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RESUMO

A Physalis angulata L. € uma espécie nativa de regides tropicais, sendo seus frutos utilizados na forma in natura na alimentagéo e na
industria farmacéutica. Visando este mercado a cultura in vitro € uma excelente alternativa para a conservagdo ex situ de espécies,
que apresentam potencial econdmico, sendo a criopreservagdo em nitrogénio liquido (NL) a técnica mais recomendada para esse
fim. Objetivou-se criopreservar sementes de P. angulata, avaliando o efeito do tempo de desidratagdo em silica gel na germinagdo
in vitro apds a retirada do NL. As sementes de P. angulata foram desidratadas em silica gel por 0, 1, 5, 10, 30 e 60 minutos antes da
imersdo em NL. O teor de umidade (%) das sementes foi avaliado antes da desidratagdo em silica gel. As sementes criopreservados
foram descongeladas em banho maria 40°C e inoculadas em meio de cultura MS. Apds 30 dias, foram avaliadas a germinagdo, folhas
formadas e o comprimento da parte aérea e da raiz principal (cm). Apds 60 dias as plantulas originadas de sementes criopreservadas
com 0, 30 e 60 min de desidratagdo foram aclimatizadas. Apds 45 dias de aclimatizagdo foram avaliados a sobrevivéncia, comprimento
da parte aérea (cm), nimero de folhas e peso fresco (g) e seco da parte aérea (g). Houve 100% de germinagdo tanto para as sementes
desidratadas, quanto para as sementes desidratadas e imersas em nitrogénio liquido. Todas as plantulas apresentaram aspecto normal.
Apenas o comprimento da raiz principal, nos tempo 30 e 60 minutos, foram significativamente menores. Com relagdo a aclimatizagdo,
todas as plantas sobreviveram. Portanto, sementes de Physalis angulata L. podem ser criopreservadas sem a desidratacdo.

Palavras chave: Conservagdo in vitro, nitrogénio liquido, camapu.

ABSTRACT

Physalis angulata L. is native to tropical regions. Their fruits are used in natura and in the pharmaceutical industry. Aiming this market,
in vitro culture is an excellent alternative to the ex situ conservation of species with economic potential, and cryopreservation in
liquid nitrogen (LN), the most used technique. We aimed to cryopreserve P. angulata seeds, evaluating the dehydration time on
silica gel, and it’s effect in vitro germination after removal of the LN. P. angulata seeds were dehydrated on silica gel for 0, 1, 5, 10,
30 and 60 minutes before immersion in LN. Moisture content (%) of seeds was evaluated. Cryopreserved seeds were defrosted in
40°C water bath and inoculated in MS medium. After 30 days, germination, formed leaves, shoot length and the main root length
(cm) was evaluated. After 60 days, the cryopreserved seedlings obtained with 0, 30 and 60 min dehydration were acclimatized. After
45 days of acclimatization, survival, shoot length (cm), number of leaves, fresh weight (g) and dry aerial part (g) were evaluated. It
was observed 100% germination for both dehydrated seeds as well seeds immersed in liquid nitrogen. Only the length of the main
root in 30 and 60 minutes was significantly lower. Regarding acclimatization, all plants survived. Physalis angulata seeds can be
cryopreserved without dehydration.

Keywords: In vitro conservation, liquid nitrogen, camapu.

