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RESUMO

NASCIMENTO, Cyntia Maia doCRIOPRESERVACAO E SEMENTES SINTETICAS
DE JENIPAPEIRO. Sao Cristovdo: UFS, 2018. 53p. (Dissertacdo - iddet em
Agricultura e Biodiversidade) *

Atualmente a preservacédo de recursos genéticoogaato Brasil tem sido considerada como
acao prioritaria em diversas instituicbes de pesquD jenipapeiroGenipa americana L.) €
considerado uma frutifera de alto potencial paia ingediato entre as espécies nativas da
regiio Nordeste do Brasil. E uma cultura perenploeada sob a forma extrativista, cuja
conservacdo de seus recursos genéticos €, sohrdiasieada em colecbes de campo. As
colecbes de sementes sdo inviabilizadas devidsidloigia de suas sementes, jA que o
comportamento das mesmas durante o armazenamentrréediario, razao pela qual ndo
toleram a dessecacdo a niveis extremamente reduziloaplicacdo das técnicas de
criopreservacdo que compreende a conservacdo derimhategetal em temperaturas
ultrabaixas. Assim, s&o paralisadas todas as atlegl como divisdo celular e reacdes
metabolicas, permitindo o armazenamento do mateeigétal por tempo indeterminado. O
uso de sementes sintéticas ou sementes artifigacs estratégias complementares a
conservacao da variabilidade genética existenpaya acelerar a multiplicacdo de gendtipos
superiores. O objetivo do trabalho foi aprimoraoahecimento cientifico para a conservacao
de eixos embrionarios de jenipapeiro por meio dapoeservacdo e estudar aspectos
nutricionais da matriz de encapsulamento de semesimtiticas a partir de apices caulinares.

Palavras-chave:Genipa americana L., conservacao, recursos genéticos, encapsulament

* Comité Orientador: Ana da Silva Lédo - Embrap&dlairos Costeiros/UFS (Orientadora).



ABSTRACT

NASCIMENTO, Cyntia Maia doCRYOPRESERVATION AND SYNTHETIC SEEDS
OF GENIPAP Sao Cristovao: UFS, 2018. 53p. (Thesis — Maste8aénce in Agriculture
and Biodiversity) *

Currently, the preservation of native genetic reses! in Brazil has become a priority in
several research institutions. Among the nativeiggein the Northeast region of Brazil, the
fruit tree Genipa americana L. is considered highly promising for immediateeudhe
conservation of the genetic resources of this peaércrop, exploited by predatory forest
extractivism, is mainly based on field collectioBged collection and storage is hampered by
the physiology, since the seed performance duriatpage is intermediary, particularly for
being intolerant to extremely low desiccation lsveln this sense, the application of
cryopreservation techniques, which includes theseoration of plant material at ultra low
temperature by immersion in liquid nitrogen at “X@6paralyzes all activities, such as cell
division and metabolic reactions, allowing the ag® of plant material for an indeterminate
period. The application of the synthetic or artdicseed technique is a complementary
strategy for the conservation of the existing genetriability, and acceleration of the
propagation of superior genotypes. The objectivéhsf study was to deepen the technical-
scientific knowledge about the conservation of gmbic axes of genipap by means of
cryopreservation and to study the nutritional atpet the encapsulation matrix of synthetic
seeds derived from shoot tips.

Key-words: Genipa americana L., conservation, genetic resources, encapsulation

* Advising Committee: Ana da Silva Lédo — Embrapbiileiros Costeiros/UFS (advisor).



1. INTRODUCAO GERAL

Dentre as arvores frutiferas que apresentam pafemi# uso socioecondémico
imediato, destaca-se a espécdBEnipa americana L. conhecida popularmente como
jenipapeiro. A espécie pertencente a familia Raiac tem origem na América do Sul e
Central, podendo ser aproveitada para diversos Bnsre eles a industria alimenticia,
madeireira e medicinal. Além disso, € muito utti@aana arborizacdo urbana, recuperacdo de
areas degradadas, composicdo em areas de preserpagdanente e em sistemas
agroflorestais (SA et al., 2015).

O jenipapeiro possui sementes classificadas conmerniediarias, ndo tolerando
dessecacao e baixas temperaturas, perdendo cevigaiabilidade (SA et al., 2015). Devido a
iSso, a conservacgao por banco de sementes toinai&eel e atualmente a estratégia mais
utilizada é a colecdo de campo, que esta sujetacques de pragas e problemas ambientais,
dentre outros fatores (SILVA et al.,, 2010). Sendsira, € imprescindivel a adocdo de
estratégias complementares de conservacdo, a fimvidlg ou minimizar a erosdo da
diversidade genética.

Dentre diversas técnicas biotecnoldgicas, as ocasi cultura de tecidos de plantas
tém sido amplamente aplicadas como estratégia eon@pitar a conservacao da variabilidade
genética (PILATTI et al.,, 2011). O crescimento ¢ter# a criopreservacao tém sido
empregados para a conservacdo do material vagetdaro. O método de conservacao por
crescimento lento consiste na reducéo do metaboldarplanta por meio da manipulagéo do
ambiente e das condi¢cdes de cultivo, e 0 armazertarde material ocorre somente a curto
ou meédio prazo (ENGELMANN, 2011). A técnica de prigservacdo, por meio do
armazenamento do material em nitrogénio liquidendperatura ultrabaixa (-196°C), paralisa
todas as atividades como divisdo celular e reag@abodlicas, permitindo a sua conservacao
por tempo indeterminado (ENGELMANN, 2004).

A técnica de conservacdo de plantas a partir deseembrionarios, utilizando a
tecnologia de sementes sintéticas ou sementegiarsif € uma ferramenta promissora no
ambito da agricultura. Principalmente para espémiele a conservagdo a partir de sementes
naturais torna-se problematica (MONDO; CICERO, 2068mo é o caso do jenipapeiro.

Existem poucas informacdes sobre a conservacaoenipapeiro a temperatura
ultrabaixa. Estudos publicados por Santos et abl15® indicaram a viabilidade da
criopreservacao de eixos embriondrios a partiredsetacao.

Os objetivos do trabalho foram aprimorar o conheaqim cientifico para a
conservacdo de eixos embrionarios de jenipapeironpgEio da criopreservacao e estudar
aspectos nutricionais da matriz de encapsulamenteethentes sintéticas a partir de apices
caulinares.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais do jenipapeiro

O jenipapeiro Genipa americana L.) pertence a familia Rubidcea e € uma espécie
nativa da América Tropical, sendo bastante encdatna América Central, nas Antilhas e no
México (DANTAS et al., 2009).

A espécie cujo fruto pode ser utilizado na alime&tade diversas formas é bastante
utilizada na regido Nordeste. Apesar da utilizafgdguente de seus frutos, a espécie ainda €
explorada pela populagéo nativa sob a forma existdi (SILVA et al., 2010). Ela pode ser
encontrada em quase todos os biomas, exceto ngzapai8ILVA et al., 2010). O fruto é
muito apreciado pela populagdo nordestina tornaedpromissora a sua comercializacdo em
feiras livres, mercados atacadistas e supermercAdaodustrializacdo, sob as mais diferentes
formas de aproveitamento do fruto, tem estimulaastdante o crescimento da demanda no
mercado, possibilitando a expansao do fruto par@®uegides brasileiras ou até mesmo para
0 mercado internacional (PRUDENTE, 2002).

Na regido Nordeste do Brasil, principalmente nadstde Sergipe, o cultivo dessa
espécie ocorre em pequenos pomares, dentro de nasqueopriedades agricolas, em
fragmentos de populacdes naturais nas areas deAdatdica, e em matas ciliares (SILVA et
al., 2010). Dados recentes apontam uma area d@®B8,ocupada com a espécie nos estados
da Bahia e Sergipe (CODEVASF, 2016).

A espécie apresenta uma rusticidade que a tornptéadh a varias condigcdes
edafoclimaticas, porém tem preferéncia por areas eolos ligeiramente acidos, com
temperaturas médias entre 18 e 28 °C e precipitaga@ml entre 1200 e 4000 mm
(PRUDENTE, 2002).

O jenipapeiro € uma arvore mondica e perene, padapcesentar de 5 a 30 m de
altura e 20 a 90 cm de diametro na idade adultatrSaco é reto e cilindrico, copa estreita e
arredondada, possui folhas simples e flores heoaigdis. Os frutos séo do tipo baga globosa
(LORENZI, 2008), com varias sementes. O fruto agwsde 6,5 a 8,5 cm de diametro, entre
200 a 400 g e odor ligeiramente fermentado quanddunes. Por ser carnoso e suculento
pode ser consumido na formanatura ou utilizado pela industria alimenticia na fabgi@a
de doces, sucos, licores, entre outros alimentas.s@mentes s&o classificadas como
intermediarias, por apresentarem certa toleranctessecacdo em funcdo do metodo de
secagem e, nao suportarem longos periodos de aramaepto (MAGISTRALI et al., 2013).
Estas suportam a dessecacdo entre 7% e 10% deddedgua e nado toleram baixas
temperaturas durante periodos prolongados (CARVALBIDG), podendo ser armazenadas
por até 60 dias (FERREIRA et al., 2014). A propd@gagcorre via sexuada ou assexuada
(PRADO NETO et al., 2007).

Apresenta relevancia socioecondmica, podendo $#raclo para diversos fins, como
madeireiro, alimenticio e ambiental, pois possutepoal para recuperacdo de &reas
degradadas, composicédo de areas de preservacdanegetm e sistema agroflorestais (SA et
al., 2015). Além de funcionar como fitoestabilized@ rizofiltradora do cromo, um metal
pesado, prejudicial aos organismos vivos (SANTANAlg 2012).

A madeira é considerada de primeira qualidade poesantar caracteristicas de
elasticidade e flexibilidade, excelente para aifalgio de laminados, moveis, cabo de
ferramentas, escalas métricas, além de ser utilimacconstrucao civil e naval (CORDEIRO;
FELIX, 2014).

Diversas partes da planta sao indicadas como madigoela populacdo. O caule tem
efeito predominantemente purgativo, e quando cozidam feridas escorbuticas, faringite
granulosa e combate a anemia. A raiz também ¢é demasia purgativa e, quando feita a
decoccédo (fervura), é antigonorreica (CORREA, 198¥) folhas quando cozidas servem
como antissifilitico e antidiarreico (ERBANO, 201@s frutos sado ricos em ferro, vitaminas
e carboidratos indicados no tratamento da anermenghs do baco e do figado, além da asma
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e diarreia, quando em infusdo combate a entedigiaa (SA et al., 2015); e quando imaturos
possuem potencial de utilizacdo como corante nanmaindustria cosmética e téxtil (BTFP,
2005).

2.2 Conservacao de recursos genéticos de jenipameir

A conservacao dos recursos genéticos baseia-s@ismrmdtodos, on situ, quando a
manutencdo do material de interesse é feita enme®a ou habitat natural, e oex situ,
guando a manutencéo é feita fora do Isghitat natural (GASTAL; SARAGOUSSI, 2008).
Elevadas perdas de variabilidade genética ocormrnta a devastacdo dos ecossistemas em
gue a espéecie ocorre, e isso tem causado preocupalré os cientistas (SILVA et al., 2010),
tornando cada vez mais dificil a conservacéstu.

