a desidratacdo e ndo o
congelamento; se a amostra for desidratada até o teor de agua tolerado, obtém-se
alta sobrevivéncia na maioria dos casos (ENGELMANN et al., 1997; SANTOS,
2001).

Outro ponto importante € quantificar o tempo ideal da exposicdo das
amostras a solucao vitrificante. O aumento da tolerancia a solucao vitrificante pode
ser conseguido por meio de pré-condicionamento de cultura e de tratamentos de
saturagao ou “loading” (FERNANDES, 2008). Como pré-condicionamento, existem

duas possibilidades, a aclimatacdo a frio e a cultura em meio rico em aclcares ou

2 CROWE, J.H.; CROWE, L. M.; CARPENTER, J.F.; RUDOLPH, A.S.; AURELL WISTROM, C.;
SPARGO, B.J.; ANCHORDOGUY, T.J.; Interactions of sugars with membranes. Biochimica et
Biophysica Acta. v. 947, p. 367-384. 1988.

3 LUYET, B.J. The vitrification of organic colloids and of protoplasts. Biodynamic. v. 1, p.1. 1937.
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ambos (FERNANDES, 2008). Para muitas espécies, a pré-cultura em meio rico em
sacarose parece ndo ser suficiente para aumentar a tolerancia a solucao vitrificante,
para outras espécies, a exposicao direta a solugéo vitrificante concentrada pode ser
toxica (FERNANDES, 2008).

2.4.2.2.1 Gota-vitrificacéo

De acordo com Fernandes (2008), o método de gota-vitrificacdo deriva do
meétodo de vitrificacdo e foi utilizado pela primeira vez em 1997 por Schafer-Menuhr.
Este método € conhecido por ser eficiente para varias espécies, permitindo taxas de
regeneracao mais elevadas, comparativamente aos outros métodos de vitrificacdo
existentes (SAKAI e ENGELMANN, 2007; FERNANDES, 2008).

No método gota-vitrificacdo, o explante € colocado em uma tira de aluminio e
em seguida é adicionada uma gota da solucao crioprotetora no explante e, entdo, é
feita a imersdo em NL. Apds, o material é colocado no criotubo para a
criopreservacao (SAKAI e ENGELMANN, 2007). Este protocolo é semelhante ao
utilizado no método de vitrificagdo, ou seja, utiliza-se um pré-tratamento, solucao
‘loading”, exposicao a PVS,. O principal interesse a destacar nesta técnica é a
possibilidade de atingir altas taxas de resfriamento / aquecimento utilizando um
pequeno volume de solugdo vitrificante. Embora ainda seja uma técnica muito
recente e pouco utilizada, a vitrificagcdo “droplet” € um método promissor
(FERNANDES, 2008).

2.4.2.2.2 Encapsulamento-desidratacao

Esse método € baseado na producdo de sementes sintéticas, neste
procedimento, o material vegetal € inserido em capsulas de alginato de calcio
(SANTOS,1999). O desenvolvimento recente desta técnica criogénica facilita a
criopreservacdo, a matriz polimérica que circunda o tecido vegetal promovendo a
sua regeneracao apos descongelamento (SANTOS,1999; FERNANDES, 2008). O
encapsulamento dos explantes auxilia na tolerancia a solugcbes com elevadas

concentragdes de sacarose e a desidratagcao a um baixo teor de umidade que seria
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altamente prejudicial ou letal para as amostras ndo encapsulados. Devido a extrema
desidratacéo dos explantes a maior parte ou toda a agua congelavel é removida das
células e a vitrificagcdo dos solutos internos ocorre durante a imerséo rapida em NL,
assim evitando cristalizacdo do gelo intracelular (ENGELMANN et al.,, 2008). A
resisténcia a desidratacdo e ao congelamento € induzida pela pré-cultura do tecido
encapsulado em meio enriqguecido com sacarose ou outro crioprotetor antes da
desidratagcdo (SANTOS, 2001; SANTOS,1999; BANDUPRIYA et al.,, 2007,
FERNANDES, 2008; ENGELMANN et al., 2008; KAMI, 2012). A sacarose provoca
uma desidratacdo parcial antes da exposicdo a baixas temperaturas (SANTOS,
2004). Explantes encapsulados sdo muito faceis de manipular durante todo o
protocolo de criopreservacdo e o encapsulamento e desidratacao foi implementada
com sucesso em um grande numero de espécies, tanto a partir de origem de clima
temperado e tropical (ENGELMANN, 2008).

Plimulas de embrides de coco (Cocos nucifera L.) foram encapsuladas e
tratadas com diversas concentracdes de ABA que funciona como um crioprotetor;
Com este tratamento aumentou a taxa de sobrevivéncia das plumulas
(BANDUPRIYA et al.,, 2007). Santos (2004) criopreservou eixos embrionarios de
diferentes espécies de Citrus utilizando a mesma técnica de encapsulamento, mas
com diferentes agentes crioprotetores, obtendo resultados satisfatorios.

A técnica de encapsulamento proporciona algumas vantagens, entre as quais
a facilidade de armazenamento e de manuseio e aumento do potencial de
armazenamento a longo prazo sem perder a viabilidade e as capsulas podem ser
colocadas diretamente em cultura (SANTOS, 1999; SANTOS, 2001; ENGELMANN
et al., 2008; FERNANDES, 2008; KAMI, 2012).

Engelmann et al. (2008) descreveram as etapas sucessivas do protocolo de
encapsulamento-desidratacdo, que otimizam a maxima recuperagdo dos explantes
ap0s a criopreservacao. Essas etapas, como pré-condicionamento, pré-cultura,
osmoprotecao e desidratacao, se aplicam em todos os casos antes do resfriamento
(ENGELMANN et al.,, 2008). O alginato de sédio, na presenca de cations di e
trivalentes, complexa-se e forma o alginato de caélcio; os cations metélicos formam
ligacOes ionicas entre o acido carboxilico das moléculas de acido gulurénico do
alginato (REDENBAUGH et al., 1986; GUERRA et al., 1999). A resisténcia e dureza
da capsula sao func¢des da proporcéo entre os acidos gulurénico e manurdnico, 0s
cations e o tempo de complexacdo (REDENBAUGH et al., 1986; GUERRA et al.,



30

1999). A polimerizacdo pode ser controlada visualmente; inicialmente, as capsulas
sdo translucidas e, conforme a polimerizacdo progride, tornam-se opacas
(ENGELMANN et al., 2008).

2.4.3 Criopreservagao de embrides

De acordo com Fernandes (2008), para a criopreservagdo de sementes
torna-se necessario criar alternativas, especialmente quando se trata de espécies
em vias de extincdo, pois 0 niumero de sementes disponiveis é reduzido.