INTRODUCAO apresentar compostos da classe dos alcaloides esteroides
(Silva et al. 2005).
Dentro dessa familia, o género Physalis apresenta

A familia Solanaceae apresenta grande destaque

entre as angiospermas, contendo cerca de 150 géneros . o
cerca de 90 espécies amplamente distribuidas por

e mais de 3000 espécies, tendo como principal centro de . . A
todo o continente americano sendo que, no Brasil sdo
diversidade e origem a América do Sul (Souza; Lorenzi, encontradas oito espécies distribuidas principalmente

2005). Essa familia é importante, ndo sé para alimentacdo  n3 Amazénia e Nordeste (Stehmann et. al, 2015). Como
humana, como também para fins ornamentais, além de  principal caracteristica medicinal, o grupo apresenta a

ser bastante empregada na industria farmacoldgica, por producdo de esteroides, denominados vitaesterdides que
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possuem um grande interesse na industria farmacéutica.
Os vitaesterdides possuem varias substdncias na sua
composi¢cdo, sendo a mais importante a vitafisalina
(Tomassini et al., 2000). Essa substancia quimica opera
no sistema imunolégico humano e possui atividades
anti-inflamatdrias, antivirdtica e antipirética, além
disso, tem o poder de redugdo de indices glicémicos
e colesterol (Rufato et al., 2008). Dentre as espécies
gue produzem esse grupo de compostos, destaca-se a
Physalis angulata L.

P. angulata L., é conhecida popularmente como
camapu, juad-de-capote ou saco-de-bode e é nativa da
regido amazonica crescendo espontaneamente em todo
o pais (Moschetto, 2005). Sua distribuicdo é Neotropical
ocorrendo na América do Norte, Central, do Sul e Caribe
(Lorenzi; Matos, 2008).

No cenario econdmico, é uma planta que
tem despertado o interesse de consumidores e por
consequéncia de produtores de médio e grande porte.
Os frutos consumidos in natura sao ricos em vitamina A
e C, fibras, minerais, compostos fendlicos e antioxidantes.
A espécie tem grande uso na medicina popular, suas
propriedades sdo usadas para casos de Malaria, Hepatite
B e algumas infecg¢Ges (Lorenzi; Matos, 2008).

A conservacdo de germoplasma de espécies
nativas com alto potencial comercial, seja ele ornamental,
para consumo ou farmacolégico, como é o caso da P.
angulata, é importante para preservar a variabilidade
genética e permitir o estudo de suas propriedades em
ambiente controlado e é suportado pelo método de
cultura in vitro (Bertoni et al., 2010).

Dentre essas técnicas de cultivo in vitro, destaca-
se a criopreservagdo, em que o material bioldgico vivo
é armazenado em nitrogénio liquido (NL) a ultrabaixas
temperaturas (-196 2C), resultando teoricamente, na
paralisacdo do metabolismo celular (Meletti et al., 2007;
Reed, 2008; Kaczmarczyk et al., 2011). Atualmente,
a criopreservagdao é o método de conservagdo que
melhor garante o armazenamento em longo prazo de
germoplasma por possui vantagens em relagdo a outras
metodologias, como a redugdo ou eliminagdao de danos
causados no DNA, além do material ser armazenado em
pequenos volumes e, teoricamente, por periodo de tempo
ilimitado (Engelmann, 2011; Pence, 2011).

Diante do exposto, objetivou-se criopreservar
sementes de P. angulata avaliando o efeito do tempo de
desidratacao pela exposi¢dao em silica gel, na germinagao
in vitro.

MATERIA E METODOS

Sementes de P. angulata L., obtidas a partir de
frutos maduros, foram levadas a cdmara de fluxo laminar
para serem desinfestadas em alcool etilico 70% durante
30 segundos, e em hipoclorito de sédio (NaOCl) com 2%
de cloro ativo durante 10 minutos. Posteriormente foram
lavadas trés vezes em agua destilada e autoclavada.

ApOs a assepsia, as sementes foram desidratadas,
em caixas Gerbox” (11x 11x 3cm), contendo 160g de silica
gel, por diferentes periodos de tempos (0, 1, 5, 10, 30 ou
60 minutos). A verificacdo do teor de 4gua foi realizada
posteriormente aos periodos de desidratacdao em silica
gel. Trés repeticOes, com 30 sementes, foram utilizadas
(em cada tempo) para a determinacdo do teor de agua,
e para isso utilizou-se o método padrao da estufa a 105 +
3°C, durante 24 h. Apds cada periodo de desidratagdo as
sementes foram imersas em NL (-196 °C)por 60 minutos.
Posteriormente, as sementes foram descongeladas por
3 minutos em banho-maria, na temperatura de 38 *
2 °C e entdo inoculadas em meio MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) suplementado com 30 g L de sacarose e
2,5 g L't de Phytagel® com pH ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem. Os controles (ndo criopreservados) foram
inoculados diretamente sem passar pelo congelamento
e descongelamento.