A conservacaaex situ pode ser realizada por meio do armazenamento densesn
(FAO, 1993). Todavia, 0 sucesso da conservacacenerdes depende do conhecimento
sobre o comportamento destas durante este processgog possibilita a utilizacdo de
condi¢cbes adequadas para a manutencéo da viabil{HaNG; ELLIS, 1996). As sementes
foram classificadas em dois grupos distintos conec&® ao comportamento no
armazenamento. No primeiro estdo as sementes ra®dgue se mantém viaveis apos
dessecacdo até um grau de umidade em torno de péaemm ser mantidas sob-baixas
temperaturas por um longo periodo. No segundo giépese as recalcitrantes, ou sementes
sensiveis a dessecacao, que ndo sobrevivem cowshbd@ieis de umidade, o que impede o
seu armazenamento por longo prazo (ROBERTS, 19ARMALHO, 2006). Além destes
grupos ha um terceiro, no qual as sementes apagsanh comportamento intermediario ao
ortodoxo e ao recalcitrante (ELLIS et al., 19903s& grupo é composto por espécies cujas
sementes nao toleram a dessecacdo em niveis extestea reduzidos, suportando a
dessecacao entre 7% e 10% de teor de agua, posiendonazenadas por até dois meses sem
comprometer o vigor e a viabilidade (FERREIRA et2011).

O jenipapeiro é uma espécie perene cuja consendE®E®BUS recursos genéticos €,
sobretudo, baseada em colecfes de campo devidokddia de suas sementes. Por serem
intermediérias n&o toleram a dessecacdo a nivesnmegmente reduzidos (OLIVEIRA et al.,
2011; CARVALHO, 2006). Segundo relatos de Vieir@12) as sementes possuem periodo
de viabilidade relativamente curto, com auséncia gggminacdo apdés 60 dias de
armazenamento.

A manutencdo das espécies fora de babitat natural tem como principais
caracteristicas: preservar alelos por séculos; ipemuoe em apenas um local seja reunido
material genético de muitas procedéncias, facdibaa trabalho do melhoramento genético;
garantir melhor protecdo a diversidade intraespagiespecialmente de espécies de ampla
distribuicdo geografica. Este método implica, datrv, na paralisacdo dos processos
evolutivos, além de depender de acBes permanentdomem, visto concentrar grandes
quantidades de material genético em um mesmo lacajue torna a colecdo bastante
vulneravel (MAPA, 2017).

Nesse sentido, a fim de conservar os recursosigesélo jenipapeiro, em Sergipe a
Embrapa Tabuleiros Costeiros junto a plataformeedersos genéticos da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria vem intensificando a¢céesohbta, caracterizacdo e conservacao
de germoplasma de jenipapeiro. Em 2009, o banso @ germoplasma de jenipapeiro
(BAG Jenipapo) foi implantado no campo experimed&lNossa Senhora das Dores - SE.
Atualmente, o BAG Jenipapo conta com 24 acessosaoios de acordo com a localidade na
qual foram coletados, e sdo representados por Bap. Sdo 220 da espédsenipa
americana L. e sete désenipa infundibuliformis Zappir & Semir (MUNIZ, 2017). Existem
mais trés bancos de germoplasma localizados nddaaeude Ciéncias Agrarias e Veterinaria
da Universidade Estadual Paulista, em Jabotic&FalEscola de Agronomia da Universidade
Federal da Bahia, em Cruz das Almas, BA e EmpresanB de Desenvolvimento Agricola
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S.A., em Concei¢do do Almeida, BA (CARVALHO, 19990NADIO, 1999; LUNA, 1999
apud DANTAS et al., 2009).

2.3 Aplicacdo da cultura de tecidos de plantas naomnservacdo em longo prazo de
recursos genéticos

Nos ultimos anos, as técnicas de culturavitro para conservacdo em bancos de
germoplasma foram amplamente desenvolvidas e dpcam mais de mil espécies, muitas
das quais oriundas de regides tropicais. Para pécies ameacadas de extingdo e cuja
conservagao por sementes ndo € possivel, estem@todo considerado altamente promissor
(HOYT, 1992). Assim, as técnicas de conservagaoitro constituem-se em metodos
valiosos para a conservacdo de recursos genétegetais (HARDING et al., 1997). Em
alguns casos, a conservagaeitro pode ser a Unica estratégia para conservar espasies,
como no caso de plantas com sementes de periodahiledade curto e de dificil propagacéo
vegetativa por métodos convencionais (ROCA efl8b]l; FERREIRA et al., 1998).

Cada meétodo de conservacdo possui vantagens entsgMas, sendo necessarias
estratégias complementares para uma conservacdmanda diversidade genética, variando
de acordo com cada espécie (MARTIN; PRADEEP, 2003).

Nesse sentido, a aplicacao de técnicas de culéuracttlos de plantas, como estratégia
complementar a conservacdo da variabilidade genétixistente e para acelerar a
multiplicacdo de genotipos promissores torna-serasgindivel (PILATTI et al., 2011)
especialmente para espécies que nao podem ter smmasntes conservadas a baixa
temperatura e umidade, como as do jenipapeiro {3f,&015).

A criopreservacao compreende a conservacao do iatategetal em temperatura
ultrabaixa fornecida pelo nitrogénio liquido a -4@6ou em sua fase de vapor ao redor de -
150°C (BERJAK et al.,, 2011). Desta forma, a criepreacdo torna-se um procedimento
viavel para conservacdo de material biolégico pmgods periodos de tempo, requerendo
espaco reduzido e pouca manutencao (BENSON, 2@0TOR, 2012).

Existem diferentes técnicas de criopreservacdo escalha entre alguma delas é
dependente da espécie e do explante a ser criomdeg PANIS; LAMBARDI, 2005). Uma
das técnicas de criopreservacao desenvolvida esoente é alroplet vitrification, que
consiste no pré-tratamento dos explantes com swlagh vitrificagdo antes que sejam
dispostos em tiras de papel aluminio com uma geRiaht Vitrification Solution 2 (PVS2) e
entdo imersos em nitrogénio liquido (ENGELMANN, 201 Outra técnica € o
encapsulamento-dessecacdo, onde os encapsuladesdmm explante sdo submetidos a
dessecacao em fluxo laminar ou silica gel e, esi@,imersos em nitrogénio liquido. Estes
procedimentos permitem taxas de resfriamento tdjpatas, diminuindo a formacdo de
cristais de gelo, prejudiciais as células (FULLERB04).

A maioria das células vivas vegetais possui grajuintidade de agua, e um dos
grandes problemas da criopreservacao é a formaggeld devido ao congelamento da agua
intracelular. Os cristais de gelo causam a ruptivasistema de membranas celulares,
resultando em perda da semi permeabilidade e dapartimentalizacdo da célula,
ocasionando, consequentemente, a morte celular T&&N 2000). Extensiva formagéao de
cristais de gelo intracelular ira ocorrer caso ®dtridos sejam congelados no estado
hidratado; assim, a agua precisa ser removida a@aengelamento, para evitar a injlria
causada pelos cristais de gelo (SANTOS, 2001; SAS{TSALOMAO, 2010).

Apesar de nédo existir um procedimento padrdo patastos gendtipos de todas as
espécies, 0s sucessos obtidos tém sido animadosesa possivel desenvolver um método
adequado de crescimento lento para outras espégiesexijam menos manipulacdo
(WITHERS; WILLIAMS, 1998).

No Brasil, a criopreservacao tem sido utilizadecoaservacdo de recursos genéticos
de muitas espécies, incluindo aquelas ameacadaextiecdo e as que apresentam
comportamento recalcitrante ou intermediario. \&aetudos ja foram aplicados em espécies
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florestais e frutiferas como abacaxizeiro (SOUZAlet2016), maracujazeiro (MERTHY et
al., 2014), mangabeira (NOGUEIRA, 2010; SARTOR, 20PRUDENTE et al., 2017;
SANTOS et al., 2015) e jenipapeiro (SANTOS; SALOMAZD16). Santos et al. (2015)
relataram a eficiéncia das técnicas de vitrificag@ogotas e vitrificacdo com mais de 70% de
regeneracao de apices caulinares de mangalbtaredrnia speciosa) na fase de exposicao
ao PVS2 e apds a criopreservacdo. Souza et al6)2@ihbém reforcam a eficiéncia da
técnica de vitrificagdo em gotas com diferentesdtipos de abacaxiApanas comosus),
expostos ao PVS2 em diferentes tempos (30; 45;30minutos) com média e altas taxas de
regeneracao (100; 100; 93 e 40%, respectivameAtastratégia de criopreservacdo para
recursos genéticos de jenipapeiro é adequada puoitppe conservacao em longo prazo.

Existem poucos estudos publicados com jenipapewrcandicdes de conservacao em
longo prazo. Sa et al. (2015) observaram altasstabearegeneracdo de apices caulinares
encapsulados, imersos em solugdes crioprotetd@® (@e sacarose) e desidratatos em camara
de fluxo laminar por O, 2 e 4 horas atingindo 9%; @00 e 91,67% de regeneracao.
Entretanto, a regeneracdo nao foi observada apéis@eservacdo. Estudos realizados por
Santos e Salomao (2016) observaram alta porcentdgesgeneracao de eixos embrionarios
de jenipapeiro criopreservados (93; 96 e 93%, emestes com 13,26; 9,57 e 6,79% de
umidade, respectivamente).

2.4 Sementes sintéticas

Muitas espécies tropicais e subtropicais possueactemisticas que dificultam a sua
conservacao por meétodos tradicionais, em sua graraleria representada pelas plantas
frutiferas. Muitas dessas espécies produzem semettasideradas recalcitrantes ou
intermediarias, as quais sdo sensiveis ou apresema determinada tolerancia a dessecacao
em funcdo do método de secagem. Dessa forma naortaup longos periodos de
armazenamento (MAGISTRALI et al., 2013), podendoceaservadas apenas por semanas a
poucos meses (RAI et al., 2009).

A tecnologia de encapsulamento ou sementes semétiesenvolvida por Kitto e
Janick (1982) foi baseada no uso de embrides somsattcomo sementes funcionais que
consiste no envolvimento do material vegetal copioed caulinares ou gemas laterais em
uma matriz de alginato de sédio e cloreto de c4BBNELLI et al., 2013). A semente
sintética quando semeada sobre condigdegtro e ex vitro possui a capacidade de se
regenerar e formar uma nova planta, mantendo @ésaqil mesmo ap0s 0 armazenamento
(ARA et al., 2000).

A matriz de alginato de s6dio que envolve os prafudytem como principais
vantagens a protecdo dos embrides somaticos,l@fatazenamento, transporte e conversao
em plantas (GUERRA et al., 2001). Esta técnica $&n continuamente aprimorada de tal
maneira que varios elementos podem ser incorpokaduatriz de encapsulamento, entre eles,
fitorreguladores, macro e micronutrientes, carladms e vitaminas (GUERRA et al., 2001).