Geralmente, as sementes recalcitrantes sdo grandes e apresentam elevada
guantidade de agua a ser retirada, devido ao seu tamanho; a perda de agua
congelavel é lenta, o que deixa as sementes expostas por mais tempo a acéo de
radicais livres deletérios gerados pela prépria perda de &agua (BERJAK e
PAMMENTER, 2001). Como as sementes recalcitrantes hdo possuem mecanismos
antioxidantes, sua viabilidade é comprometida, sendo assim, a minima remocéo de
agua deve ser rapida (BERJAK e PAMMENTER, 2001). Quando o objetivo é a
conservacao de germoplasma, a semente é o material preferencial para estabelecer
a cultura in vitro e propagar plantas. Assim, a criopreservacdo de sementes € uma
técnica interessante para uma estratégia de conservacdo (FERNANDES, 2008).

Em comparacdo com outros sistemas de cultura, pouca atencdo tem sido
dada a criopreservacdo de embrides, porém o interesse na embriogénese somatica
esta crescendo (WITHERS e WILLIAMS, 1998). A criopreservacdo de embrides e
eixos embrionéarios excisados tém gerado bons resultados, pois a area € menor, 0
gue permite uma rapida perda de agua a baixa temperatura (BERJAK e
PAMMENTER, 2008). Mesmo assim, deve ser levado em consideragdo que as
diferentes partes da semente variam quanto a tolerancia a dessecagéo, sendo 0s
eixos embrionarios considerados os mais sensiveis (BERJAK e PAMMENTER,
2008). O congelamento a seco preserva com sucesso embrides em estadios
relativamente avancados de desenvolvimento, a medida que a taxa de resfriamento
€ reduzida, levando a uma maior desidratacdo (WITHERS e WILLIAMS, 1998). Na
manipulacédo de embrides a serem criopreservados e posteriormente germinados,
alguns pontos devem ser levados em consideracdo: a ocorréncia de danos no

momento de excisdo, o prévio tratamento quimico para eliminar microrganismos que
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estejam presentes, a duracdo da secagem rapida, o uso de substancias
crioprotetoras, a etapa de descongelamento e a definicdo de um protocolo para a
germinacao in vitro e o estabelecimento das plantulas (BERJAK e PAMMENTER,
2001; 2008).

Uma das aplicacbes mais promissoras da criopreservacao de embrides,
provavelmente, sera nha conservacdo genética de espécies com sementes
recalcitrantes. Como os embrides de sementes recalcitrantes normalmente s&o
muito grandes quando comparados aos de outras espécies criopreservadas,
meristemas excisados das sementes, ou embrides secundarios induzidos (menor
tamanho) seriam mais adequados (WITHERS e WILLIAMS, 1998).

2.4.4 Problemas apresentados pela técnica de criopreservacao

2.4.4.1 Formacao de cristais de gelo

O congelamento da agua ocorre em temperaturas abaixo de zero, a menor
temperatura de super resfriamento possivel na maioria dos sistemas bioldgicos
sendo o ponto de nucleacdo do gelo, o que ocorre em torno de -40 °C (BENSON,
2008). Nessa temperatura, as moléculas de agua formam um “"embrido de gelo"
capaz de formar um cristal, apés este evento inicial, os cristais de gelo tém a
capacidade de crescer, formando redes complexas que podem aumentar
exponencialmente. A nucleacdo do gelo afeta a integridade estrutural, osmética e
coligativa das células, o que causa rupturas fisicas e danos mecanicos. Danos
coligativos resultam do excesso de concentragdes de soluto que comprometem a
funcdo celular (BENSON, 2008). Dois mecanismos podem promover o dano a
estrutura celular e conduzir diretamente a diminui¢céo da firmeza do tecido vegetal: o
primeiro esta relacionado com a possibilidade de perfuracdo da membrana celular
pelo cristal de gelo intracelular, contribuindo para a redugéo da pressao de turgor, ja
0 segundo relaciona-se com a quebra da estrutura da parede celular pelo cristal
formado no meio extracelular, podendo ocorrer o colapso celular (CARNEIRO e
CAL-VIDAL, 2000; SANTOS, 2001).

E dificil evitar a formac&o dos cristais de gelo uma vez que alguns tecidos

vegetais usados apresentam altos teores de agua em suas células, como calos,
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embrides zigoticos ou somaticos, gemas apicais e laterais, sementes e suspensdes
celulares (SANTOS, 2001). Extensiva formacédo de cristais de gelo intracelular ira
ocorrer caso estes tecidos sejam congelados no estado hidratado; assim, a agua
precisa ser removida antes do congelamento, para evitar a injlria causada pelos
cristais de gelo (SANTOS, 2001; ENGELMANN, 2010). A desidratacdo, que parece
ser simples, € um processo importante, porque a agua tem muitas funcdes
biolégicas (SANTOS, 2001).

2.4.4.2 Radicais livres e 0 estresse oxidativo

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas que podem causar uma
ampla gama de danos nas células, durante os procedimentos de criopreservacao
(KACZMARCZYK, 2012). Tecidos de plantas sdo sensiveis a uma variedade de
tensdes, incluindo o estresse oxidativo (KACZMARCZYK, 2012). A formacgédo de
espécies reativas do oxigénio (ROS) pode ocorrer durante as varias etapas do
processo de criopreservacdo (BECKETT et al,; 2004; BECKETT et al. 2005). Por
exemplo, foi detectado estresse fotooxidativo durante a excisdo de apices, lesao
osmotica e secagem apos a aplicacdo de agentes crioprotetores, durante a rapida
mudanca de temperatura quando as amostras sdo criopreservadas e apds o
reaquecimento (BECKETT e MINIBAYEVA, 2003; BECKETT et al,; 2004; BECKETT
et al. 2005; KACZMARCZYK, 2012).

Os radicais livres mais reativos encontrados em plantas incluem superéxido
(O2), o radical hidroxila (OH¢), o hiperéxido (OOH) e espécies reativas de oxigénio
(ROS). Todos os radicais livres ativos sdo moléculas que contém um elétron ndo
emparelhado e que reagem inespecificamente com moléculas vizinhas, removendo
elétrons e causando uma reacdo em cadeia de formacdo de radicais. A remocéo
dos elétrons pode conduzir a uma perda de funcédo e alteracbes estruturais em
macromoléculas como as proteinas, os lipidios e o DNA. Frequentemente ROS sao
produzidos como subprodutos durante o metabolismo celular como respiragéo e
fotossintese. A formagcdo de ROS é controlada pela acdo de antioxidantes e
proteinas que podem extinguir estas moléculas e reparar os danos causados.
Reduzir temporariamente a exposicdo da amostra criopreservada a luz leva a um

aumento da sobrevivéncia, devido a diminuicdo do estresse foto-oxidativo, o que



33

evita elevados niveis de oxigénio singlet e superoxido (O;) (BECKETT e
MINIBAYEVA, 2003; BECKETT et al. 2005; KACZMARCZYK, 2012).

