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RESUMO

O encapsulamento por alginato de s6dio ¢ uma técnica
simples, barata e eficiente de preservacdo de germoplasma,
sendo especialmente empregada em espécies que produzem
sementes nao viaveis ou com dificuldade de propagagao
ou conservagdo. Varias espécies vegetais de importancia
econdmica sao encontradas no Cerrado, como por exemplo a
gabirobeira (Campomanesia pubescens), que além de frutifera
apresenta também importantes propriedades medicinais. Porém
a espécie possui sementes recalcitrantes inviabilizando o
armazenamento e conservagao por métodos convencionais. Os
objetivos deste trabalho foram de estabelecer um protocolo para
producdo de unidades encapsulaveis de gabirobeira, testando
diferentes explantes e constitui¢des para a matriz de alginato
e avaliar o efeito de diferentes periodo de armazenamento (1,
7, 15 e 30 dias) dessas capsulas a 4 °C. Foram testados dois
meios para constitui¢do da capsula (MS ou agua destilada) e
dois tipos de explante (dpices caulinares e gemas axilares). A
constituicdo do meio apresentou influéncia apenas para o tipo
de explante gemas axilares. A taxa de rompimento das capsulas
contendo apices caulinares foi de 100% enquanto que capsulas
contendo gemas axilares apresentaram rompimento inferior a
8%. O armazenamento de apices caulinares a 4 °C foi possivel
por apenas sete dias sem o comprometer da taxa de rompimento
das céapsulas.

Termos para indexacfio: Sementes recalcitrantes, Myrtaceae,
cerrado, conservagao in vitro.

ABSTRACT

The sodium alginate encapsulation is a simple, cheap
and efficient technique for germplasm preservation and is
employed especially in species that produce non-viable seeds
or present difficulties of propagation and conservation. Many
plant species of economic importance are found in the Cerrado,
such as gabirobeira (Campomanesia pubescens), which in
addition of being a fruit plant, it also presents important
medicinal properties. Since this specie presents recalcitrant

seeds, its storage and conservation by conventional methods
is difficult. The objectives of this study were to establish a
protocol for producing encapsulated units of gabirobeira,
testing different explants and constitutions for the alginate
matrix, as well as to evaluate the effect of different storage
periods (1, 7, 15 and 30 days) of these capsules at 4 °C. Two
capsules constitution (MS culture media or distilled water)
and two types of explants (apical and axillary buds) were
tested. Differences regarding the medium constitution were
only observed when the axillary buds were used as explant.
The rate of rupture of the capsules containing shoot tips was
100% while capsules containing axillary buds was only 8%.
The storage shoot apices at 4 °C was possible only for seven
days without compromising the rate of rupture of the capsules.

Index terms: Recalcitrant seeds, Myrtaceae, cerrado, in vitro
conservation.

INTRODUCAO

A técnica de encapsulamento de diferentes tipos de
explantes, como embrides somaticos, apices caulinares e
gemas laterais em uma matriz de alginato ¢ uma alternativa
simples, barata e eficiente de preservagdo de germoplasma
(HUNG; TRUEMAN, 2012; MISHRA et al., 2011), sendo
especialmente empregada em espécies que produzem
sementes nao viaveis ou que apresentem alguma dificuldade
de propagacdo e conservagao, como no caso das sementes
recalcitrantes (DAUD et al., 2008). Além da conservagao
genética, a producdo de unidades encapsuldveis permite
a troca de germoplasmas de forma segura e eficiente
(GERMANA et al., 2011; HUNG; TRUEMAN, 2012).
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As unidades encapsulaveis sdo, na grande maioria
dos trabalhos, compostas por alginato de sodio, pois esse
componente apresenta diversas facilidades de aplicacdo,
como a boa solubilidade em temperatura ambiente, boa
propriedade geleificante, baixo custo, facil manipulagdo e
além de nao apresentar efeito toxico nem para as plantas
nem para o homem (PEREIRA et al., 2008). Porém, apesar
de ja terem sido obtidos diversos resultados promissores
da aplicagdo dessa técnica (BUSTAN et al., 2013;
RIHAN etal., 2012; HUNG; TRUEMAN, 2012) o tipo de
explante e os constituintes das capsulas ainda carecem de
investigacdo (GUEDES et al., 2007, PEREIRA et al., 2008)
pois, as necessidades de nutrientes, compostos organicos
e inorganicos sdo espécie-especifico requerendo estudos
direcionados para a espécie de interesse (SUNDARARAJ
et al., 2010; SHARMA et al., 2013). Com relagdo a
espécies nativas do Cerrado brasileiro, os estudos sobre a
producdo e o armazenamento de unidades encapsulaveis
ainda sdo bastante incipientes.