A utilizacdo desta técnica abre novos horizonteagnaeultura moderna apresentando-
se como uma poderosa e promissora ferramentaadtlina propagacao e conservacéo de
plantas transgénicas, plantas ndo produtoras densesne plantas com problemas de
propagacdo e conservagdo via sementes naturaisiliZagio de sementes sintéticas traz
avancos significativos na area da biotecnologiasipditando uma reducéo consideravel na
duracéo e no custo de procedimentos de melhoraraent@ncional de plantas e na producéo
de clones (MONDO; CICERO, 2008). Estudos realizgamsNogueira (2010) mostraram a
eficiéncia da tecnologia de encapsulamento apliéadeangabeira, espécie frutifera nativa.
Os encapsulados com apices caulinares alcancaesadal taxa de sobrevivéncia (74%) em
meio de regeneracdo MS acrescido de 8,87 uM de &%R 30 dias e 70% de regeneracao
aos 45 dias. Resultados semelhantes foram obserpadd@rudente et al. (2017) onde gemas
laterais de mangabeira encapsuladas cultivadas e&mde regeneracdo WPM suplementado
com 0,2 uM BAP atingiram 86% de sobrevivéncia dbdids de cultivo.
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A crioconservacdo € uma tecnologia de baixo cust@péda multiplicacdo dos
propagulos, apresenta baixo risco de variacbesdonad e facilidade de manuseio, além de
permitir o intercambio de germoplasma (RAI et 2009).

N&o existem informacdes publicadas sobre a aplicais# técnica de sementes
sintéticas para o jenipapeiro e nem estudos soburigdo da matriz de alginato.

O hidrogel alginato de sodio € considerado um doxipais géis utilizados para a
realizagdo da técnica de encapsulamento, devidsuas propriedades gelificantes, facil
acesso, baixo custo, facilidade de manuseio e aiaséa toxicidade. A resisténcia e dureza
das cépsulas sado influenciadas pelo tempo de cragile a qual sdo expostas
(REDENBAUGH et al., 1988). Tal resisténcia ou dar@pde acarretar, em alguns casos, a
uma menor taxa de ruptura das capsulas pelos e¢gplancapsulados (MONDO; CICERO,
2008) sendo necessaria a adicdo de etapas quétefacib rompimento, como a
descomplexacédo utilizando o nitrato de potassio@gYNque possibilita 0 enfraquecimento
facilitando a conversdo em plantula (ONISHI et &P94). Esse aspecto é um dos mais
importantes da tecnologia de sementes sintéticejoseambém fator limitante na pratica
dessa ferramenta (ADRIANI et al., 2000).
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4. ARTIGO 1

TEMPOS DE DESSEQAQAO NA UMIDADE DE SEMENTES E REGENERACAO
DE EIXOS EMBRIONARIOS DE JENIPAPEIRO CRIOPRESERVADO S

Periodico submetido (ou a ser submetido): Scientidorticulture

RESUMO

O jenipapeiro, espécie frutifera de alto poteneebndmico na regido Nordeste,
devido a fisiologia de suas sementes, tem sidoeceado apenas em campo colocando em
risco o valor desse recurso genético. Estratégiagplementares como a criopreservacao tém
sido aplicadas com sucesso em outras espécieseroentes intermediarias e recalcitrantes.
O teor de agua intracelular é fator limitante masobrevivéncia do explante criopreservado e
a tolerancia a desidratacédo pode variar de espéca especie. O teor de agua apropriado
deve ser atingido para garantir adequada sobresievé® objetivo do trabalho foi avaliar o
efeito de diferentes tempos de desidratacdo ermasgel na umidade de sementes e
capacidade regenerativa de eixos embrionarios G#pipa americana L. para o
estabelecimento de futuros protocolos de criopvagséo. Foram utilizados como fonte de
explantes sementes de frutos maduros dos acesstesoNEandeirante, DF e Umbauba, SE.
As sementes foram submetidas a dessecacdo em Maxgenta™ contendo silica gel (50
g/magenta) por 0, 12, 16 e 20 horas em temperatataente. A umidade das sementes (5
amostras de 10 sementes/gendtipo) foi determinada qgada periodo de dessecacao. Apés
cada periodo de dessecac¢do as sementes foramei@smo meio de germinacao (controle 2)
e duas amostras de 10 sementes para cada tempoifioediatamente inseridas em criotubos
e imersas em nitrogénio liquido (-196°C). Paraiagab da porcentagem da germinacado, os
criotubos foram descongelados em banho-maria a 20°@& por 3 minutos e as sementes
imersas em agua estéril por 24 horas, apés esdedpeforam excisados 0S eixos
embrionarios e imediatamente inoculados em meiculieira MS com 3% de sacarose e
0,35% de Phytag®le avaliadas aos 60 dias. Altas taxas de sobresivdéoram observadas
para 0 acesso Umbauba (95; 100 e 95%) e Ndcleo eBante (85; 90 e 80%),
respectivamente, nos tempos de dessecacéo de é201Boras.

Palavras-chave:Genipa americana L., conservacao, criopreservacao, recursos gesético
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ABSTRACT

Effect of dehydration periods on seed moisture and regeneration of
embryonic axes of cryopreserved  Genipa americana L trees

Journal of submission (or to be submitted): Scien#é Horticulture

ABSTRACT

The fruit treeGenipa americana L is a species of high economic potential in the
northeastern region of Brazil, but due to the sgegkiology, has been preserved only in the
field, making this valuable genetic resource vudide. Complementary strategies such as
cryopreservation have been successfully appliedth®r species with intermediate and
recalcitrant seeds. The intracellular water conterd limiting factor for the survival of the
cryopreserved explant and dehydration toleranceveay among species and genotypes of
the same species. Adequate water content mustsoeeehto maximize survival. The purpose
of this study was to evaluate the effect of différdehydration periods in silica gel on the
seed moisture content and regenerative capaciggmiiiryonic axes ofenipa americana L.
for the establishment of cryopreservation protodotsfuture applications. Seeds of mature
fruits of the accessions Nucleo Bandeirante, DF dmibaluba, SE, were used as explant
sources. The seeds were dehydrated in Magenta™s lmoxeaining silica gel (50 g/box) for
0, 12, 16, and 20 h at ambient temperature. Tha meésture content (5 samples of 10 seeds
per genotype) was determined after each desiccqgwiod. The dehydrated seeds were
inoculated on germination medium (control 2) and samples of 10 seeds per period were
immediately placed in cryotubes and immersed inidignitrogen (-196°C). To assess the
germination percentage, the cryotubes were thaweadwater bath at 40 + 2°C for 3 min and
the seeds soaked in sterile water for 24 h. Afiex period, the embryonic axes were excised
and immediately inoculated in MS culture mediumhv&6 sucrose and 0.35% Phytdgehd
evaluated for 60 days. High survival rates weresoled for accession Umbauba (95; 100 and
95%) and Nucleo Bandeirante (85; 90 and 80%, réisiedg after desiccation periods of 12,
16 and 20 h.

Key-words: Genipa americana L., conservation, cryopreservation, genetic resesirc
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4.1 Introducgao

A Genipa americana L., espécie nativa pertencente a familia Rabiaceae, é
encontrada no norte da América do Sul e Centrdrvare do jenipapeiro, como é conhecida
popularmente, apresenta potencial de uso socioetoaée € utilizada para diversos fins,
entre eles, a indastria alimenticia e téxtil, meagls e medicinal. Por apresentar resisténcia a
solos encharcados, disperta grande interesse @eauperacao de areas degradadas, areas de
preservacido permanente e entre outros (DANTAS,&2G09; OLIVEIRA, et al., 2014; SA et
al., 2015).

A espécie apresenta fruto muito apreciado na relji@imleste e, apesar da grande
demanda na regido, ainda é explorada de formatigidta (SILVA et al., 2009). A
conservacao de seus recursos geneéticos €, sohrbasdada em colecbes de campo, devido a
fisiologia de suas sementes, que apresentam canpamto intermediario no
armazenamento, nao tolerando dessecacdo em nitreismamente reduzidos (CARVALHO;
NASCIMENTO, 2000; OLIVEIRA et al.,, 2011). Visandossegurar a sustentabilidade
ecologica e econdmica da espécie, diversas imgidsi de pesquisa tém conservado sua
diversidade genética em campo (SILVA JUNIOR et2612).

O avanco das técnicas biotecnoldgicas apresentarse estratégia complementar a
conservacgao a técnica de criopreservacdo. A csepracao consiste em conservar o material
bioldgico em temperaturas ultrabaixas, utilizandmgénio liquido a -196°C, ou em sua fase
de vapor ao redor de -150°C por longos periodoR@K et al., 2011). E um procedimento
viavel para conservacdo de material biolégico pmgos periodos de tempo, requerendo
espaco reduzido e pouca manutencéo (BENSON, 2@@TOR et al., 2012).

Ha diferentes métodos de criopreservacdo, destacsnda desidratacéo,
encapsulamento-desidratacdo, droplet-vitrificacawitaficacdo (KAVIANI, 2011). Essa
técnica tem sido empregada com sucesso para ddsrerplantes er@itrus sp. (KAYA et
al., 2017);Coffea arabica L. (FIGUEIREDO et al., 2017}ancornia speciosa (PRUDENTE
et al., 2014; SANTOS et al., 2015%enipa americana (SA et al., 2015; SANTOS;
SALOMAO, 2016),Pistacia vera (BENMAHIOUL et al., 2015) é\nanas comosus (SOUZA
et al.,, 2016). Diferentes explantes podem ser m@8grvados como eixos embrionarios,
meristemas apicais e calos (SANTOS et al., 2015).

O teor de agua intracelular é fator limitante parasobrevivéncia do explante
criopreservado, dessa forma a desidratacdo € éssgmudendo ser fisica por meio da
evaporacao, promovida pela exposicdo do matesdica gel ou camara de fluxo laminar ou
pelo uso de crioprotetores que provocam a desgfatasmotica do material (LOPES, 2005;
SA et al., 2015). A reducdo da agua de explanteiveis extremamente baixos capazes de
evitar a formacao de cristais de gelo, € 0 pas$® eniéico na obtencdo de um protocolo bem-
sucedido de criopreservacéo (LOPES et al., 2013).

Muitos sdo os danos causados as amostras congetada®or de agua inadequado,
tais como: desorganizacdo mecanica das estruteggtars, danos mecanicos resultantes da
reducdo do volume celular e injurias na membrahdartgSANTOS; SALOMAO, 2016). A
tolerancia a desidratacao varia de espécie paéziesp entre tecidos de uma mesma planta e
a umidade apropriada deve ser atingida para garamdiquada sobrevivéncia do material
(ROCHA, 2010).

A conservagdoex sSitu de sementes em criobancos demanda estudos préeios
procedimentos de desidratacdo para o0 ajuste daadmichdequada que viabilize a
conservacdo em longo prazo. Diversos métodos ctissie avaliacdo da viabilidade de
sementes tém sido aplicados, entretanto a cultwiro de embrides ou eixos embrionarios
permite também a avaliacdo da integridade fisiokgidla crioconservacdo (SANTOS;
SALOMAO et al., 2016).
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O presente trabalho teve como objetivo avaliar eitefde diferentes tempos de
desidratacdo em silica gel na capacidade regereiddi eixos embrionarios criopreservados
de acessos deenipa americana L.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Material vegetal

Foram utilizadas como fonte de explantes semergefutios maduros d&enipa
americana L., coletados de plantas de popula¢des naturaisadessos Nucleo Bandeirante,
Distrito Federal (15°51'55,72"S; 47°57'34,59"0) emlauba, Sergipe (11°21'56,1"S;
37°41'32,8"0). As sementes foram extraidas manudéne lavadas com detergente até a
retirada total da polpa e imersas em alcool 70¥8Bpainutos e em solucéo de hipoclorito de
sédio 2-2,5% por 15 minutos, e depois enxaguaéasvBzes e secas em pageinitest por
24 horas em temperatura ambiente.