As sementes criopreservadas (+NL) e seus respectivos
controles (-NL), foram mantidos em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 + 2 °C, com
irradiancia de fétons de 36pumol m?s?, por 30 dias.

As avaliagGes foram realizadas apds 30 dias e foram
avaliadas a porcentagem de sementes germinadas (%G)
e porcentagem de plantulas normais (%N). As sementes
foram consideradas germinadas quando apresentaram
radicula protundida com no minimo de 2mm e as
plantulas consideradas normais quando apresentaram
formacgdo de radicula e parte aérea. Também foram
avaliados o nimero de folhas formadas e o comprimento
da parte aérea e da raiz principal (cm).



Apods 60 dias, as plantulas formadas oriundas de
sementes criopreservadas foram transferidas para tubetes
de polipropileno com substrato comercial Tropstrato® 50%
+Vermiculita 50% e mantidas em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 + 2 °C, com
irradiancia de fétons de 36pumol m?s™. Foram utilizados
o menor (0 minutos) e os dois maiores (30 e 60 minutos)
tempos de desidratacdo para comparar o efeito da mesma
no desenvolvimento das plantulas quando aclimatizadas.
Os tubetes permaneceram cobertos com envoltério
plastico nos primeiros 30 dias para a manutengdo da
umidade, e apods 45 dias de aclimatizagdo foram avaliados
a sobrevivéncia, comprimento da parte aérea (cm), nimero
de folhas e peso fresco (g) e seco da parte aérea (g).

O experimento de criopreservagao foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticoes de 10 sementes cada. Para a aclimatizagao,
foram utilizadas 15 repeti¢gdes por tratamento, sendo
cada parcela composta por uma planta. Os dados obtidos
foram analisados comparando-se as médias pelo teste de
Scott-knot a 5% de probabilidade pelo software estatistico
Sisvar® (Ferreira, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O conteudo de agua inicial da semente de P.
angulata foi de 7,78% (Figura 1), o que esta de acordo
com o descrito por Souza et al. (2010), onde o teor de

7% foi encontrado para sementes originadas de frutos
maduros. J& no primeiro minuto de desidratagao,
observou-se um decréscimo significativo (33%) no teor de
agua da semente de 7,78 para 5,16%. Com cinco minutos,
a perda de agua foi significativa em relagdo a semente
sem desidratagdo, chegando em 3,03 % de agua. A partir
deste periodo, a perda de 4dgua foi estabilizada. Porém,
notou-se que no ultimo tempo de exposicao a silica gel,
60 minutos, a quantidade de agua restante na semente
representou apenas 23% (1,81 %) do conteldo original,
mostrando assim uma grande reducdo no teor de agua
ao longo da desidratagdo.

A semente de P. angulata é considerada ortodoxa,
uma vez que suporta a redugao do grau de umidade para
nivel baixos (Souza et al., 2014). O armazenamento de
sementes ortodoxas com reduzido teor de dgua possibilita
a manutencao da viabilidade dos materiais bioldgicos por
mais tempo, uma vez que a taxa respiratoria sera reduzida
(Nascimento, 2009).