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro,
atras apenas da Amazonia, ocupando cerca de um quarto
de todo territorio (KLINK; MACHADO, 2005). Possui
grande diversidade de flora e com um elevado grau de
endemismo. Apesar da importancia do Cerrado para a
manuten¢do da biodiversidade vegetal, calcula-se que
aproximadamente 55% da 4rea original j& sofreu com o
desmatamento predatério (SANTOS, 2001; MACHADO,
2004), havendo risco do seu completo desaparecimento
até 2030 (MACHADO et al., 2012).

Dentre as diversas espécies presentes no Cerrado
que possuem potencial comercial para a exploracao de
frutos, além de propriedades medicinais, pode-se citar
a gabirobeira (Campomanesia pubescens), que é uma
espécie arbustiva da familia Myrtaceae, que pode ser
encontrada desde o estado de Minas Gerais até o Rio
Grande do Sul (ALICE et al., 1995; CRAVO, 1994).
Seus frutos sdo utilizados como alimentos por diversas
espécies de passaros ¢ mamiferos e também na alimentagao
humana, além de ser indicada para plantios em areas

degradas e como espécie ornamental.

As propriedades medicinais do cha das folhas e
cascas de caule de gabirobeira sdo utilizadas popularmente
no combate a afecgdes do aparelho urinario e contra
diarreia devido a acdo adstringente (FERREIRA, 1972;
RODRIGUES; CARVALHO, 2001). Na regido sul
do Brasil, o cha das folhas da gabirobeira ¢ utilizado
para reduzir a obesidade (DICKEL, 2007), baseados
em estudos que mostraram que o uso continuo do cha
contribuiu para reducdo da massa corporal (BIAVATTI
et al., 2004). Recentemente tem sido estudada a agdo do
extrato das folhas da gabirobeira no controle da diabetes
e como antibidtico (CARDOSO et al., 2010; VINAGRE
et al., 2010). Pavan et al. (2009), também demonstraram
que o acetato de etila, extraidos do frutos da gabirobeira,
apresenta atividade contra o patégeno causador da
tuberculose (Mycobacterium tuberculosis). Ha pesquisas
também mostrando a redugdo do nivel de colesterol do
sangue em pacientes afetados pela doenca (KLAFKE
et al., 2010). Apesar de seu potencial para a exploragido
econdmica, das propriedades medicinais comprovadas e
do fato de que a espécie produz sementes recalcitrantes e
que perdem a viabilidade rapidamente, logo, impedindo o
armazenamento e consequente conservagao pelos métodos
convencionais (DOSSEAU etal., 2011), a conservacao do
germoplasma de gabirobeira ndo tem recebido a devida
atencgao.

Diante da importancia de conservag¢do da
biodiversidade vegetal do Cerrado, e nesse caso
especificamente da gabirobeira (Campomanesia
pubescens), o objetivo deste trabalho foi estabelecer um
protocolo para a producdo e armazenamento de unidades

encapsulaveis de gabirobeira.
MATERIAIS E METODOS
Material vegetal
Sementes de gabirobeira (Campomanesia
pubescens) coletadas de popula¢des nativas foram
germinadas in vitro e utilizadas para a multiplicacdo de

plantas em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
suplementado com 2,2 uM de BAP (6-benzilaminopurina),
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3% (p/v) de sacarose ¢ 0,7% (p/v) de agar com pH ajustado
em 5.8. As plantas foram mantidas em sala de crescimento
com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2 °C
e utilizados como fonte de para explantes. Em camara
de fluxo laminar, &pices caulinares e gemas laterais com
aproximadamente 1 cm foram excisados com o auxilio
de pingas e bisturis em um microscopio estereoscopico e

utilizados como explantes para o encapsulamento.