A quantificacdo de ROS é dificultada pela alta reatividade de curta duragdo
das moléculas. Desta forma é mais facil medir a formagéo de produtos dos danos
oxidativos ou a capacidade antioxidante da célula. A quantificacdo de antioxidantes
€ uma boa indicacdo da capacidade das células de regular o estresse oxidativo e a
quantificacdo de produtos finais da oxidacdo dos ROS é uma indicagdo dos danos
causados (GOUVEIA 2007; KACZMARCZYK, 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Analise de Sementes
Florestais (LASF) e nos laboratorios de Cultura de Tecidos e Transformacdo da
Embrapa Florestas, localizado em Colombo (Parand) e no Laboratério de
Micropropagagéo de plantas do Departamento de Fitotecnia e FitossanitariSmo no
Setor de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Parana, localizada em

Curitiba (Parana).

3.1 MATERIAL VEGETAL

Pinhas de araucéria (Araucaria angustifolia Bertol O. Kuntze) que estavam no
ponto de coleta, foram coletadas na area experimental de teste de procedéncias e
progénies localizada na Embrapa Florestas. As sementes retiradas das pinhas
foram armazenadas em sacos plasticos transparentes de 20 micra de espessura,
os quais foram colocados em camara fria (5°C) com 89% de umidade relativa,

durante o periodo de realizacdo dos experimentos.

3.2 DESINFESTACAO E PREPARO DOS EIXOS EMBRIONARIOS

O tegumento das sementes foi removido e em seguida as mesmas foram
desinfestadas com uma solucéo de hipoclorito 3% adicionado de 1% de Tween 20®
durante 20 minutos. Posteriormente, as sementes foram lavadas trés vezes com
agua destilada autoclavada para a remocéao da solucéo desinfestante. Com o auxilio
de um bisturi e pinga. O embrido foi excisado e os colitédones removidos. Os eixos
embrionarios foram colocados em placa de Petri com papel filtro umedecido para

evitar a perda de umidade.
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3.3 ENCAPSULAMENTO

3.3.1 Preparo das capsulas

Para o encapsulamento, os eixos embrionarios foram colocados em uma
solucédo contendo sais e vitaminas MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), 0,4 M de
sacarose e 3% de alginato de sdédio, durante quinze minutos. Os eixos foram
resgatados com o auxilio de uma pipeta e transferidos para uma solucao estéril de
100 uM de CaCl,, onde permaneceram por 30 minutos, para a formacao da capsula
de alginato (FIGURA 3). As capsulas foram lavadas com agua destilada autoclavada

para a remocao do excesso de CaCls.

FIGURA 3: Embrido de Araucaria angustifolia (Bertol) O. Kuntze: Pontilhado representa area de corte
para remocéo dos cotilédones (A); Eixo encapsulado com alginato de sodio (B); (Barra: 1 cm)

3.3.2 Osmoprotecéo

As capsulas contendo o0s eixos embrionarios foram colocadas em meio de
cultura estéril contendo sais e vitaminas MS e 0,7M de sacarose. Este meio,
contendo elevada concentracdo de sacarose, teve a funcdo de auxiliar na
desidratacdo do material vegetal. As capsulas permaneceram nesta solucao por
dois dias em incubadora, com agitacdo de 80 rpm, em temperatura de 25 + 2 °C e

No escCuro.

3.3.3 Desidratagéo
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ApoOs a osmoprotecédo, as capsulas foram secas sobre papel filtro estéril para
remocdo de liquido restante e mantidas em camara de fluxo laminar durante 30

minutos até atingirem a umidade de 80% como representado na Figura 4.
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FIGURA 4- Curva de desidratagdo em fluxo laminar de eixos embrionérios de Araucaria angustifolia
(Bertol) O. Kuntze.

3.4 Criopreservacao

Os tratamentos de criopreservacao utilizados foram: congelamento rapido,
consistindo na imersédo direta em NL (Tratamento 1) e resfriamento moderado com
pré-resfriamento a -40°C e imersdo em NL (Tratamento 2). As capsulas de ambos
os tratamentos permaneceram 120 minutos em NL. Foram utilizadas 80 capsulas
por tratamento. As mesmas foram colocadas em criotubos estéreis, sendo que em
cada um foram colocadas cinco capsulas (FIGURA 5). As testemunhas foram
capsulas contendo os eixos embrionarios ndo criopreservadas.

Para o resfriamento moderado foi utilizado o aparato “Mr. Frosty ® Freezing
Container” (marca Nalgene) (FIGURA 6). Neste, a reducdo da temperatura ocorreu
a uma taxa de resfriamento de -1°C por minuto. Ap6és 68 minutos, a temperatura
atingiu para -40°C (informagdo do fabricante). Em seguida, as capsulas foram

imersas em nitrogénio liquido (-196°C) durante 2 horas.
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FIGURA 5: Criotubos de 2 mL contendo eixos embrionarios de Araucaria angustifolia (BERTOL) O.
Kuntze encapsulados.

FIGURA 6: Aparato Mr. Frosty ® Freezing Container (Nalgene)

3.4.1 Descongelamento e desencapsulamento

Apos 120 minutos em NL, os criotubos foram descongelados em banho maria
a uma temperatura de 37°C durante trés minutos (WALTERS et al.,2008). Em
seguida, as cépsulas foram colocadas em solucéo estéril de 100 uM de KNOg, para

a remocdao da capsula de alginato.

3.5 ANALISES FISIOLOGICAS, BIOQUIMICAS E MOLECULARES
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3.5.1 Integridade do DNA

Para a avaliacdo do material genético, o DNA total dos eixos embrionarios
criopreservados foi extraido utilizando-se o protocolo proposto por Doyle e Doyle
(1990), com algumas modificagoes (ANEXO).

Quinze eixos de cada tratamento, divididos em trés porgdes de cinco, foram
utilizados. Realizou-se a quantificacdo do DNA no aparelho NanoDrop 2000
(Thermo Scientific) e aplicou-se no gel de agarose 0,8% o DNA na concentracao de
12 pg/uL e a eletroforese foi corrida por 30 minutos a 100 W. Foi avaliada a
degradacdo do DNA pela formacdo de um arraste. O DNA total de eixos néo
encapsulados (controle), encapsulados e néo criopreservados (testemunha), bem

como de eixos encapsulados e criopreservados foi analisado.

3.5.2 Germinacéao in vitro

Com o objetivo de avaliar a sobrevivéncia dos eixos ap0s a criopreservacao,
0s mesmos foram colocados em tubos de ensaio (15 x 2,5 cm) contendo 15 mL de
meio de cultura. O meio foi 0 MS com 4 g L * de 4gar, 3% de carvéo ativado, 0,929
uM de KIN e 11,40 uM de AIA (PRITCHARD e PRENDERGAST, 1986), o pH do
meio sendo ajustado para 5,8 antes da autoclavagem por 20 minutos a 120°C. Os
tubos foram mantidos em sala climatizada, com temperatura de 25+ 2°C sob
irradiancia de 40 umol. m?.s™. Foram utilizados 40 eixos por tratamento. Apés 15
dias, avaliaram-se a porcentagem de germinacdo, ocorréncia de oxidacdo e
formacao de calos. Apos 20 dias de cultura in vitro, os eixos foram retirados do meio

de cultivo para avaliacao do seu aspecto morfolégico.

