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APRESENTACAO

Caro leitor (a),

Com muita satisfacdo, apresentamos o novo E-Book intitulado “Debate e
Reflexdo das Novas Tendéncias da Biologia”. Esse E-Book apresenta 19 artigos, com
informacdes atualizadas e temas diversificados sobre tendéncias em Biologia, que
em conjunto debatem e refletem sobre praticas, aplicacées e novas possiblidades na
grande area das Ciéncias Biologicas.

E importante destacar que muitas profissées dependem da biologia como base
para construcdo de um conhecimento cada vez mais especializado. Considerando ser
uma ciéncia muito heterogénea em suas aplicacdes e subareas destacaremos alguns
topicos que merecem cada vez mais atencao.

A complexidade dos seres vivos na natureza varia desde as caracteristicas
morfofisiologicas, seus metabolismos até como eles estao espacialmente distribuidos,
bem como, os fatores ambientais que s&o importantes para manutencdo da
biodiversidade. Nas ultimas décadas as praticas de biotecnologia criaram produtos
utilizados pelo homem em larga escala que agregam muitas técnicas aplicadas a
pesquisabioldgica. Porfim, aspectos inerentes relacionados a crise ambiental englobam
a crescimento populacional, o uso de recursos naturais e a poluicdo ambiental. E
extremamente satisfatério encontrar em um volume areas tao promissoras que
abordam bioquimica, biotecnologia, educacgéao, parasitologia, ecologia aplicada, saude
humana, microbiologia, morfologia de invertebrados.

Os 19 capitulos aqui apresentados foram escritos por autores que abordaram
temas atuais de grande relevancia, por exemplo, a busca de potenciais bioldgicos
atuantes como antioxidantes, técnicas aplicadas a microbiologia e controle ambiental,
a biotecnologia para preservacao de sementes. Outras técnicas inovadoras aplicadas
a manutencgao e multiplicacédo do material biolégico, armazenamento de alimentos, ou
de producédo de mudas sao aqui também discutidas.

A saude humana inclui a aplicacdo da engenharia biolégica, bem como a
identificacédo de produtos com propriedades benéficas que langam perspectivas ao
agronegdcio. Interessantemente, outro tema muito importante abordado € a orientagédo
sexual destinada ao publico do ensino fundamental, que de forma interativa busca
atender as duvidas dos alunos, bem como motivar os professores de forma pratica a
continuar a discutir com seus alunos. As extensdes de feitos cientificos aplicados a
educacao do ensino basico ndo se limitam a temas especificos, permeiam também
desde aulas praticas de bioquimicas, a exposicéo de parasitos na educagao basica
seja de forma dialdgica, dindmica com uso de jogos e de construgcdo de modelos
torna-os palpaveis e observaveis aos alunos desde o ensino médio. A compreensao
facilitada de temas complexos agregada as praticas diarias dos alunos permitem que
eles construam e busquem alternativas particulares no meio em que vivem. Como
consequéncia sao capazes de promover melhorias para si e para o coletivo em que



estao inseridos.

Atualmente com a rapidez que a degradacao ambiental por diversas pressdes
antropicas que aumentam sobre os sistemas naturais ha uma necessidade urgente
em direcionar medidas eficazes de conservacgéo. Adicionalmente mais do que isso,
emerge a necessidade de refletir sobre a educacdo ambiental cada vez mais critica
que se inicia desde os primeiros anos escolares e busca a indissociabilidade entre
desenvolvimento e a sustentabilidade. Por fim, os artigos cientificos escritos em
lingua portuguesa favorecem nao somente um publico diminuto, mas também envolve
estudantes iniciantes a pesquisa. Esses estudantes podem ter contato ndo somente
com estudos especializados em cada area, mas com uma visao holistica de novas
tendéncias e possibilidades na grande area da Biologia.

Boa leitura a todos!