Em relagdo a germinagdo, tanto as sementes
apenas desidratadas (controle —NL) quanto as sementes
que foram também imersas em NL (criopreservadas),
obtiveram 100% de germinac¢do em todos os tempos
de desidratagdo, ou seja, o processo de desidratagdo
ndo é necessario para criopreservacdo de sementes
de P. angulata mostrando que o conteudo de agua
das sementes ndo causa danos celulares durante o
congelamento e descongelamento das mesmas.
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Figura 1 — Porcentagem do teor de dgua (%) das sementes de P. angulata L. nos diferentes tempos de desidratacdo

(min) em silica gel.



Para o armazenamento de sementes ortodoxas, o
conteudo de 4gua intracelular deve estar entre 10 a 12%
de acordo com Marcos Filho (2005) enquanto que para
Bewley e Black (1986) sdo recomendados percentuais
entre 8 e 9%. Como uma regra geral, a criopreservagao
de sementes ortodoxas pode ser atingida com sucesso
guando as sementes contenham naturalmente, baixos
teores de agua intracelular (Ferrari et al., 2016). Isso
justifica a tolerancia das sementes de P. angulata ao
congelamento mesmo sem passar pela desidratacdo uma
vez que o teor de dgua presente nessas sementes, como
demonstrado neste trabalho, é baixo.

Um baixo conteudo de dgua intracelular é,
portanto, desejado para que a criopreservagdo ocorra com
sucesso em materiais vegetais (Benson, 2008; Engelmann,
2011) como ocorreu com a P. angulata neste trabalho. Isso
porque, é essencial evitar a formacdo de cristais de gelo
no meio intracelular, sendo a temperatura entre -15 2C
a -60 °C critica, pois é a faixa em que ocorre a nucleagdo
e formagdo de cristais de gelo. Além disso, o explante é
submetido duas vezes a essas faixas de temperatura, a
primeira durante o resfriamento e a segunda durante o
reaquecimento (Mazur, 1984). Dessa forma, o contetudo
de adgua das sementes entre 10 e 30% pode levar a
uma diminuicdo da germinagdo apds a criopreservagao
devido a formagdo desses cristais durante o processo
de congelamento (Stanwood, 1985). Ferrari et al,
(2016), por exemplo, obtiveram uma porcentagem de
germinagdo superior a 94% em sementes criopreservadas
de bromélias Encholirium spectabile Martius ex Schultes

f. contendo 8,44% de agua apds a colheita de frutos
maduros.

Para as variaveis niumero de folhas, médias de
4,083 (-NL) e 4,39 (+NL), e comprimento da parte aérea,
médias de 6,92 (-NL) e 7,7 (+NL), ndo houve diferencas
significativas de acordo com o tempo de desidratagdao em
silica gel. Ja para a variavel comprimento da raiz principal,
houve diferenga significativa apenas nos maiores tempos
de exposicdo a silica gel, 30 e 60 minutos, apresentando
assim um menor tamanho em relagdo as demais (Tabela 1).

A reidratacdo dos tecidos é essencial para a
retomada de crescimento por parte do eixo embrionario.
Além disso, a absor¢do de agua desempenha outros
papéis que contribuem para o sucesso da germinagao,
como o aumento de volume da semente, o que provoca o
rompimento da casca (Carvalho; Nakagawa, 2000). Dessa
forma, para as sementes que ficaram por mais tempo
expostas a silica e obtiveram menor crescimento radicular,
pode-se inferir que houve um retardo na germinagdo
uma vez que as mesmas continham menor quantidade
de 4gua e para se atingir a quantidade necessaria para
desencadear o comego da germinagao, gastaram um
tempo maior. Consequentemente, o crescimento das
raizes também foi retardado apresentando um tamanho
(cm) menor do que os demais no dia avaliado.

Outro ponto importante a ser considerado é de
que a desidratagdo possa ter interferido na viabilidade das
células a ponto de causar problemas na germinagdo em si.
Porém, isso s6 poderia ser comprovado através de estudos
complementares como, por exemplo, a nivel anatomico.

Tabela 1 — Média do numero de folhas, comprimento da parte aérea (cm) e comprimento da raiz principal (cm) aos
30 dias, de acordo com os diferentes tempos de desidratagdo das sementes de P. angulata L. em silica gel.