4.2.2 Efeito do tempo de dessecacédo na umidade abilidade de sementes de acessos de
jenipapeiro

Para obtencédo da porcentagem inicial de germindgdosementes (controle 1), as
sementes foram inoculadas em meio de cultura MSRRMEHIGE; SKOOG, 1962) com 3%
de sacarose e 0,35% de Phytdgeieio de germinacéo).

Para os estudos do efeito da dessecacdo na gefimidaceixos embrionarios as
sementes foram submetidas a dessecacdo em fraspadichrbonato Magenta™ (77 mm x
77 mm x 97 mm) contendo 50 g de silica gel/frasmoQp 12, 16 e 20 horas em temperatura
ambiente.

Para cada periodo de dessecacao duas amostrasemdftes cada foram inoculadas
no meio de germinacdo (controle 2) e duas amosimslO sementes cada foram
imediatamente inseridas em criotubos e imersasiteog@nio liquido (-196°C).

Para determinacdo da umidade inicial das sementegpds cada periodo de
dessecacao, cinco repeticbes de 5 sementes forsamgsepara obtencdo da massa fresca
(MF) e transferidas para estufa por 72 horas enpéesura de 105+ 3 °C para obtencao da
massa seca (MS). O teor de agua, em base Umid3a {&bbleterminado pela expressao:

i Massa fresca — Massa seca
Teor de agua (% bu) = Massa fresca * 100

A porcentagem germinacdo, comprimento da parteaada raiz e numero de folhas
foram avaliados aos 60 dias ap0s a inoculacao.

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb em esquema fatorial 2 x 4
(dois acessos e quatro tempos de dessecacao)jraanrapeticoes.

4.2.3 Efeito do tempo de dessecacdo na regeneragarescimento de eixos embrionarios
de acessos de jenipapeiro criopreservados

Para obtencédo da porcentagem de germinacéo itoiatrole 1) as sementes foram
inoculadas em meio de cultura MS descrito no ite2r?4

Para os estudos do efeito da dessecacao na gedimiracsementes foram submetidas
a dessecacdo em boxes Magenta™ (77 mm x 77 mmm§7contendo 50 g de silica gel
cada por 0, 12, 16 e 20 horas em temperatura atabien

Apéds cada periodo de dessecacdo duas amostrassgeng@tes foram inoculadas no
meio de germinacao (controle 2) e duas amostrd dmmentes cada foram imediatamente
inseridas em criotubos e imersas em nitrogéniadm(+196°C).

Para avaliagdo da porcentagem da germinacdo das @mbrionarios, apls a
criopreservacéo, os criotubos foram descongeladosb@ho-maria a 40 £ 2 °C por 3
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minutos e as sementes imersas em agua estériftgmras, conforme metodologia de Santos
e Salomao (2016). Apés esse periodo foram excisaglesxos embrionarios e imediatamente
inoculados em meio de cultura MS com 3% de saca585% de Phytadel

A porcentagem regeneracdo, o comprimento da partaa da raiz e o numero de
folhas foram avaliados aos 60 dias da inoculagé&o.

Foi considerado o delineamento inteiramente casaddi em esquema fatorial 2 x 4
(dois acessos e quatro tempos de dessecacéo) momrepeticoes.

4.2.4 Analises histolbgicas

As andlises foram realizadas nos laboratérios detddnia Vegetal e Laboratorio de
Microscopia Eletrénica e Andlise Ultraestrutura diaiversidade Federal de Lavras. Eixos
embrionarios foram excisados das sementes e fixadd®rmaldeido FAA (formalina, acido
acético e alcool etilico) (CASTRO et al., 2009). Eeguida, as amostras foram submetidas a
um gradiente de alcool 70%, 80%, 90% e 100% enrviaies de 2 horas cada, para
desidratacdo. Posteriormente, as amostras foraitradés por etanol PA 100% + resina
liquida (1:1) por 2 horas. Resina ativada = solug@adnfiltracdo (resina + po ativador, na
proporcao indicada pelo fabricante) por 24 horagyeladeira. Logo apds, foi preparada a
solucdo de inclusdo, juntando o endurecedor a aedm infiltracdo ou resina ativada
(seguindo as proporc¢des indicadas pelo fabricante).

Os fragmentos vegetais foram infiltrados em histole® 6 mm x 8 mm da Leia
(formas plasticas, préprias para inclusdo). No nmeala inclusdo os fragmentos foram
posicionados adequadamente e polimerizados emaest8¥°C. Os blocos foram mantidos
com baixa umidade, armazenados em recipientes aanveédacdo e contento silica gel.
Incluido o material, foi realizada a microtomia lisindo o microtomo rotativo
semiautomatico que foi padronizando a uma espessucartes variando de 5 a 8 um. Em
seguida, foram estendidos sobre a lamina contemdpigmna quantidade de agua. Apos
secagem em temperatura ambiente, as laminas cotas cdistendidos foram coradas
utilizando o corante Azul de Toluidina preparado &ampéao acetato (pH 4,7). Apés 3
minutos, foram lavadas em agua acética até adatita excesso do corante. As laminas apés
a secagem foram fixadas com Etteflag, posteriormente, observadas em microscépiorNiko
Eclipse E100 acoplado a camera Infinity 1, ondarfofotomicrografadas.

4.2.5 Microscopia eletronica de varredura

Para cada tratamento, eixos embrionarios foramddigsaem solucdo Karnovsky
(KARNOVSKY, 1965) modificada (Glutaraldeido 2,5%oraldeido 2,5% em tampéo
cacodilato de sodio 0,05M, pH 7,2, Ca@,001M), por um periodo de 24 horas.
Posteriormente foram transferidos cinco fragmepts uma solugdo-tampao de cacodilato
(0,05 M) e lavados por trés vezes durante 10 m#uEon seguida, foram pdés-fixados em
solucdo de tetroxido de 6smio 1% em agua por 1, havados em agua destilada por trés
vezes e desidratados em solugbes com concentrag®egntes de acetona (30%, 50%, 70%,
90% e 100%). Posteriormente, os espécimes foraatdsva secagem ao ponto critico com
CO; liquido em aparelho Balzers CPD 030; em seguidmtados em suportes de aluminio
(stubs) e cobertos com ouro (evaporador Balzers G&II) para observacdo em microscopio
eletrénico de varredura LEO EVO 40. Diversas imagdas amostras foram registradas
digitalmente, em aumentos variaveis, e gravadaSoftware Photopaint do pacote Corel
Draw 9 (ALVES, 2004).

4.2.6 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variarman@aradas pelo teste de Tukey a
5% de significancia para estudos de efeitos quabis e estimadas equacdes de regressao
para os efeitos quantitativos, utilizou-se o progaeaestatistico SISVAR (FERREIRA et al.,
2014).
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4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Efeito do tempo de dessecacao na umidade dmentes de acessos de jenipapeiro

Houve efeito significativo da interacdo acessomypte de dessecacédo na umidade das
sementes (Anexo 1A acesso Nucleo Bandeirante apresentou um compantartinear (y
=-0,2841x + 14,957; R2 = 0,8553, Figura 1). NogenT0 a umidade foi de 15,48%, com a
exposicao a silica gel em diferentes periodos haunezlucéo do teor de agua com umidade
minima de 9,86% em 20 horas. Para o0 acesso Umlaaubadade das sementes apresentou
um comportamento quadratico (y = 0,0385x,718x + 28,391; R2 = 0,9925, Figura 1). No
tempo TO a umidade foi de 28,46%, com a reducéddedo de agua a umidade minima
atingida foi de 9,0% em 20 horas de exposicadcagjel.

Apesar das umidades iniciais dos dois acessos sbferantes, a dessecacéo em silica
gel por 20 horas reduziu a valores proximos (9,80%). A umidade inicial de 43,89% em
sementes dé&enipa americana oriundas do Cerrado reduziu gradativamente atilgio
minimo de 6,79% em 36 horas, em diferentes tempaiedsecacdo em silica gel (SANTOS;
SALOMAO, 2016). A silica gel proporciona secagempida em ambiente asséptico (PEREZ-

GARCIA et al., 2007) por meio da adsorcdo da acgus poros de sua superficie (FIORE,
2013).

30
25 y =0,0385%-1,718x + 28,391
< Rz =0,9925
< 20 A ) _
z + Nlcleo Bandeirante
_cg 15 4
'fDE 10 - . ® Umbauba
5 - y =-0,2841x + 14,957
0 Rz =0,8553

0 4 8 12 16 20
Tempo de dessecacao (horas)

FIGURA 1. Efeito do tempo de dessecacdo na umidade de seimdateacessos de
jenipapeiro.

4.3.2 Efeito do tempo de dessecacdo na germinacdocmscimento de acessos de
jenipapeiro nao criopreservados

Houve efeito significativo da interacdo acessosngpb de dessecacao de sementes na
porcentagem de germinacdo (Anexo 2A). O acesso Ulnababteve 100% de germinacdo em
todos os tempos de dessecacdo (Tabela 1). Entretmrdcesso Nucleo Bandeirante nao
diferiu do acesso Umbauba no tempo 0 (sem dessgcagido que a partir de 12 horas de
dessecacdo obteve menor germinacdo, com reduc@ticdralesses valores. Segundo
Carvalho e Nascimento (2000) o jenipapeiro temaasificacdo de sementes intermediérias
nao podendo sofrer dessecacdo drastica toleramdximpdamente 10% de umidade. A
variagdo no comportamento entre acessos provaveEnsendeva ao fato de que o0 acesso
Nucleo Bandeirante apresente uma maior sensibdidadlessecacédo. Segundo Bewley e
Black (1994) os mecanismos de tolerancia a desBead& sementes sdo adquiridos apds a
histodiferenciacéo e sado iniciados por tecidos magee nao por sinais ambientais.

A germinacdo das sementes do acesso Nucleo Bameir@presentou um
comportamento linear decrescente (y = -2,8571x,#8&t R2 = 0,6836, Figura 2). No tempo
TO a germinagdo foi de 80%, com a exposicdo aasflel em diferentes tempos, houve a
reducao para 10% em 20 horas de dessecacao.
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TABELA 1. Porcentagem de germinacédo de acessosmigapeiro em diferentes tempos de
dessecacao.

Acessos Tempos de dessecacao (hc

0 12 16 20
Nucleo Bandeiran 80¢ 40k 60k 10k
Umbauba 100a 100a 100a 100a

CV (%) 24,3

Médias seguidas pela mesma letra na coluna naeutifentre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

100 = - - ]
S 801 y = -2,8571x + 81,786
) R2=0,6836
1§~ 60 - M ¢ Nucleo Bandeirante
c
g 40 A —a—Umbalba
()
O 20
L
0 T T T T 1
0 4 8 12 16 20

Tempo de imerséo (horas)

FIGURA 2.Efeito do tempo de dessecacdo na germinacéo deoaads jenipapeiro.

As sementes de jenipapeiro recém-colhidas e ppstas germinar apresentam altas
percentagens de germinagédo (OLIVEIRA et al., 2@QUWEIROZ et al., 2012) perdendo sua
viabilidade a medida que sdo dessecadas. A perdgudeassociada a velocidade com a qual
a mesma é removida pode influenciar a viabilidadesdmentes d&enipa americana
(MAGISTRALI et al., 2013), podendo impedir os preses ligados a recuperacdo sendo
necessario um maior tempo para os reparos natagém(OLIVER; BEWLEY, 1997).