José Max Barbosa De Oliveira Junior
Lenize Batista Calvao
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CAPITULO 2

CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES E APICES
CAULINARES DE Bauhinia variegata

Sara Thamires Dias da Fonseca
Mairon César Coimbra

Ana Horténcia Fonseca Castro
Universidade Federal de Sao Joao del-Rei
Campus Centro-Oeste, Divindpolis — MG

RESUMO: Bauhinia variegata (pata-de-
vaca) é encontrada no Cerrado brasileiro e
possui atividades anti-inflamatéria, diurética
e hipoglicemiante. Este estudo visou a
determinacdo de wuma metodologia para
a criopreservacdo de sementes e apices
caulinares de Bauhinia variegata. Para a
criopreservacado de sementes, as mesmas
foram imersas por 7, 14 e 21 dias em nitrogénio
liquido, sendo reaquecidas por 60 ou 120
segundos. Cada tratamento foi constituido
por 30 sementes, além do grupo controle.
As sementes foram inoculadas em meio MS
completo e permaneceram 21 dias em sala
de crescimento. Apds o crescimento, foram
medidos comprimento de parte aérea e raiz,
massa fresca e seca, numero de foliolos e de
gemas. Também foram avaliados os teores de
fenadis, flavonoides, agucares e proteinas totais,
utilizando-se metodologias usuais. Maiores
teores de metabdlitos foram observados
no grupo controle, enquanto que o que
apresentou menores teores foi o tratamento
de 14 dias de criopreservacédo e 60 segundos

Debate e Reflexdo das Novas Tendéncias da Biologia

de reaquecimento. Para a criopreservacéo
de éapices caulinares, foi utilizado a técnica
droplet vitrification com PVS2. Os apices foram
criopreservados por 60 minutos e inoculados em
meio MS. Nao houve retomada de crescimento.
PALAVRAS-CHAVE: criopreservacdo; “pata-
de-vaca”; biotecnologia

SEEDS AND STEM APEX
CRYOPRESERVATION OF Bauhinia variegata

ABSTRACT: Bauhinia variegate or “pata-de-
vaca” is found in Brazilian Cerrado and shows
anti-inflammatory, diuretic and hypoglycemic
activities. This study aimed the determination of
a methodology for the seeds and stem apexes
cryopreservation of Bauhinia variegata. For
seeds cryopreservation, it was immersed for 7,
14 and 21 days in liquid nitrogen, being reheated
for 60 or 120 seconds. Each treatment consisted
of 30 seeds, plus the control group. The seeds
were placed on MS medium and remained in
growth room for 21 days. After growth, shoot
and root length, fresh and dry mass, leaflets and
buds number were measured. The contents of
phenols, flavonoids, sugars and total proteins
were also evaluated using usual techniques.
Higher levels of metabolites were observed in
the control group, whereas the one with the
lowest levels was the treatment of 14 days of
cryopreservation and 60 seconds of rewarming.
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For the apexes cryopreservation the droplet vitrification technique with PVS2 was used.
The apices were cryopreserved for 60 minutes and placed on MS medium. There was
no resumption of growth.

KEYWORDS: cryopreservation; “pata-de-vaca”; biotechnology

11 INTRODUCAO

As plantas do género Bauhinia (Fabaceae) sdo encontradas principalmente nas
regides tropicais do planeta e abrangem aproximadamente 300 espécies. As folhas,
caules e raizes sdao comumente utilizados para tratamento de infecgbes, processos
dolorosos e diabetes (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002). Dentre as substancias
encontradas, destacam-se os terpenos, alcaloides, flavonoides, lactonas e fenosterdis
(LIMA, 2009).