Tempo de Numero de Comprimento da Comprimento da Raiz
Desidratagdo (min) Folhas Parte area (cm) Principal (cm)

(-NL) (+NL) (-NL) (+NL) (-NL) (+NL)

0 4,50 aA* 4,00 aA 7,63 aA 7,26 aA 9,56 aA 8,63 Aa

4,33 aA 4,33 A 7,46 aA 7,10 aA 9,53 aA 8,60 Aa

5 4,00 aB 5,00 aA 6,90 aA 7,70 aA 9,43 aA 8,76 aA

10 3,66 aA 4,50 aA 6,86 aB 8,60 aA 8,80 aA 9,16 Aa

30 3,50 aB 4,50 aA 5,96 aB 7,50 aA 7,93 bA 7,26 bA

60 4,50 aA 4,00 aA 6,60 aB 8,00 aA 8,13 bA 7,43 bA

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5%

de probabilidade.



Criopreservagdo de sementes de Physalis angulata L. Através de desidratagdo em silica gel — 31

Em relagdo as sementes criopreservadas e nao
criopreservadas, de maneira geral, notou-se um aumento
do numero de folhas e do comprimento da parte aérea
para as que passaram pelo NL, com o aumento dos
tempos de desidratagdo. O efeito da temperatura ultra
baixa seguido do descongelamento, pode causar danos
no revestimento das sementes e dessa forma, o meio
de cultivo pode penetrar com mais facilidade levando a
um desenvolvimento mais rdpido dos embriGes dessas
sementes (Nikishina et al. 2001; Popova et al. 2003). Hu
et al., (2013), obtiveram uma maior taxa de germinagao
em sementes dessecadas e criopreservadas (85-90%) do
que as ndo criopreservadas (79%).

Para a aclimatizagdo foram utilizadas plantulas de
sementes que ndo passaram pela desidratacdo uma vez
que este ndo diferiu significativamente dos demais, e os
maiores tempos, 30 e 60 minutos para se comparar o
efeito da desidratagdo. Os resultados demonstraram que,

independentemente do periodo de desidratagdo anterior
a criopreservacgdo (0, 30, 60 min), apos 45 dias 100% das
plantas transplantadas para o substrato sobreviveram ao
processo. Além disso, ndo houve diferencas significativas
nos parametros avaliados, indicando que a criopreservagao
nao afetou o desenvolvimento normal das plantas na fase
de aclimatizac¢do (Figura 2).

A aclimatiza¢do é um dos processos mais
criticos e com dificuldades de sucesso na cultura de
tecidos. Isso porque, durante o cultivo in vitro ocorrem
mudangas na anatomia, morfologia e fisiologia das
plantas influenciando assim, no crescimento, no
desenvolvimento, na aclimatiza¢cdo e na sobrevivéncia
das plantas micropropagadas (Pasqual et al., 2011).
Contudo, nesse trabalho, as plantas de P. angulata,
apresentaram uma alta capacidade de aclimatizacgao,

ndo havendo dificuldades nessa etapa levando a
sobrevivéncia de todas as plantas.

Figura 2 — Frutos maduros (A); sementes (B); plantulas normais germinadas in vitro (C); aspecto da aclimatizagdo de
plantulas criopreservadas (D-F) de Physalis angulata L. Barra: B=1,5; A, Ce D=1,0; Ee F = 2,5cm.
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CONCLUSOES

Sementes de Physalis angulata podem ser
armazenadas em longo prazo sem perda de seu potencial
germinativo por meio da criopreservagao.

A etapa de desidratagcdo ndo é necessdria uma vez
que com o teor de dgua inicial em torno de 7,78%, foram
germinadas 100% das sementes que foram anteriormente
criopreservadas.

Foram obtidas 100% de plantulas normais
aclimatizadas.
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