Producio de unidades encapsulaveis

Foram testados, como meio para dilui¢do da
matriz de alginato de sédio (2,5%), agua destilada e
meio de cultura MS sem adi¢do de célcio. Os explantes
excisados (segmentos contendo apices ou gemas laterais)
foram entao misturados as diferentes matrizes de alginato
de sddio e, com o auxilio de pipetas automaticas, cada
explante foi resgatado numa aliquota de 500 pL e gotejado
um a um em solu¢do com cloreto de calcio (100 mM)
para complexacao da capsula durante 20 minutos. Apods
periodo de complexacdo, as capsulas formadas foram entdo
mergulhadas em agua estéril para remogao do excesso de
cloreto de calcio e, em seguida, mergulhadas em solugdo de
nitrato de potassio (100 mM) para descomplexacdo durante
15 minutos. Apoés esse processo as unidades encapsulaveis
foram inoculadas uma a uma em tubos de ensaio contendo
10 mL de meio para germinagdo constituido de MS
suplementado com 3% (p/v) de sacarose, 0,7% (p/v) de
agar e 2,2 uM de BAP e pH de 5,8. Os tubos de ensaio
foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo
de 16 h e temperatura de 25 + 2 °C por 30 dias. A taxa de
germinacao (rompimento da capsula) foi avaliada aos 15
e 30 dias apo6s a inoculag@o. Cada tratamento (solugao de
diluicdo da matriz de alginato de sddio x tipo de explante)
continha 12 repeti¢des, sendo cada tubo contendo uma
capsula considerada como uma repetigao.

O delineamento experimental utilizado foi o DIC
(Delineamento Inteiramente Casualizado) em esquema
fatorial (2 x 2) e as médias de ruptura da cépsula foram
avaliadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade no
software Sisvar (FERREIRA, 2011).

Armazenamento a baixa temperatura

Para testar o armazenamento das unidades
encapsulaveis de Campomanesia pubescens a 4 °C, as
capsulas foram produzidas utilizando o mesmo protocolo
citado anteriormente, porém utilizando apenas meio de
cultura MS sem adi¢@o de célcio para diluicao da matriz de
alginato de sodio e apices caulinares como explantes. Cada
explante foi resgatado em 500 pL da matriz de alginato e
complexado durante 20 minutos em cloreto de calcio (100
mM). Imediatamente apds a complexagao, as capsulas foram
lavadas em agua estéril para remogao do excesso de cloreto
de calcio e acondiciondas em placas de Petri previamente
esterilizadas. As placas contendo as capsulas foram entdo
armazenadas e mantidas em refrigerador na temperatura de
4 °C por diferentes periodos (1, 7, 15 e 30 dias).

Para o tratamento controle, as capsulas nao
armazenadas a 4 °C passaram por todo o processo,
incluindo a descomplexagdo, foram inoculadas uma a
uma em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio MS
suplementado com 2,2 uM de BAP, 3% (p/v) de sacarose
e 0,7% (p/v) de agar e mantidas em sala de crescimento
com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2 °C.

Apds cada periodo de armazenamento, as capsulas
foram retiradas do refrigerador e submetidas ao processo
de descomplexacao. Em seguida, foram inoculadas no
mesmo meio do tratamento controle e mantidas sob as
mesmas condi¢des de cultivo. Apos 30 dias da inoculagao
foi avaliada a taxa de germinagdo (rompimento da
capsula). Cada tratamento foi composto por 12 repetigdes
onde cada tubo contendo uma capsula foi considerado
como uma repeticao.

Para estudar o armazenamento das unidades
encapsuldveis o delineamento experimental foi o DIC e as
médias de ruptura da capsula foram analisadas também pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Unidades encapsulaveis

A utilizacdo de apices caulinares como explantes

para a producao das unidades encapsulaveis, independente
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dos meios utilizados para dilui¢do da matriz de alginato de
sodio (agua destilada ou meio MS), permitiu uma taxa de
rompimento de 100% das capsulas contendo o meio MS e
91,7% das capsulas contendo 4gua como meio de diluicdo,
sendo essa diferenca significativa estatisticamente apos 15
dias do encapsulamento em meio de germinagao (Figura
1). Em contraste, os tratamentos que utilizaram gemas
laterais como explantes ndo apresentaram o rompimento

da capsula apds 15 dias do encapsulamento.

100 ~
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Ruptura da capsula (26)
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FIGURA 1 — Taxa de ruptura de capsulas de alginato de
sodio compostas de meio MS ou apenas agua contendo
como explantes apices caulinares, de acordo com o teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Apo6s 30 dias do encapsulamento das gemas laterais,
ataxa de germinagao das capsulas contendo agua destilada
ou meio MS foi de 8,4% e 16,7%, respectivamente, sendo
essa diferenga estatisticamente significativa (Figura 2).
Quando foram utilizadas gemas apicais como explantes,
a taxa de germinagdo permaneceu a mesma apos 30 dias
do encapsulamento, porém as plantulas ja se mostravam
em desenvolvimento avangado, apresentando primordios
foliares (dados ndo mostrados).