Bauhinia variegata, popularmente conhecida como pata-de-vaca, € uma espécie
encontrada no Cerrado brasileiro. Apresenta porte médio, sendo caducifélia, com flores
com coloracao variegada (DURIGAN et al., 1997). Na medicina popular, essa espécie
€ amplamente utilizada como anti-inflamatério, diurético e hipoglicemiante (DUARTE et
al., 2007). Além disso, metabdlitos secundarios, como alcaloides, compostos fendlicos
e flavonoides, presentes no extrato da folha, possuem atividades antibacteriana,
antitumoral e antioxidante (MISHRA et al., 2013). B. variegata apresenta crescimento
moderadamente rapido e é utilizada na recomposi¢do vegetal, no reflorestamento de
areas degradadas e na arborizacéo de ruas (LORENZI, 1992). Entretanto, as sementes
apresentam dorméncia causada basicamente por um bloqueio fisico representado pelo
tegumento resistente e impermeavel que, ao impedir a entrada de agua e as trocas
gasosas, nao permite que o processo germinativo se inicie (LORENZI, 1992; ALVES
et al., 2000). Além disso, a produ¢do de sementes ocorre durante poucos meses do
ano e é a prejudicada pelas condicbes ambientais desfavoraveis e pelo ataque de
patogenos e herbivoros.

Diante das dificuldades de propagacédo de B. variegata devem-se melhorar as
técnicas de propagacéo, encorajar seu cultivo e criar vias alternativas para a produgao
de metabdlitos de interesse farmacéutico, em larga escala. Neste contexto, as técnicas
de cultivo in vitrosao de grande importancia ecoldgica, pois permitem o desenvolvimento
de pesquisas que estabelecam formas alternativas para a conservagéao e melhoramento
do material genético, além de contribuirem para a otimizag¢do na producgéao de principios
ativos vegetais de interesse (GEORGE, 2008), uma vez que, pode fornecer grandes
quantidades de materiais vegetais independente da época do ano (PEGO; PAIVA;
PAIVA, 2013). Estudos realizados com espécies da familia Fabaceae mostraram que
a dorméncia tegumentar pode ser superada pela excisdo mecanica das sementes
(ALVES et al., 2000; SMIDERLE; SOUSA, 20083).

A criopreservacéo € umatécnica utilizada para a conservacéo de varias espécies
vegetais pelo armazenamento de sementes, apices caulinares, segmentos nodais e
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células em suspensédo em nitrogénio liquido (NL), por longos periodos (CHEN et al.,
2011). Em temperaturas ultrabaixas, os processos metabdlicos sdo interrompidos, o
que permite 0 armazenamento de uma grande quantidade de material em um pequeno
espaco, por tempo ilimitado, sem que haja alteracbes no material armazenado
(ENGELMANN, 2004). O sucesso da criopreservacao depende da ndo formacao de
cristais de gelo no interior dos tecidos (PANIS et al., 2005; ENGELMANN, 2011) e a
desidratacéo é importante para prevenir este processo, que pode ocorrer durante o
resfriamento e reaquecimento causando lesdes nas células (GONZALEZ-ARNAO et
al., 2008). Um bom nivel de sobrevivéncia geralmente é obtido quando as amostras
mantém umidade entre 10 e 20%, apds resfriadas (ENGELMANN, 2004).

Para a criopreservacao de apices caulinares, a técnica mais utilizada € a “droplet
vitrification” onde os apices sao pré-tratados em meios com diferentes concentracoes
de sacarose e, apos séo tratados em uma solugédo chamada de carregamento que é
composta por 2 M de glicerol + 0,4 M de sacarose em meio de cultura MS (MURASHIGE
e SKOOG, 1962), antes daimersdo em solucéo de vitrificagao (solugcédo de PVS2) a 0°C.
O descongelamento é realizado a temperatura ambiente, em solucéo de diluicdo rica
em sacarose. ApOs o0 descongelamento, os apices sao colocados em meio especifico
de regeneracéo previamente estabelecido e a retomada do crescimento € avaliada
apos algumas semanas de cultivo (ENGELMANN, 2011; CHEN et al., 2011).