3.5.3 Teste de Tetrazolio

Dez eixos embrionarios de cada tratamento foram colocados em uma solucao
de 1% de cloreto de 2, 3, 5 trifenil tetrazdlio durante duas horas, a uma temperatura
de 30°C e no escuro (ABREU et al.,2012). Apés, os eixos foram lavados, avaliados

externamente e classificados em viaveis e néo viaveis, baseado na sua coloracao,
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de acordo com o proposto pelas Regras de Analises de Sementes (BRASIL, 2009).
Como informacéo adicional, foi realizado um corte longitudinal nos eixos para

verificagdo da coloracao e a viabilidade do eixo embrionério.

3.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 4
repeticdes de 10 tubos de ensaio por tratamento de criopreservacdo na germinacao
in vitro. O experimento foi realizado 3 vezes e as médias dos trés foram utilizados
para as analises estatisticas.

As médias dos tratamentos foram submetidas a andlise de variancia
(ANOVA) e comparacdo de médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia. Foi utilizado o programa estatistico Assistat (SILVA e AZEVEDO,
2009).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 GERMINACAO IN VITRO

Na germinacdo in vitro somente alguns eixos embrionarios encapsulados e
nao criopreservados germinaram (4%) enquanto os eixos embrionarios que foram
pré-resfriados e resfriados rapidamente ndo germinaram (TABELA 1).

Os eixos embrionarios da testemunha, mesmo tendo permanecido durante
dois dias na solucdo de osmoprotecdo com elevada concentracdo de acucar e
desidratados em fluxo laminar durante 30 minutos, também apresentaram
formacao de calos e menor nivel de oxidacdo do que o congelamento rapido, mas
maior do que os do pré-resfriamento (TABELA 1).

TABELA 01: FORMA(;AO DE CALO, GERMINACAO E OXIDAGCAO EM EIXOS EMBRIONARIOS DE
ARAUCARIA  APOS TRATAMENTOS DE CRIOPRESERVACAO (TESTEMUNHA:
EIXO ENCAPSULADO E NAO CRIOPRESERVADO).

Formacéao de _ Oxidacéo _
Germinacéo Contaminacéo
Tratamento Calos (morte negra)
(%) (%)
(%) (%)

Testemunha 25,00 a 4,00 a 13,00 b 32,50 a
Congelamento rapido 0,00 b 0,00 b 68,57 a 28,93 a
Pré resfriamento 0,00 b 0,00 b 10,80 b 27,25 a

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Em alguns eixos encapsulados e nédo criopreservados ocorreu um
intumescimento, inicio de alongamento, seguido de coloracdo verde-amarelada, o
gue indica viabilidade, segundo Walters et al. (2008) (FIGURA 7 B). Os eixos que
emitiram raiz e a parte aérea alongada com sintese de clorofila (eixos com
coloragéo verde) foram considerados como eixos germinados. Houve também a
formacéo de calos na extremidade superior em 25% dos eixos encapsulados nao
criopreservados (FIGURA 7 A) (TABELA 1).

A formacdo de calos, observada em alguns eixos, demonstra haver

variabilidade genética entre estes quanto a regeneracédo in vitro, uma vez que as
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sementes foram coletadas de diversas matrizes de diferentes procedéncias. Na
literatura, ndo foram encontrados relatos referentes a capacidade de regeneracao
in vitro de gendtipos de araucaria de diferentes procedéncias.

Os eixos encapsulados e congelados rapidamente ndo apresentaram
formacao de calos e nem germinacao, apos 15 dias do cultivo in vitro. Além disso, a
porcentagem de oxidacdo foi elevada (68,57%) quando comparada a dos outros
tratamentos ( TABELA 1) (FIGURA 8 A). A oxidacao € o principal dano causado pela
criopreservacédo (GOUVEIA, 2007).

Marin e Duran-Vila (1988), quando criopreservaram embrides somaticos de
laranja (Citrus sinensis) observaram a ocorréncia de oxidagdo. Os embribes
apresentaram uma coloragdo marrom e ndo mostraram qualquer desenvolvimento
até um periodo de 34-65 dias apds o congelamento em NL. Apds este periodo,
alguns embrides desenvolveram manchas verdes que se transformaram em novos
embrides, pseudobulbos e calos. Tal fato pode indicar que no presente trabalho os
eixos embrionérios criopreservados ainda podem estar vivos, mesmo ndo sendo
observado inchaco, alongamento ou mudanca de cor. No presente trabalho, essa
oxidacdo se deu no material congelado rapidamente. Com o congelamento rapido
do tecido vegetal, ndo ha tempo suficiente para a formacao de cristais de gelo que
danificam a estrutura celular (MEDEIROS et al., 2004; MEDEIROS e ABREU, 2007;
NORMAH e MAKEEN, 2008).

Os eixos embrionarios pré-resfriados a -40°C e, em seguida, congelados em
NL, ndo germinaram e além disso ndo apresentaram formacéo de calo e nenhum
inicio de coloracdo ou intumescimento, o que poderia indicar inviabilidade. Estes
permaneceram com a aparéncia inicial apds a inoculagéo in vitro. No entanto, a
porcentagem de eixos oxidados foi tdo baixa quanto aquela encontrada entre 0s
eixos que nao foram criopreservados (FIGURA 8 B) (TABELA 1).

Na maioria dos sistemas biologicos, a menor temperatura de super-
resfriamento é o ponto de nucleacdo do gelo, o qual ocorre a cerca de -40°C. Nesta
temperatura, as moléculas de agua formam “embrides de gelo” de uma dimensao
critica que é termodinamicamente capaz de crescer e formar um cristal (BENSON,
2008). Os cristais de gelo afetam a integridade estrutural e osmotica das células,

causando rupturas fisicas e danos mecanicos.
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FIGURA 7: Eixos embrionarios de Araucaria angustifolia (Bertol) O. Kuntze encapsulados e nao
criopreservados apresentando a formacgéo de calos (A), germinacao (B) e oxidacdo (C) apos 15 dias
em meio MS com 3% de carvéo ativado, 0,929 uM de cinetina e 11,20 uM de &cido indol-acético.
Barra(Ae C)=0,5cm.

Quando uma velocidade controlada de resfriamento € aplicada as células,
em primeiro lugar forma-se o gelo extracelular e um gradiente de agua diferencial é
criado através da membrana celular e intracelular. A 4gua se move para o lado de
fora e a quantidade de agua disponivel para formar cristais de gelo se torna
reduzida. Se o resfriamento € muito lento, os solutos das células tornam-se
excessivamente concentrados, o que causa danos devido a altas concentragdes dos
solutos (SANTOS, 1999). Provavelmente, o processo de reducdo da temperatura
para -40°C, na metodologia com pré-congelamento aplicada aos eixos
encapsulados, pode ter sido muito lento, o que levou a concentragdo dos solutos e
consequentes danos. Para a definicho de uma metodologia adequada para a
criopreservacdo de qualquer tecido vegetal, € necessario adaptar a taxa de
resfriamento de modo que apenas a quantidade certa de agua seja removida,
evitando lesbes (WALTERS et al., 2008).