Os primeiros estudos com unidades encapsulaveis
utilizaram embrides somaticos como fonte de explantes,
porém a dificuldade de obtengdo desse tipo de material em
algumas espécies levou ao uso de outros explantes, como
gemas laterais e apicais (PATTNAIK etal., 2000). Atualmente

esses sao os tipos de explantes mais utilizados para a produgao

de unidades encapsulaveis devido a facilidade de obtengao
e do menor risco de variagdo somaclonal, muito comum
em culturas embriogénicas (STANDARDI; PICCIONI,
1998; ARA et al., 2000; SHARMA et al., 2013). E comum
apices caulinares apresentarem melhores resultados, ja que
normalmente gemas axilares possuem certo grau natural de
dorméncia (SHARMA et al., 2013).
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FIGURA 2 — Taxa de ruptura de capsulas de alginato
de sddio constituidas de dgua destilada ou meio MS e

contendo gemas axilares de acordo com o teste de Tukey
a 5% de probabilidade.
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A qualidade das capsulas ¢ o desenvolvimento
dos explantes dependem, primeiramente, da constituigdo
da propria capsula que por sua vez esta relacionada com
a quantidade e disponibilidade de nutrientes, do tipo de
explante utilizado e, eventualmente, da quantidade e tipo de
reguladores de crescimento adicionados (SENARATNA,
1992; SHARMA, etal., 2013). Para a maioria das espécies
ja estudadas, a adi¢@o de nutrientes presentes no meio MS
¢ altamente recomendada, porém, algumas espécies de
Meliaceae mostraram melhor taxa de ruptura da capsulas
quando essas foram produzidas sem a adi¢ao de agticar ou
nutrientes (SHARMA et al., 2013).

Encapsulamento e armazenamento

O tratamento controle (capsulas ndo armazenadas
a4 °C) e as capsulas armazenadas por apenas um dias ndo
difereriram entre si estatisticamente, apresentando taxas
de ruptura de 95 e 90% respectivamente. Apds 7 dias em
refrigerador essa taxa caiu para 70%, chegando a 0 apos
15 dias (Figura 3).

Plant Cell Cult. Micropropag., Lavras, v.10, n.1, p. 13-19, 2014
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FIGURA 3 — Taxa de ruptura da capsula apoés
armazenamento a 4 °C segundo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

As condi¢des mais utilizadas e que apresentam
melhores resultados para a conservagao de plantas in vitro
ameédio prazo (por até 10 meses), sdo baixa luminosidade
e baixas temperaturas, porém, algumas particularidades
podem explicar a baixa eficiéncia no armazenamento
de unidades encapsuldveis. O alginato de sodio ao ser
polimerizado com o cloreto de célcio, embora exer¢ca uma
protecdo sobre o explante, pode sofrer uma forte e rapida
desidratagdo ao entrar em contato com o ar, tornando a
capsula endurecida e dificultando, ou mesmo impedindo,
o desenvolvimento dos explantes ¢ consequentemente
o rompimento da capsula (LAMBARDI, 2006). Além
disso, a desidratacdo da cépsula limita a respira¢dao do
material vegetal levando a uma rapida perda da viabilidade
(REDENBAUGH, 1993). Todas essas dificuldades
tendem a aumentar com o tempo de armazenamento
(LAMBARDI, 2006) como foi visto nos resultados obtidos
no presente trabalho.

Outro fator importante que pode influenciar o
armazenamento € a temperatura que, necessariamente deve
ser baixa, pode variar para cada espécie (AHMAD; ANIS,
2010; TABASSUM, 2010). Para algumas culturas tropicais
e sub-tropicais, altas temperaturas chegando algumas vezes
a 25 °C, podem ser mais eficientes que baixas temperaturas
para o armazenamento e desenvolvimento dos explantes,
entretanto, o periodo de armazenamento ¢ drasticamente
reduzido (SUNDARARAJ, 2010). O armazenamento de

unidades encapsulaveis de espécies da familia Meliaceae

e Myrtaceae foi mais eficiente na faixa de temperatura de
10 a 14 °C do que a 4 °C, entretanto, as capsulas foram
armazenadas em placas contendo meio de cultura (HUNG;
TRUEMAN, 2012), diferentemente do que foi feito neste
presente trabalho.

Apresar do curto periodo de armazenamento das
capsulas obtido neste trabalho (sete dias), o armazenamento
diretamente em placa de Petri sem adigdo de nenhum
meio de cultura ou agente osmotico facilita o transporte
e troca de material genético entre diferentes instituicdes

de pesquisas.
CONCLUSOES

E possivel a produgdo de unidades encapsulaveis
de gabirobeira utilizando 4gua ou MS na constituigdo da
capsula e apices caulinares como explantes.

O armazenamento das unidades encapsulaveis ¢

possivel por sete dias em refrigerador a 4 °C.
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