Estudando a capacidade de tolerancia a dessecac@mantes déenipa americana
submetidas a diferentes procedimentos de secagedaydarvalho e Nascimento (2000)
obtiveram uma germinacdo de 96% em sementes fré38z28% de umidade) e valores
superiores a 50% com reducado da umidade apés 24 (id,3% de umidade). Entretanto, em
continua exposicdo até 72 horas, as sementes @iarese umidade de 6,2% e perda total da
viabilidade. Taxas de germinacao de 98%; 91%; &&%; 35% e 10% e umidade de 46,9%;
30,5%; 20,8%; 15,6%; 10,2% e 5,4%, respectivaméotam observadas por Magistrali et al.
(2013) ao estudarem o efeito da taxa de secagentolegédncia a dessecacdo e 0
armazenamento de semente$ségipa americana.

Quanto as variaveis de crescimento, no acesso Urab@muve efeito significativo do
tempo de dessecacao para o comprimento da pagi@ @@dmero de folhas. Nao houve efeito
para o comprimento da raiz aos 60 dias de cultivatro (Anexo 3A). O comprimento da
parte aérea e o0 numero de folhas apresentaram cdamento linear decrescente
representada pela equacao (y = -0,1357x + 4,3436; ®9452) e (y = -0,1x + 1,95; R? =
0,9868), respectivamente (Figuras 3A e B).

Para o comprimento da parte aérea, o tempo TOr{denfoi superior, com média
4,28 cm e reducéo linear nos diferentes temposdsedacdo chegando ao valor minimo de
1,34 cm em 20 horas. Para o numero de folhas, mmesmportamento foi observado na
auséncia de dessecacao (T0) com média de 2,0.folhas
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FIGURA 3. Efeito do tempo de dessecacao de sementes nonceggai plantulas do acesso
Umbauba aos 60 dias de cultivovitro. A- comprimento da parte aérea; B- numero de folhas
e C- comprimento da raiz.

Com relacdo ao comprimento da raiz, a exposi¢caoiliéa sgel influenciou
negativamente a velocidade da protrusdo da radi€laomprimento da raiz apresentou
comportamento linear decrescente representadaepgakcao (y = -0,1229x + 5,7943, R? =
0,9). No tempo TO apresentou média de 5,64 cmgiatio valor minimo de 2,92 cm em 20
horas (Figura 3C)Para o acesso Nucleo Bandeirante ndo houve eifgitificativo do tempo
de dessecacdo no comprimento da parte aérea, coempoi da raiz e numero de folhas aos 60
dias de cultivoin vitro (Tabela 2). Devido a maior sensibilidade do acesseducdo da
umidade, as plantulas em comparacdo com o acesdmlha apresentaram resultados
inferiores de desenvolvimento, provavelmente, passpirem mecanismos intrinsecos de
tolerancia a baixa umidade.
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TABELA 2. Efeito do tempo de dessecacdo de sematdescesso Nucleo Bandeirante no
comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da(@RAIZ) e nimero de folhas (NF)
de plantulas aos 60 dias de cultinaitro.

Tempo dessecacao CPA (cm CRAIZ (cm) NF
0 4,36¢ 4,00¢ 2,00¢
12 4,25a 3,62a 1,75a
16 3,80a 3,34a 1,40a
CV (%) 8,0t 8,0¢ 10,1¢

Médias seguidas pela mesma letra na coluna naewmlifentre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade

4.3.3 Efeito do tempo de dessecacdo na regeneragdmescimento de eixos embrionarios
de acessos de jenipapeiro criopreservados

Para o acesso Umbauba a porcentagem de regeneaagatamento T16 (16 horas de
dessecacao) foi maior que TO (controle), mas néidiestatisticamente dos demais. Em
relacdo aos acessos em estudo nao houve efeitficsigvo do tempo de dessecacao na
porcentagem de regeneracdo dos eixos embrion&ipseaservados aos 60 dias de culiiro
vitro (Tabela 3).

TABELA 3. Porcentagem de regeneracdo de eixos emdmips de acessos de jenipapeiro
criopreservados aos 60 dias de culiivaitro.

Tempo de dessecacgédo (horas) Umbauba Nucleo Banigeira
0 90a 100a
12 95a 854
16 100a 902
20 95a 802

CV (%) 9,11

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndemifentre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade

Existem poucos estudos publicados com jenipapercandicdes de conservacao em
longo prazo. Houve a formacdo de plantulas normeisn raiz e parte aerea bem
desenvolvidos e sem dano aparente aos 60 diadtok® ¢n vitro nos dois acessos (Figuras 4
A e B). Estudos publicados por Santos e Salomadl6j2Qelataram que apls a
criopreservacao, eixos embrionarios @e americana alcancaram altas porcentagens de
germinacao 93%:; 96% e 93%. em sementes com 1326%8% e 6.79% de umidade.

Ll Sab

FIGURA 4.Regmstaciaudarivarobrinnivndad arinanapaaons apaprsservacao aos 60
dias de cultivan vitro. A- acesso Umbauba; B- acesso Nucleo Bandeirante.
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Quanto ao crescimento médio dos dois acessasro apos a criopreservacao, houve
efeito significativo do tempo de dessecacdo pacaroprimento da parte aérea e da raiz e
numero de folhas de plantulas regeneradas a gagieixos embrionarios (Anexos 6A, 7A e
8A). Com o aumento do tempo de dessecacédo houwvededinear dos comprimentos da
parte aérea e da raiz (Figuras 5 A e B). O numertolthas variou conforme equacéo y = -
0,0081% + 0,1092x + 1,9773(R2 = 0,8192), com reducéo dpdsoras de dessecacao (Figura
5C).

y=-0,17x + 3,985
R2=0,8604
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FIGURA 5. Efeito do tempo de dessecagdo de sementes nonceedci de plantulas de
jenipapeiro aos 60 dias de cultivovitro. A- comprimento da parte aérea; B- comprimento
da raiz e C- numero de folhas.

De acordo com a analise de variancia, houve efgnificativo dos acessos para
comprimento da raiz e numero de folhas. O acessbadba apresentou plantulas com
crescimento da raiz e numero de folhas superioacasso Nucleo Bandeirante, ndo sendo
detectada para o comprimento da parte aérea. @dbheEste fato pode ser explicado pela
maior capacidade de reidratacdo das células de@thsbalba apds a desidratacdo. Segundo
Walters et al. (2001) as funcbes normais das ceIgko alteradas quando estas séo
submetidas a contetdos intermediarios aos da agdatotal. Inimeros fatores podem causar
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danos e modificagbes no comportamento fisiologieosdmentes sensiveis ao passar por
processo de dessecacdo, entre eles destacam-sggm ede maturacdo e temperatura
(KERMODE; FINCH-SAVAGE, 2002). Segundo Benmahiotilaé (2015), a interacdo entre

o teor de agua de eixos embriondrios no congelan®sua viabilidade tem sido reportada
em outras espécies. Outro fator que pode ser arasid € que espécies com maior area de
ocorréncia geografica podem apresentar difereneasgtigas na capacidade de resposta as
variacfes climaticas, com maior possibilidade tkrao estresses (FERRAZ et al., 2012).

TABELA 4. Efeito do acesso no comprimento da paeea (CPA), da raiz (CRAIZ) e
namero de folhas (NF) de eixos embrionarios deppgeiroaos 60 dias de cultivim vitro
apos a criopreservacao.

Acessos CPA (cm) CRAIZ (cm) NF

Umbauba 1,95a 4,06a 2,70a
Nucleo Bandeirante 1,95a 1,87b 0,75b

CV (%) 31,79 34,94 22,10

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndemifentre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade

Respostas genético-dependentes apds a criopredert@q sido observadas para
outras espécies. Diferencas na capacidade de raegéonee desenvolvimento de eixos
embrionarios dé&sossipium hirsutum foram relatadas por Lopes et al. (2013) onde twveul
BRS 201 apesar de apresentar maior regeneracédoa eBS 200, apresentou menor
comprimento de plantula e nimero de raizes emitidaga e Souza (2017) avaliando trés
genotipos dé&accharum officinarum em diferentes técnicas de criopreservagéo de termas
apicais constaram diferencas na regeneracdo eimseggo. Alta genotipo-dependéncia
também foi relatada por Souza et al. (2016) emtessos dAnanas COmosus.

Como andlise complementar ao efeito da dessecadaocdopreservacao nos eixos
embrionarios de acessos de jenipapeiro, foi reddiza analise ultraestrutural com
microscopia eletrénica e microscopio éptico. A rotwfia externa do embrido zigoético nao
criopreservado apresentou células extremamentaiaegias, com parede celular integra. O
eixo embrionario apresentou formato cilindrico camonta da radicula arredondada e sem
lesBes aparentes e os cotilédones forma arredomdadauséncia de danos visuais em sua
estrutura (Figura 6).

EHT =20.00 kV Signal A= SE1 Date :14 Jun 2017
WD = 10.0 mm Photo No. = 11297 Time :15:16:41

FIGURA 6. Estruturas do embrido zigético do jenipapeiro ndapeceservado. A- superficie
do embrido zigotico: co - cotilédones; ee - eixobaamario; pr - ponta da radicula; B-
superficie do embrido zigdtico em microscépio éleito de varredura.
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Sementes submetidas a 12 horas de dessecacaentgma® estrutura celular murcha,
com redugéo da parede celular e aumento do espagmdlular nas sementes antes da
imersao em nitrogénio liquido (Figuras 7 A e B).0&m criopreservacao e a reidratacao dos
tecidos por de 24 horas, as células aparentementsestaram menor espaco intracelular
(Figuras 7 C e D).

FIGURA 7. Corte transversal e eletromicrografiasvderedura de eixo embrionario antes e
apos a criopreservacao (NL), com 12 horas de dasdecA e B- células de eixo embrionério
antes NL, C e D- células de eixo embrionario aplbs N

Sementes submetidas a 20 horas de dessecacéserdpram parede celular
desuniforme e células murchas (Figura 8). Apesandior tempo de dessecagdo em relacao
ao tratamento de 12 horas (Figura 7), as célulesaptaram os mesmos danos evidenciados
acima.

A“ »
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FIGURA 8. Corte transversal e eletromicrografias vderedura de eixo embrionario de
jenipapeiro antes e apos a criopreservacao (Nloy 20 horas de dessecacdo. A e B- eixo
embrionério antes NL, C e D- eixo embrionério ajdbs

Resultados semelhantes foram obtidos por Magistetli al. (2013) com
eletromicrografia de varredura de tecidosG#naipa americana desidratadas rapidamente até
10,2% de umidade. Alteragfes ultraestruturais éadas foram observadas como a reducéo
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do volume das células de armazenamento, compacta@ontetdo de reserva interno e
aumento no espaco intracelular no endosperma. 3$esnecom 5,4% de umidade
apresentaram a morfologia das células descaradearizcom perda da turgidez das paredes
celulares.

O protocolo descrito acima apresenta potencialptieagdo em diferentes acessos de
jenipapeiro considerando que a exposicdo ao NL ec@uoprometeu a sobrevivéncia e
regeneracao dos eixos embrionérios os acessos Bmbadicleo Bandeirante.

4.4 Conclusbes

O acesso Umbauba apresenta 100% de germinacaalesd® tempos de dessecacéo
antes da criopreservacao e o Nucleo Bandeiran@$gansivel a dessecacéo.

O acesso Umbauba apresenta reducéo das variavaissténento com o aumento do
tempo de dessecacao.

Os tempos de dessecacédo testados ndo afetam @ageisgade crescimento do acesso
Nucleo Bandeirante.