A recuperacdo dos tecidos criopreservados € uma etapa critica do processo
de criopreservacdo e depende, entre outros fatores, das condicbes de cultura
subsequentes (WALTERS et al., 2008). Meios enriquecidos com reguladores de
crescimento sdo usualmente utilizados na etapa de crescimento e recuperacao de
explantes. O meio MS (Murashige e Skoog, 1962) é o mais comumente utilizado
(NORMAH e MAKEEN, 2008), porém deve se respeitar a particularidade de cada
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espécie e elaborar um protocolo especifico de meio de recuperacdo para tecidos
criopreservados. Pritchard e Prendergast (1986) adicionaram 0,929 uM de KIN e
11,20 uM de AIA em meio MS para recuperar embrides de Araucaria hunsteiniii
criopreservados, obtendo uma taxa de sobrevivéncia de 80% quando os eixos foram
desidratados até 20% de umidade.

Na figura 8 estdo apresentados os eixos criopreservados pelo método de
congelamento rapido e moderado. Os eixos criopreservados pelos dois métodos se
apresentaram bastante oxidados (FIGURA 8), apesar de haver grande diferenca
entre os niveis de oxidagdo. Pela avaliacdo dos eixos 15 dias apds o cultivo in vitro
foi observado que a ponta da radicula dos eixos criopreservados pela metodologia
com pré-congelamento, apresentou-se mais oxidada. Segundo Walters et al.
(2008), raizes sem o desenvolvimento de brotos € uma anormalidade comum,
especialmente apos criopreservacao, sugerindo que as células da radicula devem

ser mais tolerantes a criopreservacao, podendo ainda se recuperarem.

FIGURA 8: Diferentes graus de oxidacdo dos eixos embrionarios de Araucaria angustifolia (Bertol) O.
Kuntze encapsulados e submetidos ao congelamento rapido (A) e ao pré-resfriamento até -40°C (B)
apoés 20 dias em meio MS com 3% de carvdo ativado, 0,929 uM de cinetina e 11,20 uM de é&cido
indol-acético. Barra =1 cm.

Gonzalez-Arnao (comunicacdo pessoal) define dois tipos de morte em
técnicas de regeneragdo e criopreservacdo: a negra e a branca. A morte negra &
caracteristica do explante que esta oxidado, mas pode se recuperar como relatado
por Marin e Duran-Vila (1988) que observaram a regeneracdo de embrides
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somaticos de laranja (Citrus sinensis) oxidados. A morte branca ocorre quando o
material vegetal, apdés o descongelamento se apresenta totalmente branco e nao

pode ser recuperado.

4.2 TESTE DE TETRAZOLIO

Foi realizado o teste bioquimico de tetrazdlio como forma de avaliar a
viabilidade dos eixos embrionarios encapsulados e criopreservados e em razdo de
sua rapidez, precisdo, baixo custo e possibilidade de estimativa do vigor. Os eixos
embrionéarios foram avaliados internamente. Os resultados estdo apresentados na
Figura 9, os eixos encapsulados nao criopreservados apresentaram coloragéo
vermelha a rosada, o que indicou viabilidade (FIGURA 9 A). O conjunto radicula,
hipocotilo e epicotilo apresentaram coloracdo rosada, enquanto que a parte que
circunda este conjunto apresentou coloracdo vermelha. A maioria dos eixos
embrionarios que foram criopreservados pelo método de congelamento rapido
apresentou 0 mesmo aspecto dos eixos embrionarios ndo criopreservados, com
excecdo dos eixos na posicdo 5 e 10, estes foram considerados ndo viaveis
(FIGURA 9 B).

Os eixos embrionarios criopreservados pelo método de pré-resfriamento
apresentaram coloragcédo vermelha mais escura quando comparados com os demais
(FIGURA 9 C), o que indica o inicio de deterioracdo e/ou consequente perda de
viabilidade. Em nenhum eixo embrionario submetido aos trés tratamentos foi
observado flacidez dos tecidos. Vale ressaltar que os eixos encapsulados nao
criopreservados passaram pela solugdo de osmoprotecdo com elevada
concentracdo de sacarose e foram dessecados; ainda assim apresentaram
viabilidade.

A imersdo direta dos explantes em NL ou resfriamento rapido induz o
congelamento intracelular mais cedo no processo, 0 que evita uma rapida
desidratacéo celular. Segundo Withers e Williams (1998), os cristais de gelo que se
formam dentro da célula sdo muito pequenos e ndo causam danos (WITHERS e
WILLIAMS, 1998). Assim, 0s eixos embrionarios com alto teor de agua congelados
rapidamente poderiam sobreviver apos a criopreservacdo (NORMAH e MAKEEN,

2008). Berjak et al. (1999) conseguiram uma recuperacdo importante de plantulas a
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partir dos eixos embrionarios de sementes recalcitrantes de Quercus robur (60%),
gue foram congeladas rapidamente. No resfriamento lento, o gelo se forma
externamente a célula, mas a membrana celular funciona como uma barreira que
evita a nucleacdo de gelo no seu interior, deixando o conteado -celular
posteriormente gelado. A agua sai por difusdo da célula ao meio extracelular e o
conteudo celular é desidratado; este se solidifica com a formacdo de uma pequena
guantidade de gelo que n&o causa danos (WITHERS e WILLIAMS, 1998).

FIGURA 9: Eixos embrionérios de Araucaria angustifolia (Bertol) O. Kuntze avaliados pelo teste de
tetrazodlio. A: eixos encapsulados e nédo criopreservados; B: eixos criopreservados pelo método
rapido; C: eixos criopreservados com pré-congelamento. (Barra = 1cm).
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Como foram notadas diferencas entre as coloracdes externa e interna nos
eixos quando submetidos a criopreservacdo, o desenvolvimento de um protocolo
adequado para o teste de tetrazolio seria util, uma vez que esta é a forma mais
rapida de se conhecer a viabilidade dos eixos.

4.3 INTEGRIDADE DO DNA

Na FIGURA 10 esta apresentado o perfil eletroforético do DNA total extraido
dos eixos embrionarios de araucéria ndo encapsulados, encapsulados néo
criopreservados e criopreservados. Pode ser observada a integridade do DNA total
de todos os eixos analisados, ndo havendo arrastes no perfil eletroforético de cada
amostra. Tal fato indica que o encapsulamento, osmoprotecéo, rapida secagem em
fluxo laminar e criopreservacdo ndo causaram danos ao material genético dos eixos

embrionarios de araucéria.

FIGURA 10: Perfil eletroforético do DNA total extraido de eixos embrionérios de Araucaria
angustifolia (Bertol) O. Kuntze. 0: DNA degradado. 1, 5 e 9: eixos excisados antes da montagem dos
testes; 2, 3 e 4: eixos encapsulados apés a osmoprotecdo; 6, 7, e 8: eixos encapsulados submetidos
ao congelamento rapido; 10, 11, 12 eixos encapsulados submetidos ao congelamento moderado.