O tempo de dessecacdo nao influencia a porcentatpemegeneracdo de eixos
embrionarios de acessos Nucleo Bandeirante e Ural@idpreservados

As alteracdes observadas nas ultraestruturas aoesnbrionario deG. americana
causadas pela dessecacéo ndo afetam a taxa deagionas sementes criopreservadas.



25

4.5 Referéncias Bibliograficas

ALVES, E.Introduc&o a microscopia eletrénica de varreduralavras: Editora
UFLA/FAEPE. 43p. 2004.

BENMAHIOUL, B.; DAGUIN, F.; KAID-HARCHE, M. Cryopreervation ofPistacia vera
embryonic axeslournal of Forest SciencePrague, v. 61, n. 4, p. 182-187, 2015.

BENSON, E. E. Cryopreservation Theory. In: REEDMB.(Ed.) Plant Cryopreservation-
A Pratical GuideNew York: Springer. p. 15-32. 2008.

BERJAK, P.; BARTELS, P.; BENSON, E.E.; HARDING, K4YCOCK, D. J.;
PAMMENTER, N. W.; WESLEY-SMITH, S. J. Cryoconserat of South African plant
genetic diversityln Vitro Cellular & Developmental Biology-Plant, Berlin, v. 47, p. 65-
81, 2011.

BEWLEY, J. D.; BLACK, M.Seeds;physiology of development and germination. New
York: Plenum Press, p. 445, 1994.

CARVALHO, J. E. U.; NASCIMENTO, W. M. O. Sensibikdie de sementes de jenipapeiro
(Genipa americana L.) ao dessecamento e ao congelamdiewista Brasileira de
Fruticultura , Jaboticabal, v. 22, n. 1, p. 53-56, 2000.

CASTRO, E. M.; PEREIRA, F. J.; PAIVA, Ristologia vegetal:estrutura e funcéo de
orgaos vegetativos. Lavras: UFLA, p. 234, 2009.

DANTAS, A. C. V. L.; COSTA, M. A. P. C.; SOUZA, K. D.; SANTOS, R. 0. S;;
SANTOS, L. S. L. Jenipapo. In: SANTOS-SEREJO, JDRMNTAS, J. L. L.; SAMPAIO,
C.V.; COELHO, Y. SFruticultura tropical: espécies regionais e exoticas. Brasilia:
Embrapa Informag&o Tecnoldgica, p. 275-291, 2009.

FERRAZ, R. L. S.; MELO, A. S.; SUASSUNA, J. F.; FERIRA, R. S.; FERNANDES, P.
D. Desenvolvimento e producéo de ecotipos de fiejariltivados na época das aguas, sob
irrigacéo suplementaBioscience Journal Uberlandia, v. 28, n. 6, p. 920-928, 2012.
Disponivel em:
<http://www.seer.ufu.br/index.php/biosciencejoufadicle/view/13655/11102>. Acesso em:
16 out. 2017.

FERREIRA, D. F. Sisvar: a Guide for its Bootstrapgedures in multiple comparisons.
Ciéncia e Agrotecnologialavras, v. 38, n. 2, pp.109-112, 2014. Disponével
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_artpid=S1413-
70542014000200001&Ing=pt&nrm=iso>. Acesso em: 103017.

FIGUEIREDO, M. A.; COELHO, S. V. B.; ROSA, S.D.V.Ha; VILELA, A. L.; SILVA, L.
C. Exploratory studies for cryopreservatiorQaiffea arabica L. seedsJournal of Seed
Science Londrina, v. 39, n. 2, p. 150-158, 2017. Dispehem:<
https://dx.doi.org/10.1590/2317-1545v39n2171123ce#s0 em: 18 out. 2017.

FIORE, C. L. Silica gel para uso magistRé&vista Técnica do FarmacéuticoSao Paulo,
p.14-16, 2013.



26

KARNOVSKY, M. J. A formaldehyde-glutaraldehyde ftkae of high osmolality for use in
eletron microscopylournal of Cellular Biology, v. 27, p. 137-138, 1965.

KAVIANI, B. Conservation of plant genetic resourdgscryopreservatiorAustralian
Journal of Crop Science Lismore, v. 5, n. 6, p.7 78-800, 2011.

KAYA, E.; SOUZA, F. V. D.In Vitro Cellular Development Biology-Plant, Berlin, p. 1-8,
2017. Disponivel em: <https://doi.org/10.1007/A1-:617-9837-2>. Acesso em: 19 out.
2017.

KAYA, E.; SOUZA, F. V. D.; YILMAZ GOKDOGAN, M.; CEYLAN, M.; JENDEREK, M.
Cryopreservation of citrus seed via dehydratiotofeéd by immersion in liquid nitrogen.
Turkish Journal Biology, Ankara, v. 41, p. 242-248, 2017.

KERMODE, A. R.; FINCH-SAVAGE, B. E. Desiccation ssfivity in orthodox and
recalcitrant seeds in relation to developmentBItACK, M.; PRITCHARD, H.W. (Ed).
Desiccation and survival in plants drying without dying. London: CABI, p. 149-1840@2.

LOPES, K. PCriopreservacao de germoplasma de oleaginosas depantancia
econdmica para o nordeste Brasileiro2005. 113 f. Tese (Doutorado em Agronomia-
Sementes) - Universidade Federal da Paraiba, Rigj&005.

LOPES, K. P.; ALMEIDA, F. A. C.; CARVALHO, J. M. EZ.; BRUNO, R. L. A.
Criopreservacéao de eixos de embrides zigoéticosgielaeiro.Revista Brasileira de
Engenharia Agricola e Ambienta] Campina Grande;. 17, n. 3, p. 291-298, 2013.

MAGISTRALI, P. R.; JOSE, A. C.; FARIA, J. M. R.; GBPARIN, E. Physiological behavior
of Genipa americana L. seeds regarding the capacity for desiccati@hstorage tolerance.
Journal of Seed ScienceLondrina, v. 35, n. 4, p. 495-500, 2013.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for ragibwth and bioassays with
tobacco tissue cultur@hysiologia Plantarum Copenhagen, v. 15, p. 437-497, 1962.

OLIVEIRA, L. M.; SILVA; E.O.; BRUNO, R. L. A.; ALVES, E. U. Periodos e ambientes de
secagem na qualidade de sementeSahgpa americana L. Semina Ciéncias Agrarias
Londrina, v. 2, p. 495-502, 2011.

OLIVER, M. J.; BEWLEY, J. D. Desiccation toleranakplant tissuesa mechanistic
overview. New YokHorticultura Reviews, v. 13, n. 1, p. 213, 1997.

OLIVEIRA, M. T.; DAMASCENO-JUNIOR, G. A.; POTT, APARANHOS FILHO, A. C.;
SUAREZ, Y. R.; PAROLIN, P. Regeneration of riparianests of the Brazilian Pantanal
under flood and fire influenc&orest Ecology and ManagementAmsterdam, v. 311, p.256-
263, 2014.

PRUDENTE, D. O.; PAIVA, R.; NERY, F. C.; PAIVA, B. O.; REIS, M. V.; SILVA, L. C.
Criopreservacgdo de gemas laterais de mangabeyepel da prolinaRevista Saude e
Ciéncia, Campina Grande, v. 3, n. 3, p. 86-93, 2014.

PEREZ-GARCIA, F.; GONZALEZ-BENITO, M. E.; S. C. R. RAO, N.K.; DULLOO,
M.E.; GHOSH, D.N.; LARINDE, M.Manual para el manejo de semillas en bancos de



27

germoplasma Manuales para Bancos de Germplasma. No. 8. Bibyémnsernational,
Roma, Italia, 164p. 2007.

QUEIROZ, S. E.; DA SILVA, E. A.; DAVIDE, A. C.; JOS A. C.; SILVA, A. T.; FRAIZ,
A.C.; FARIA, J. M.; HILHORST, H. W. Mechanism andrirol of Genipa americana seed
germination Physiologia Plantarum Copenhagem, v. 144, n. 3, p. 263-76, 2012.

ROCHA, M. S.Caracterizacado morfofisiologica, criopreservacéo eesposta a
salinidade de acessos de pinhdo mang®10. 165 f. Tese (Doutorado em Agronomia) -
Universidade Federal da Paraiba, Areia-PB, 2010.

SA, F. P.; SOUZA, V. F. D.; SILVA, V. C.; LEDO, /. Encapsulamento, crioprotecéo e
desidratacdo na capacidade regenerativa de apicksares dé&enipa americana. Ciéncia
Rural, Santa Maria, v. 45, n. 11, p. 1939-1945, 2015.

SANTOS, I. R. I.; SALOMAO, A. N. Viability assessmieof Genipa americana L.
(Rubiaceae) embryonic axes after cryopreservasamgun vitro culturelnternational
Journal of Agronomy, London, v. 2016, p. 1-6, 2016.

SANTOS, P. A. A.; PAIVA, R.; SILVA, L. C.; SOUZA, AC.; SANTANA, M. C.; SILVA,
D. P.C. Cryopreservation of the mangaba tksn¢ornia speciosa Gomes): a protocol for
longterm storageéActa Scientiarum. Agronomy, Maringd, v. 37, p. 289-296. 2015.

SARTOR, F. R.; MORAES, A. M.; ALMEIDA, F. A. C.; Thicas para criopreservacao de
gemas de mangabeiRevista Ciéncia e Agrotecnologiglavras, v. 3, n. 1, p. 31-39, 2012.

SILVA JUNIOR, J. F.; LEDO, A. S.; SILVA, A. V. CRAMOS, S. R. R. Recursos genéticos
de fruteiras nativas e adaptadas do nordestecaiudo germoplasma conservado ex situ na
regido. In: Congresso Brasileiro de Recursos GergtP., 2012, Bélemnais.. Brasilia,

2012, 1 CD-ROM.

SILVA, D. B.; SALOMAO, A. N.; CARVALHO, P. C. L.; VETZEL, M. M. V. S Frutas
nativas da regido Centro-oeste do BrasiBrasilia: Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, 320 p. 2009.

SOUZA, F. V.; KAYA, E.; VIEIRA, L. J.; SOUZA, E. HAMORIM, V. B. O;
SKOGERBOE, D.; MATSUMOTO, T.; ALVES, A. C. C.; LED@. A. S.; JENDEREK, M.
Droplet-vitrification and morphohistological studief cryopreserved shoot tips of cultivated
and wild pineapple genotypd?lant Cell, Tissue and Organ Culture Berlin, v. 124, n. 2, p.
351-360, 2016.

WALTERS, C.; PAMMENTER, N.; BERJAK, P.; CRANE, J. eBiccation damage,
accelerated ageing and respiration in desiccattarant and sensitive see®eed Science
Research Wallingford, v. 2, n. 11, p. 135-148, 2001.



28

5. ARTIGO 2

CARACTERiS:I'ICAS NUTRICIONAIS DA MATRIZ DE ENCAPSULA MENTO NA
REGENERACAO DE SEMENTES SINTETICAS DE JENIPAPEIRO

Periddico submetido (ou a ser submetido): CiénciaAgrotecnologia

RESUMO

A tecnologia de encapsulamento ou sementes sedét@presenta importante ferramenta no
estabelecimento de protocolos eficientes de prag@@ga conservacdo. A semente sintética
quando semeada sob condicdesvitro e ex vitro possui a capacidade de se regenerar e
formar uma nova planta, mantendo esse potenciammesp0s o armazenamento. N&o
existem relatos da aplicacdo desta tecnologia pgeaipapeiro, espécie frutifera nativa da
América Tropical com comportamento intermediaricsdas sementes. O objetivo foi estudar
a influéncia da concentracao de sais dos meiositiea WPM e MS associada a matriz de
alginato de s6dio em apices caulinaresG#mipa americana L. Foram utilizados apices
caulinares do acesso SA, coletado de populacOrmsae Sabindpolis, Sergipe oriundos de
plantulas estabelecidasvitro. Os 4pices, apos excisdo em brotagdes marntidéso, foram
imersos na matriz de alginato de sédio 2,5% comlifesentes meios de cultura (MS, Y2 MS,
WPM e Y2 WPM) e, em seguida, resgatadas individuaiene gotejadas em solugcdo 100 mM
de CaCj por 20 minutos. Posteriormente as unidades enlemjasuforam submetidas a uma
tripla lavagem em &gua destilada e autoclavadaegmida, imersas em solucdo de nitrato de
potassio (KNQ) para a descomplexacéo por 15 minutos. Apés esgadp as capsulas foram
inoculadas em meio de regeneracdo. Para o enraimanas brotacdes oriundas de sementes
sintéticas foram inoculadas em meio de regenersi&ioom 0, 100, 200, 300 e 400 mgde
AIB, e 3% de sacarose. ApOs a inoculacdo, os etgddoram mantidos na auséncia de luz,
por 20 dias. Apos esse tempo foram transferidaa pagio MS, sem reguladores de
crescimento e mantidas em fotoperiodo de 12 hardszde intensidade luminosa de 60 pmol
m? s*. A inducdo das raizes foi observada aos 40 diamafiz de encapsulamento nao
influenciou a germinacao das capsulas.

Palavras-chave:Genipa americana L., apices caulinares, alginato de sddio.
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NUTRITIONAL CHARACTERISTICS OF THE ENCAPSULATION MA TRIX ON
THE REGENERATION OF SYNTHETIC Genipa americana L. SEEDS

Journal of submission (or to be submitted): Ciéncia Agrotecnologia

ABSTRACT

The technology of encapsulation or synthetic seedsesents an important tool in the
establishment of efficient propagation and condemgrotocols. When sowm vitro andex
vitro, synthetic seedsan regenerate and form a new plant, and even amaititis capacity
after storage. To date, there are no reports oappécation of this technology in the case of
Genipa americana L. Our objective was to study the influence oft saincentrations of the
media WPM and MS associated with the sodium algimadtrix on genipap shoot tips. The
apices were collected from native populations ibis@polis, Sergipe, derived from vitro
seedlings. After excision, the shoot tips were imseéd for 20 min in a 2.5% sodium alginate
matrix with different culture media (MS, > MS, WPMnd %> WPM) and then recovered
individually and dripped in calcium chloride sotuti for capsule polymerization. Thereafter,
the capsules were rinsed in distilled water, aatedl and immersed in a potassium nitrate
(KNO3) solution for decomplexation for 15 min. The cdpsuwere inoculated on
regeneration medium. For rooting, the shoots d@esldrom synthetic seeds were inoculated
on MS regeneration medium with 0, 100, 200, 300 466 mg L' indole-3-butyric acid
(IBA) and 3% sucrose. After inoculation, the exptamwere maintained in the dark for 20
days. After this time, they were transferred to M®&dium without growth regulators and
subjected to a 12 h light/12 h dark photoperiod hgiat intensity of 60 pmol /M s*. The
regeneration percentage was not affected by thegasition of the encapsulation matrix. At
the tested concentrations, IBA did not induce foatnhation and on 100% of the shoots, calli
were formed in the basal region. The absence of IBduces rhizogenesis in shoots
developed from encapsulation matrices with %2 MS,M\M&hd 2 WPM. The encapsulation
matrix consisting of MS or WPM induces the formatiof a larger number of leaves, while
that composed of ¥2 MS induces the longest shogthen

Key-words: Genipa americana L., shoot tips, sodium alginate.
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5.1 Introducéo

O jenipapeiro Genipa americana L.) € uma esséncia florestal nativa que ocorre
naturalmente em varios estados brasileiros (ZAR®15). Explorada de forma extrativista
(SILVA et al.,, 2009) a espécie possui caractedstique a torna de grande importancia
econdmica. Além disso, apresenta potencial florestmbiental, utilizados na recuperacéo
de areas degradadas e recomposicéo ciliar (CORREX €015; DURAES et al., 2014). Na
induUstria alimenticia seus frutos servem como nmef@ima para a fabricacdo de alimentos e
bebidas (FERNANDES; RODRIGUES, 2012). A madeira anstderada de primeira
qualidade por possuir caracteristicas de elasteidaflexibilidade, utilizada a fabricacéo de
laminados, moveis e cabo de ferramentas (CORDEREDIX, 2014), e do ponto de vista
etnobotéanico, seus frutos, folhas e raizes sawadds no tratamento de enfermidades
(SILVA et al., 2015; VASQUEZ et al., 2014).

Neste contexto, pela sua importancia, a aplicaghtédnicas de cultura de tecidos
vegetais é promissora a espeécie, ja que possuiaamtiizacdo para a obtencdo massal de
propagulos com elevado padrédo genético e fitossami{COUTO et al., 2004). Dentre as
técnicas biotecnolégicas, a tecnologia de encapsultd ou sementes sintéticas representa
importante ferramenta no estabelecimento de pridsceficientes de propagacdo e
conservacdo, tendo sido reportada com sucesso peETIE€S vegetais nativas como a
mangabeira, com elevadas taxas de sobrevivénciae@B%o, respectivamente (NOGUEIRA,
2010; PRUDENTE et al., 2017).

A tecnologia desenvolvida, por Kitto e Janick (1Q8nsiste no envolvimento do
material vegetal como apices caulinares em umaianaddr alginato de sédio e cloreto de
calcio (BENELLI et al., 2013) que quando semeadaesocondi¢cdesn vitro e ex vitro possui
a capacidade de se regenerar e formar uma novia pfaantendo esse potencial mesmo apés
o0 armazenamento (ARA et al., 2000).

A matriz de alginato de s6dio que envolve os prafudytem como principais
vantagens a protecdo do material vegetal, o fatihaenamento, transporte e conversdo em
plantas (GUERRA et al., 2001), baixo custo e r4pdtiplicacdo dos propagulos, além de
facilitar a troca de germoplasma entre instituicBespesquisa, podendo servir ainda como
alternativa para a conservagdo de gendétipos sodigii@sin vitro (SAIPRASAD, 2001).
Além disso, possibilita a semeadura direta em camefpiminando etapas de transplante e
aclimatizacao (MARTIN, 2003).

Esta técnica tem sido continuamente aprimoradald@dneira que varios elementos
podem ser incorporados a matriz de encapsulamentme eles, fitorreguladores, macro e
micronutrientes, carboidratos e vitaminas (GUERRAlg 2001).

O alginato de sodio tem sido o mais utilizado cagente encapsulante, fato atribuido
a sua solubilidade a temperatura ambiente, habddidie gel permeavel com o cloreto de
calcio, boa propriedade geleificante, baixo cufsoilidade de uso e auséncia de toxicidade
(GUERRA et al., 1998).

Apesar de todo o potencial da técnica, sdo relatvae poucos os estudos relacionados
as caracteristicas nutricionais da matriz de emtapento das unidades encapsulaveis,
havendo a necessidade de inovacdes e, sobretuttmriag quanto & adequacéo dos tipos e
concentracdes dos constituintes a serem introdsizdmatriz (GUEDES et al., 2007). A
definicdo de uma matriz de encapsulamento podearslta regeneracédo de protocolos de
conservacgao e micro propagacao da espécie do pemipa

O presente trabalho teve como objetivo estudafl@@mcia da concentracéo de sais dos
meios de cultura MS e WPM associada a matriz deafyde sédio na regeneracéo de apices
caulinares dé&enipa americana L.
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5.2 Material e Métodos

5.2.1 Material vegetal

Foram utilizados como fonte de explantes &picebnzags de plantulas germinadas
vitro de jenipapeiro acesso SA, oriundo de populac@esaisiem Sabindpolis, Siriri, Sergipe
(acesso SA) (10°36'50.79"S; 37°07'36.05"0).

5.2.2 Caracteristicas nutricionais da matriz de erapsulamento e do meio de cultura na
regeneracao

Apices caulinares foram excisados das plantulaslasbho item 5.2.1. e misturadas a
matriz de alginato de sodio 2,5%, com o auxiliacude pipeta de Pasteur estéril. As gemas
foram resgatadas individualmente e gotejadas enc&olde CaGl100 mM de cloreto de
calcio na qual permaneceram por 20 minutos parampokacdo. Para a constituicdo da
matriz de alginato de sodio foram avaliados doisomele cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) e WPM (LOYD; MC COWN, 1981) na concagéo de sais a 100 e 50%.

Em seguida, as unidades encapsuladas foram submetidma tripla lavagem em
agua destilada e autoclavada para retirada do sxcksCaGl 2H,0 e imersas em solucéo
100 mM de KNQ@ para a descomplexacédo das cdpsulas por 15 mifiritesa 9).

SET AA L)
e -r"\"'."_”,r_“r sree
y Ry s

B 0,3cm D 0,5cm

FIGURA 9. Etapas do processo de encapsulament@l&itulas de jenipapeiro; B- apices
caulinares; C- apices imersos em solucdo de nitdopotassio (100 mM) para a
descomplexacgédo por 15 minutos; D- capsulas desexanphs e prontas para a inoculagdo em
meio de cultura.
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Os apices encapsulados foram inoculados em tubessdéo (20 mm x 170 mm) com
20 mL de meio de regeneracdo WPM, com concentiatalo(\WWPM) e a 50% (*2WPM) dos
sais, e MS com concentracgao total (MS) e a 50% (J2M& meios foram acrescidos 3% de
sacarose, 1 mgtde BAP e 0,35% de PhytafjelO pH foi ajustado para 5,8+0,1, 0s meios
autoclavados a temperatura de 121+1 °C e pressi@8i@tm por 20 minutos.

As culturas foram mantidas em sala de crescimeono temperatura controlada de
2512 °C, umidade relativa do ar média em torno@¥ ¢om fotoperiodo de 12 horas de luz e
intensidade luminosa de 60 pmof .

A porcentagem de regeneracdo, o numero de brotagdagmero de folhas e o
comprimento da parte aérea foram avaliados aos6B0déas de cultivo. Foram consideradas
regeneradas as sementes sintéticas que apresentavar@psulas rompidas, a partir do
desenvolvimento das gemas apicais.

5.2.3 Enraizamento das brotacdes oriundas de semeastsintéticas

Brotacdes obtidas do item 5.2.2 foram inoculadadudns de ensaio (20 mm x 170
mm), contendo 20 mL de meio de regeneracdo MS rdat@, 100, 200, 300 e 400 mg de
AIB e 3% de sacarose. O meio foi gelificado com @5* de Phytagél, de acordo com o
protocolo desenvolvido por Soares et al. (2007)ifroadio.

ApoOs a inoculacao, os explantes foram mantidosaende crescimento nas mesmas
condi¢des anteriores, mas na auséncia de luz pqreniodo de 20 dias. As brotacdes foram
transferidas para meio MS, sem reguladores deigresto e mantidas em fotoperiodo de 12
h de luz e intensidade luminosa de 60 pmdlsh A inducéo das raizes foi observada aos 40
dias de cultivo.