Foi realizada a extracdo de DNA de eixos embrionarios retirados das
sementes antes do procedimento de encapsulamento (amostras 1, 5 e 9) (FIGURA
10). Tal procedimento foi adotado devido ao fato de que a solucdo de alginato de
sodio e a solucdo com elevada concentracdo de sacarose poderiam ter causado
algum efeito tdéxico nos eixos. Como houve uma etapa de desidratacdo das
capsulas, o DNA total de eixos encapsulados e deixados em desidratacdo em
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camara de fluxo laminar, também foi extraido (amostras 2, 3 e 4). Neste ultimo caso
objetivou-se avaliar se a rapida secagem e o tratamento de osmoprotecdo poderiam
ter causado danos ao DNA.

A qualidade genética pode ser afetada pela ocorréncia de degradacdo do
acido desoxirribonucleico (DNA) devido ao estresse gerado pela desidratacao,
mudanca do estado da agua, toxidez das solucdes crioprotetoras e pelas baixas
temperaturas utilizadas na criopreservagéo.

Masetto et al. (2008), avaliando o comportamento de sementes de Eugenia
pleurantha frente a desidratacdo, utilizaram o perfil eletroforético de DNA total para
verificar a degradacdo do mesmo, sendo, o DNA total extraido apds cada etapa de
reducdo da quantidade de &gua presente nas sementes. No presente trabalho,
como a criopreservacao esta relacionada a mudanca de estado da 4gua, e o grau
de hidratacdo dos tecidos também é afetado, podendo levar a desnaturacdo das
moléculas de DNA, a observacéao do perfil eletroforético do DNA total foi aplicada.

Analisando a formacdo de bandas sem arraste em todos os tratamentos,
observou-se que o DNA total dos eixos embrionarios criopreservados pelos dois
métodos utilizados permaneceu integro, ndo apresentando diferencas entre si.
Mantida a integridade do material genético apos a criopreservacao, € esperado que
ocorra a germinacao dos eixos e a obtencéo de plantulas normais.

Uma das técnicas mais utilizadas em espécies com caracteristicas
recalcitrantes é encapsular os embrides e fazer um pré-cultivo com altas
concentracfes de sacarose levando a desidratacdo do material vegetal, removendo
a maior parte ou toda a 4gua congelavel. A vitrificacdo dos solutos internos ocorre
durante a exposicao ao NL, assim podendo evitar a cristalizacado do gelo intracelular
e a morte dos tecidos (ENGELMANN et al., 2008). A maioria dos trabalhos
envolvendo encapsulamento e desidratacdo de espécies classificadas como
recalcitrantes e intermediarias obtiveram sucesso. Por exemplo Wang et al. (2005)
criopreservaram brotos de framboesa (Rubus idaeus L.) utilizando técnicas de
encapsulamento e vitrificagdo e encapsulamento-desidratacdo, sendo que grande
guantidade de células meristematicas sobreviveram ao nitrogénio liquido.

Fernandes et al. (2008) criopreservaram embrides somaticos de Quercus
suber L. encapsulados e realizaram pré-cultura de 3 dias em sacarose 0,7 M e

subsequente secagem até 25 ou 35% de agua, seguido por congelamento em NL.
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N&o houve diferencas morfolégicas entre os embrides somaticos desidratados a 25
e 35%, sendo a viabilidade e a sobrevivéncia em longo prazo altas.

A aplicacdo de solucbes crioprotetoras contendo glicerol ou propanodiol
pode melhorar as porcentagens de recuperacao sob condi¢des in vitro e reduzir a
taxa de resfriamento, mas estes compostos podem ter efeitos toxicos, dependendo
das espécies e tempos de exposicdo (WALTERS et al., 2008). Outras solucdes
crioprotetoras podem ser utilizadas como sacarose, etileno glicol, DMSO entre
outros.

Reguladores vegetais também podem ser utilizados. Por exemplo, plumulas
de Cocos nucifera L. foram encapsuladas e criopreservadas, ap0s o pré-tratamento
com diferentes combinacdes de solugcbes de crioprotecdo, sacarose e ABA
(Bandupriya et al., 2007). Com a adicdo de ABA, a taxa de recuperacdo do material
vegetal aumentou em cerca de 60%. No presente trabalho, foi testada a utilizacéo
de ABA (10, 20 e 40 uM) na solucéo de osmoprotecao em eixos encapsulados de
araucaria (dados ndo mostrados) e mediante testes de germinacao in vitro e estudo
de qualidade do DNA, foi comprovada a morte do material vegetal. Assim, o uso de
uma solucdo contendo alta concentracdo de sacarose (7M) para a pré-cultura dos
eixos foi utilizada.

A sacarose, quando infiltrada nos tecidos, ajuda a manter a sua viabilidade
durante a desidratacdo e o congelamento, estabilizando as membranas celulares.
Além disso, mediante a substituicdo de dgua, mantém os fosfolipidios da membrana
na fase liquida cristalina e promove a formacdo do estado vitreo no citoplasma
(BANDUPRIYA et al.,, 2007). Paul et al. (2000) testaram diversos acucares em
solugdes crioprotetoras de brotos de macieira encapsulados e desidratados, mas a
sacarose e o sorbitol apresentaram um melhor efeito crioprotetor.

Outro fator crucial na criopreservagcao € o descongelamento. Neste trabalho,
as amostras foram descongeladas em banho Maria a 37°C durante 3 minutos,
seguindo o protocolo de Walters et al. (2008). E imperativo que o descongelamento
ocorra rapidamente para evitar o crescimento de cristais de gelo. O método de
descongelamento e o meio utilizado para este e para a reidratacdo, parecem ser
fatores criticos na criopreservacdo. O mesmo autor relata que, na técnica de
encapsulamento e desidratacdo, o reaquecimento das amostras pode ocorrer

lentamente a temperatura ambiente desde que as amostras sejam tratadas antes do
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congelamento; assim, ndo ha nenhum risco da recristalizacdo do gelo durante o
aquecimento (WALTERS et al., 2008).

Ajustar a velocidade de descongelamento das capsulas contendo os eixos de
araucaria € uma alternativa. Scottez et al. (1992) encapsularam, desidrataram em
fluxo de ar e criopreservaram brotos de pereira (Pyrus communis L cv Beurré Hardy)
e os brotos foram reaquecidos lentamente em temperatura ambiente e transferidos
para meio de cultura sélido e, apdés uma semana, foi retirada a capsula e feito
subcultura em meio fresco. Os melhores resultados de recuperagédo (80%) foram
obtidos usando 0,75 M de sacarose para pré-cultivo e 4 h de desidratacdo, com
20% de agua residual. Provavelmente, o reaquecimento a temperatura ambiente do
material criopreservado pode ser uma alternativa na definicdo de um protocolo.