5.2.4 Andlises estatisticas

O delineamento experimental foi o inteiramente abzado com quatro tratamentos e
cinco repeticdes, sendo cada parcela constituidacipoo sementes sintéticas. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e comparpeto teste de Tukey a 5% de
significancia. Foi utilizado o programa estatist8li8§ VAR (FERREIRA et al., 2014).

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Caracteristicas nutricionais da matriz de erapsulamento na regeneracao

N&o houve efeito significativo para a porcentageen rdgeneracdo nas quatro
composi¢des nutricionais da matriz de encapsulaanaos 30 e 60 dias de culturavitro
(Anexo 1B). A regeneracao dos apices caulinareapsutados nas composi¢cdes nutricionais
dos meios MS, %2 MS, WPM e % WPM alcancou média @6, 94, 84 e 76%,
respectivamente, aos 60 dias de culiuraitro (Tabela 5). A composi¢céo nutricional das
capsulas nao influenciou estatisticamente a regeéer mas observaram-se maiores valores
numéricos para a regeneracdo na matriz de encapstia constituida pelo meio MS,
independente da concentracéo dos sais.

Este resultado pode ser explicado pela maior ctrasggio de nitrogénio (840,90 mg
L™Y) presente no meio MS (MIYATA et al., 2014). Estériente contribui de forma efetiva,
tanto no metabolismo celular, como na regulacdopdtencial osmoético dos explantes
(NAGAO et al.,1994).

As taxas de emergéncia dos explantes encapsul@aosido variaveis entre diversos
estudos, provavelmente ocasionada pela influénmaag concentracdes de alginato de sédio,
agente complexante e o tempo de complexacdo adgam s@xplante influenciando na taxa
de converséao.
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TABELA 5. Influéncia da constituicdo da matriz decapsulamento sobre a porcentagem de
regeneracao, numero de folhas, nimero de brotacesnticias, comprimento da parte aérea
(CPA), de jenipapeiro aos 30 e 60 dias de cultuvéro.

Tempo Composigao nutricional da matriz de encapsulamento
(minutos)  MS Y5 MS WPM Y5 WPM Médias
Porcentagem de regeneracgao
30 100,00 92,00 80,00 72,00 86,00A
60 100,00 96,00 88,00 80,00 91,00A
Médias 100,00a 94,00a 84,00a 76,00a

CV: (%) 39,06

NUmero de folhas

30 6,00 2,65 4,50 2,05 3,80B
60 6,80 3,80 6,55 2,80 4,99 A
Médias 6,40a 3,22b 5,52a 2.42b

CV: (%) 13,28

Numero de brotagbes adventicias

30 1,10 1,00 1,10 0,90 1,02B

60 1,50 1,00 1,10 5,50 2,27 A
Médias 1,30 b 1,00 b 1,10 b 3,20 a
CV: (%) 40,01

CPA (cm)

30 1,62 0,93 1,17 0,52 1,06 B

60 1,70 1,12 1,49 0,77 1,27 A
Médias 1,66 a 1,03 bc 1,33 ab 0,65 c

CV: (%) 35,43

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

Sementes sintéticas de pimenta rosa encapsuladasnetriz de alginato de sédio
associada aos sais de meio MS apresentaram med ¥ de emergéncia aos 30 dias da
semeaduran vitro em meio MS sdlido (GUEDES, 2007). Faria (2014)eobsu médias de
60 e 63% de regeneracdo em brotos de bananeing Gorutuba encapsulados com matriz
de alginato de sodio associada a 50 e 100%, résp@ente, das concentracdes de sais do
meio MS aos 30 dias de cultivo. Prudente (2017wbhiB6% de sobrevivéncia em gemas
laterais de mangabeira encapsuladas aos 30 d@adtd® in vitro, em meio WPM acrescido
com 0,2uM de BAP. O emprego de uma matriz de encapsulanwamstituida por 75% de
sais e vitaminas do meio MS, acrescida de canigiadat (3 g L), ou pela concentracdo
plena do meio MS, promoveu as mais altas taxaodeecsao de plantas de pimenta-longa
apos 30 dias da semeadura em meio de MS (PEREIRIA 2008).

Existem na literatura poucos resultados da aplacadd@ tecnologia de sementes
sintéticas para o jenipapeiro. S& et al. (2015easam porcentagem de regeneracao de
100% em &pices caulinares encapsulado$seepa americana submetidos a 2 horas de
desidratacdo em camara de fluxo laminar e 24 eodBshde imersdo em solucgéo crioprotetora
MS+0,5M de sacarose, e valor superior a 75% corardshde desidratacdo com 0s mesmos
tempos de imersao na solugao crioprotetora.

Para a variavel numero de folhas houve efeito fogiivo da composicao nutricional
da matriz e dos tempos de cultivovitro, mas ndo houve efeito para a interacéo dos fatores
(Anexo 2B). Nao houve diferenca significativa paraumero de folhas dos apices caulinares
encapsulados nas composi¢cdes nutricionais dos meiBs e WPM (6,40 e 5,52,
respectivamente), entretanto houve para os meiodMSz2e 2 WPM (3,22 e 2,80,
respectivamente). A reducdo dos sais pela metadeciada a matriz de encapsulamento, ndo
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favoreceu a formacdo de folhas, provavelmente péat@nuicdo da disponibilidade de
macronutrientes essenciais para o crescimento, camtoogénio.

Houve efeito significativo dos tempos de cultivovitro, sendo observado maior
numero de folhas aos 60 dias (4,99) do que a0$a3((8,80), confirmando o crescimento do
apice caulinar (Tabela 6). Nogueira (2010) obseyoei 0 meio WPM associado a matriz de
encapsulamento em 4pices de mangabeira promowemadgao de 4,61 folhas aos 45 dias de
cultivo.

Para o numero de brota¢des adventicias houve sfgitiicativo do tempo de cultivo,
mas nao houve efeito da composicdo nutricional ddrin Aos 60 dias as culturas
apresentaram, em média, maior numero de brota2dg) em relacdo aos 30 dias de cultivo
(1,02), resposta esperada considerando a maiosig&pados brotos aos nutrientes do meio.

Para o comprimento da parte aérea, houve efeihifisafivo para o fator tempo e o
fator meio de composicdo nutricional, mas sem agfio significativa tempo x meio (Anexo
4B). As brotacbes do tratamento composto da maérigncapsulamento associado aos sais do
meio MS atingiram, em meédia, 1,66 cm sendo supe@asr meios ¥2 MS e %2 WPM, com
médias de 1,03 e 0,65 cm, respectivamente. A naslarvada de 1,27 cm em 60 dias foi
significativamente superior a 1,06 cm aos 30 dRaseira et al. (2008) estudando a influéncia
da composi¢cdo da matriz de encapsulamento na fAGoraconversdo de sementes sintéticas
de pimenta-longa observaram que aos 15 e 30 diasultigo em meio MS sdlido, as
brotagBes atingiram comprimento médio de 0,40 @ €7, respectivamente.

¢
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FIGURA 10. Regeneracdo de sementes sintéticas A- -CB- D- rompimento inicial das
capsulas até os 15 dias; E - F- brotacfes ao$0@@s.

5.3.2 Enraizamento das brotacfes oriundas de semeastsintéticas
Todas as brotacdes oriundas da regeneracdo de embsgonarios encapsulados

apresentaram formacéao de calo na base na ausémeisemca de AIB (Figura 11A). Rocha et
al. (2008) trabalhando com outros acessos de jesima(JBR 59 e JBR 69) observaram
resultado semelhante, onde ocorreu formacéo ds calo aspecto friavel e compacto. Sa et
al. (2015) em estudos de regeneracdo de apicesmaragl encapsulados do acesso Oiteiros
imersos em solucao crioprotetora também relatargresenca de 100% de calogénese na
base das brotacfes. O balanco hormonal entrerditasi e auxinas, exégenas e enddgenas a
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planta, pode estimular a proliferacdo celular (NERA et al., 2007). Provavelmente a
calogénese observada na base das brotacfes se dawvdicdo submetida na fase anterior de
cultivo em meio na presenca de 1 mMbBAP, associada aos niveis endégenos de auxinas.

Entretanto aos 90 dias, houve a inducdo de rafme®a@as as brotagbes mantidas em
meio MS na auséncia de AIB, com excecao das bresagigeneradas a partir da matriz de
encapsulamento com MS (Tabela 6). Apesar da prassgalos na zona de enraizamento
ser indesejavel, pois pode afetar a qualidade alaes;, principalmente no que se refere a
conexdo vascular com a planta (ERIG et al., 208 )hrotacées apresentaram formacgao de
raizes vigorosas (Figura 11B).

FIGURA 11. A- calo desenvolvido na base de brotacde sementes sintéticas de
jenipapeiro; B- rizogénese em brotacdes de semeédticas em meio MS sem acido
indolbutirico.

TABELA 6. Numero de raizes e comprimento da raingypal em brotacfes regeneradas a
partir de apices caulinares encapsulados em diesrematrizes de encapsulamento de
jenipapeiro em meio MS na auséncia de 4cido inddtimo.

Matriz de encapsulamento Numero de raizes Comptordanraiz (cm)
MS 0,0b 0,0b
> MS 2,7a 9,7a
WPM 1,6a 6,2a
Y2 WPM 2,8a 8,0a
CV (%) 15,07 41,96

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na tidbaliferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos sado promissores para o0 éstabento da tecnologia de
sementes sintéticas para o jenipapeiro. Estudotermmes deverdo ser conduzidos para
promover um eficiente enraizamento das brotac@Eneradas sem a inducéo de calos.
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5.4 Conclusbes

A porcentagem de regeneracdo ndo € afetada pelgposg@&o da matriz de
encapsulamento.

O acido indolbutirico nas concentragfes testadasimduz a formacdo de raizes e
100% das brotacfes apresentam calogénese na bagiio

A auséncia de &cido indolbutirico induz a rizogénesn brotac6es oriundas de
matrizes de encapsulamento com ¥2 MS, WPM e %2 WPM.

A matriz de encapsulamento composta pelo MS ou VWelMz a formagao de maior
namero de folhas.

A matriz de encapsulamento composta pelo meio ¥Y4nd& o maior comprimento
de parte aérea.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

As sementes do jenipapeiro sao classificadas coteomediarias, por apresentarem
certa tolerancia a dessecacdo em funcdo do mémdmahgem e, ndo suportarem longos
periodos de armazenamecom periodo maximo de araraeeto 60 dias. Este fato,
impossibilira a formacdo de bancos de sementgsrédicos quanto a0 manuejo e uso.

Considerando a necessidade de desenvolvimento ahécdaé complementares a
conserevacao ex situ em campo na forma de colegbebancos de germoplasma, os
resultados obtidos no presente tragbalho séo psoness.

O protocolo de criopreservacdo de eixos embriopamapresenta potencial de
aplicacdo em diferentes acessos de jenipapeiradesando que a exposicdo ao nitrogénio
liquido ndo comprometeu a sobrevivéncia e rege@erdQs eixos embrionarios de acessos
oriundos de regides distintas no Brasil.

Os resultados obtidos para o estabelecimento daltgga de sementes sintéticas para
o0 jenipapeiro também é promissor, havendo necelsida ajustes na etapa de enraizamento
e estudos de tempo e condi¢cOes de armazenamergendantes sintéticas.
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