A recuperacao dos tecidos que foram criopreservados depende tanto do
descongelamento e dos procedimentos de reidratacdo, como das condicfes de
cultura subsequentes (WALTERS et al., 2008). E particularmente importante que os
explantes criopreservados produzam plantas idénticas aos seus genotipos nédo
tratados. O aperfeicoamento do meio para o crescimento e recuperagcdo €
imprescindivel para o sucesso de um protocolo de criopreservacdo. Pritchard e
Prendergast (1986) adicionaram 0,929 uM L de KIN e 11,20 uM L de AIA em meio
MS para recuperar embrides de Araucaria hunsteiniii criopreservados, obtendo uma
taxa de 80% de sobrevivéncia quando os eixos foram desidratados até 20% de
umidade.

Lardet et al. (2007) criopreservaram calos friaveis de Hevea brasiliensis e
observaram que a reducdo da concentracdo de CaCl, do meio de pré-cultura antes
da criopreservacdo promoveu o crescimento do calo apés o descongelamento. A
diminuicdo da concentracdo de CaCl, nesse meio levou a uma queda no teor de
célcio do calo, indicando uma ligacéo direta entre a concentracado de CaCl, do meio
de pré-cultura e o teor de calcio endégeno dos calos (LARDET et al., 2007). No
presente trabalho ocorreu uma elevada porcentagem de formacdo de calos dos
explantes. A fase de calo antes da formacao da planta completa é indesejavel, pois
calos podem aumentar a frequéncia de aparecimento de variantes genéticas
(WALTERS et al., 2008). A reducao na quantidade de CaCl, e de auxinas no meio
de cultura de crescimento dos explantes criopreservados podera diminuir a

formacéao de calos.



50

Outra alternativa possivel para otimizar método de criopreservacao de eixos
embrionarios de araucaria € a utilizacdo de uma solucado de descongelamento e de
rehidratacéo contendo 1 uM de Ca?** e 1 pM de Mg* (PERAN et al., 2004). Esta
solugédo promove a formagao de plantulas normais, enquanto a imersao direta em
NL facilita a melhor recuperacdo do que o equilibrio de hidratacdo dos explantes
parcialmente desidratados, a adicdo de calcio e magnésio na solugéo crioprotetora e
combinacdo com antioxidantes podem reduzir 0 estresse oxidativo durante a
recuperacdo (WALTERS et al., 2008). O céalcio desempenha um papel importante na
criotolerancia, mediante seu envolvimento na preservacdo da integridade da
membrana. O calcio é conhecido por estimular a desintoxicacdo de mecanismos
celulares, desencadeando a atividade da catalase e os limites do fendbmeno de
peroxidacgéo lipidica pela manutencdo de um elevado nivel intracelular de glutationa,
assim prevenindo os danos as membranas celulares (LARDET et al., 2007). Pode
ser realizada a reidratacdo em meio de cultura liquido, Peran et al. (2004)
estudaram a influéncia da técnica de hidratacdo em embrides de trés espécies
recalcitrantes (Artocarpus heterophyllus, Podocarpus enkelii e Ekebergia capensis)
em trés formas de rehidratacdo diferentes: a rapida, por imersdo completa e direta
do material vegetal, a intermediaria, na qual as amostras sdo colocadas em local
umido, mas ndo molhado (sem agua liquida livre) e a lenta, por exposicdo a uma
atmosfera saturada varias horas, suspendendo os tecidos sobre uma malha sobre a
agua num recipiente fechado forrado com papel filtro umedecido. Adicionalmente, os
eixos embriondrios de Ekebergia capensis foram reidratados rapidamente numa
solucdo contendo 1 pM de CaCl, e 1 uM de MgCl, (solugdo de Ca/Mg).
Independente do método de rehidratagcdo, esse procedimento forneceu uma melhor
porcentagem de germinacdo. Sendo assim, a utilizagdo do método de rehidratacéo
pode auxiliar na sobrevivéncia do material vegetal (PERAN et al., 2004).

Reed e Uchendu (2008) indicaram outra alternativa para aumentar a
tolerdncia ao congelamento (resisténcia ao frio) em algumas espécies temperadas e
subtropicais: a exposicdo de plantas a temperaturas baixas. Este processo €
denominado aclimatacdo ao frio ou rustificacdo. A aclimatacdo ao frio também é
muito eficaz na melhoria da rebrota de plantas criopreservadas, de clima temperado
e subtropical. A aclimatagédo ao frio provavelmente ativa 0s genes que atuam na

tolerancia das plantas a baixas temperaturas, melhorando a estabilidade da
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membrana (KACZMARCZYK, 2012). Este método pode ser utilizado com a espécie
Araucaria angustifolia, uma vez que é uma planta subtropical.

Niino e Sakai (1992) criopreservaram apices de macieira (Malus
domestica Borkh cv. Fuiji) utilizando o encapsulamento e a desidratacdo combinados
com a aclimatacao ao frio. No inicio, as brotacdes ficaram em uma temperatura de
5 °C por trés semanas e foram progressivamente pré-cultivados em meio MS com
concentracOes crescentes de sacarose (0,1, 0,4 e 0,7M) a 5 °C. Em seguida, os
brotos foram encapsulados e pré-cultivados em meio suplementado com sacarose
1,0 M durante 16 h a 5 °C e desidratados até cerca de 33% de contetudo de agua
(base de peso fresco) em silica gel estéril a 25 °C antes de ser imersos em NL. A
taxa média de formacdo de brotos apds o aquecimento foi de cerca de 80%. E
possivel que uma aclimatacdo ao frio seguida de pré-cultivo com diferentes
concentracfes de acucares no meio de crescimento melhore a tolerancia de apices
ou brotagdes de Araucaria angustifolia.

Outra alternativa a ser testada no método de criopreservagdo de araucéria é
0 pré-condicionamento, em que a sacarose ou outras substancias osmoticamente
ativas sdo geralmente incorporadas ao meio de crescimento. A sacarose pode
melhorar a tolerancia das plantas ao frio pela acumulacdo nas células e no aumento
da tolerancia osmotica. Foi mostrado repetidamente em pré-condicionamento para a
técnica de encapsulamento e desidratacdo (REED e UCHENDU, 2008). Panis et al.
(1996) pré cultivaram meristemas de banana (Musa spp.) em meio MS enriquecido
com 0,3 — 0,5 M de sacarose antes do congelamento rapido, resultando em diversas
taxas de viabilidade, dependendo da cultivar. Martinez et al. (1999) também pré-
cultivaram meristemas de Olea europaea L. var. Arbequina em meio de cultura com
0,75 M de sacarose, e, em seguida, o material foi desidratado e criopreservado, com
até 72% de sobrevivéncia.

Sakai et al. (2008) relataram que, em algumas plantas tropicais, o pré-
condicionamento de meristemas crescidos em meio solidificado enriquecido com
sacarose foi muito importante no aumento da regeneracdo ap0s a criopreservacao.
Assim, o pré-condicionamento é um passo adicional promissor para ser incluido no
processo de vitrificagdo de algumas plantas tropicais.

Avaliar e compreender as etapas de desenvolvimento das sementes, pode
ser pertinente para o sucesso da criopreservacao. Por exemplo, a criopreservacao

de sementes imaturas ou em germinacdo (radicula protuberante) é dificil. A
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criopreservacao é mais dificil em eixos embrionarios contendo mais que 2,0 g H,O/g
MS, avaliar a tolerancia a dessecacao do eixo embrionario € importante. Avaliacfes
definitivas de sobrevivéncia exigem um ensaio de germinagdo que pode levar
semanas ou meses (WALTERS et al., 2008).

Para um protocolo de criopreservacdo de sucesso, 0s embrides excisados e
eixos embrionarios devem estar em um estado fisiologico e de desenvolvimento
adequado para a aquisicdo de tolerancia a dessecacdo e congelamento, com a
capacidade de gerar plantulas vigorosas apdés 0 armazenamento criogénico
(NORMAH e MAKEEN, 2008). Outros métodos de criopreservacao foram testados
(dados néo publicados) para a conservacdo de eixos embrionarios de araucaria,
porém a técnica de encapsulamento e desidratacdo mostrou-se mais promissora
para a crioconservacdo. Agua como um solvente biologico é altamente influente na
determinacao da sobrevivéncia ap0s a exposicdo ao NL, assim, a remocao da agua
€ necessaria para evitar a formacao de cristais de gelo.

No encapsulamento, quando combinado com o congelamento rapido, os
explantes podem ter maior sobrevivéncia apds a criopreservacao quando possuem
teores de agua moderada a alta. Desta forma, o encapsulamento e desidratacéo
sdo uma alternativa para a criopreservacdo de material vegetal de espécies de
origem tropical (ENGELMANN et al., 2008).

Essas sdo algumas alternativas substanciais para o aprimoramento da
técnica de armazenamento a temperaturas ultra baixas (-196°C) de espécies
recalcitrantes como a araucaria.

Pelos resultados obtidos no presente trabalho pode-se dizer que uma
metodologia para a criopreservagdo de eixos embrionarios de araucéria ainda nao
pode ser definida. A criopreservacdo dos eixos embrionarios de araucéria pelo
congelamento rapido parece ser mais indicada que pelo congelamento moderado,
pois apesar de nao ter ocorrido a germinagdo de nenhum embrido, o DNA total se
apresentou integro e o teste do tetrazolio demonstrou viabilidade dos eixos

embrionarios.
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5 CONCLUSAO

— O encapsulamento ndo causa danos em eixos embrionarios de Araucaria
angustifolia Bertol O. Kuntze.
— Os métodos testados causaram oxidac&do dos eixos embrionarios.

— O resfriamento rapido é o mais promissor dos métodos testados.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho foi o inicio de um processo de estabelecimento de um protocolo
de criopreservagao de sementes de Araucaria angustifolia.

Diversos trabalhos de criopreservacdo para espécies recalcitrantes tém
utilizado o encapsulamento e a desidratacdo, uma vez que a capsula oferece uma
melhor protecdo do material vegetal a ser criopreservado. H& diversas etapas que
podem ser adicionadas para o sucesso da conservacao a baixas temperaturas de
araucaria. Por exemplo, definir a maturidade do material vegetal, realizar uma preé-
cultura dos eixos ou um pré-condicionamento, utilizar outros tipos de acucares
como trealose, glucose, entre outros, adequar a taxa de descongelamento, realizar
rehidratacdo do material e estabelecer um meio de cultura adequado para o
crescimento dos explantes criopreservados. Também podera ser testado outros
tipos de explantes, como 4pices e meristemas.

N&o existe um Unico fator que determine o sucesso da criopreservagdo, mas
sim uma combinacédo de técnicas, reagentes e tempos de exposicdo que podem ser
utilizados. Assim, ainda ha necessidade de mais estudos em relacdo a conservacao
de espécies recalcitrantes como Araucéria angustifolia sob baixas temperaturas (-
196°C) .
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ANEXO

Protocolo de extracdo de DNA de eixos embrionarios de sementes de araucaria.
Protocolo a base de CTAB
OBSERVACOES IMPORTANTES:

— Usar canetinhas préprias para marcacao em vidro e plasticos.
— Antes de iniciar a extragdo, ligar o banho-maria a 650C para esquentar.
— Usar os produtos B-marcaptoetanol, alcool isoprobilico, cloroférmio alcool isoamilico

somente em capela de fluxo laminar.

1) Retirar os eixos embrionérios de sementes de araucéria e coloca-los em becker
contendo agua destilada e PVP (uma pitada). A retirada do embrido deve ser
realizada com cuidado, pois danos no embrido podem comprometer a qualidade do
DNA.

2) Em seguida, colocar cinco eixos em almofariz e triturd-los com 1.000uL de tampéao
de extracdo CTAB aquecido a 65°C. Abaixo esta citada a composicdo do referido

tamp&o e as concentragdes finais de cada constituinte.

Tabela 1 — Concentragfes das solucbes estoque e final dos reagentes constituintes
do tampé&o de extragéo de DNA.

Estoque Conc. final Preparo de 10mL de Tampao
CTAB 5% 2% 4,0mL

NaCl 5M 1,4M 2,8mL
EDTA 0,5M 20mM 0,4mL

Tris HCI (pH 8,0) 1M 100mM 1,0mL

PVP solido 2% 0,29
B-Mercaptoetanol* 0,2% 20pL

H,O completar o volume 1,8mL

*Colocar antes do uso, em capela de exaustao.

3) Transferir cerca de 800uL do macerado de eixos com tampao de extracdo, de cada
amostra, para microtubo de 2,0mL identificados de acordo com cada amostra. A
transferéncia deve ser realizada diretamente do almofariz para o microtubo, néao

usando micropipeta.
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4) Deixar os microtubos identificados em banho-maria a 65°C, 40 minutos. Inverté-los a
cada 10 minutos.

5) Adicionar 800uL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e inverter os tubos por cinco
minutos.

6) Centrifugar os tubos a 7.900 rpm, por 10 minutos e a temperatura ambiente.

7) Transferir o sobrenadante para um novo tubo identificado e adicionar 10uL de
proteinase K em cada amostra (10mg/mL). Manter os tubos em temperatura de 37°C
por 30 minutos.

8) Adicionar 1 volume de isopropanol gelado.

9) Colocar os tubos no frezzer -20°C por duas horas.

10) Centrifugar por 10 minutos a 14.000rpm, a 4°C.

11) Descartar o sobrenadante e secar o pellet por 5 minutos.

12) Ressuspender o “pellet” em 300uL de TE contendo 40ug/uL de RNAse A. Isso
significa que para cada 300uL (uma amostra) deve ser utilizado 2ulL de RNAse.
Pode ser preparado o volume total de TE com a quantidade final de RNAse.
Exemplo: 2 amostras: 2x300=600 + 4uL de RNAse (2 amostras x 2uL de RNAse.

13) Colocar em banho-maria 37°C por 30 minutos

14) Adicionar 800uL de isopropanol gelado e deixar precipitar por 2 minutos.

15) Centrifugar por 10 minutos a 14.000rpm, a 4°C.

16) Retirar 0 sobrenadante e secar o pellet em capela de exaustéo, até que nado haja
gostas de alcool ( 15 a 20 minutos).

17) Solubilizar o pellet em 100uL de TE