As dificuldades encontradas na propagacéo sexuada de B. variegata, associadas
ao seu potencial medicinal fazem desta espécie uma boa candidata para estudos
biotecnoldgicos, direcionados a conservacao da espécie e a avaliagcao dos efeitos da
criopreservacao na producao de metabdlitos bioativos de interesse. Até 0 momento,
somente Wetzel (2003) demonstrou a possibilidade de se criopreservar sementes
de Bauhinia sp., que apresentaram altas taxas de germinacao ap6s armazenamento
em NL. Diante disso, 0 objetivo deste estudo foi estabelecer uma metodologia de
criopreservacdo de sementes e apices caulinares de Bauhinia variegata e avaliar
a influéncia da criopreservacao em caracteristicas morfoldgicas e na producao de
metabdlitos bioativos de interesse.

2| METODOLOGIA

Exsicatas de Bauhinia variegata L. (Fabaceae) foram identificadas e depositadas
no Herbario PAMG da EPAMIG, localizada em Belo Horizonte (MG), sob o numero
de registro 5701. Sementes foram coletadas em novembro de 2016, em area de
formacado campestre com fisionomia de Cerrado sensu stricto, localizada em ljaci
(MG). O registro da coleta foi efetuado junto ao SISBIO n° 24542-3, em 19/11/2013. As
sementes foram tratadas com solug¢éo de Captan a 5%, por 10 minutos, segundo Pires,
Bragantini e Costa (2004) e, apds secagem foram acondicionadas em sacos plasticos
e armazenados em camara fria. Este estudo foi cadastrado na Plataforma SisGen, sob
o0 numero de cadastro AS6CD8E, conforme legislacéo vigente para pesquisas com
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Amostras do Componente do Patrimdnio Genético Brasileiro.

2.1 Criopreservacao de Sementes

As sementes tiveram seu teor de umidade inicial (%Ul) determinado tomando-
se por base o0 peso da matéria fresca utilizando a equacéao %UIl (MS) = [(MF — MS)
/ MF] X 100, onde %UI (MS) é a porcentagem de umidade em uma base de massa
seca, MF é a massa fresca (g) e MS é a massa seca (g). As sementes, com excecao
do tratamento controle, foram colocadas em tubos tipo Falcon de 50 mL e imersas
em nitrogénio liquido por 7, 14 e 21 dias. O descongelamento foi realizado através
da imerséo das sementes em banho maria a 40° C por 60 e 120 segundos, sendo
posteriormente inoculadas em tubos contendo 10 mL de meio MS basal.

2.2 Germinacao in vitro

Sementes provenientes dos tratamentos de criopreservagcdo foram inoculadas
em meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com 100% de concentragcao
de sais, suplementado com 30 g/L de sacarose, solidificado com 7 g/L de agar e pH
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem.

Previamente a inoculacdo, as sementes foram desinfestadas em etanol 70%
por 1 minuto, NaOCI 20% (0,8% de cloro ativo), por 5 minutos e lavadas trés vezes
seguidas em agua destilada e autoclavada. Em seguida, as sementes foram levemente
excisadas com o auxilio de um bisturi, para permitir a protusdo da radicula e superar a
dorméncia tegumentar. Apds desinfestacédo, as sementes foram inoculadas em tubos
contendo 10 mL de meio MS e posteriormente incubadas em sala de crescimento a
temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 18 horas, até a germinacédo das sementes e
desenvolvimento das plantulas.

As taxas de germinacgéo, contaminacéo e oxidacao foram avaliadas todos os dias
apos inoculacéo e foi calculado o indice de velocidade de germinacéo (IVG), segundo
Maguire (1962). Apos 21 dias foram avaliados os numeros de foliolos, numero de
gemas, matéria fresca (MF), matéria seca (MS) da parte aérea e raiz, bem como foram
determinados os teores de acucares totais, proteinas totais, fendis e flavonoides.

O delineamento empregado foi inteiramente casualizado e os dados foram
analisados utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2011).

2.3 Criopreservacao de Apices Caulinares

Os explantes foram obtidos a partir de plantulas de Bauhinia variegata oriundas
da germinacdo de novas sementes in vitro.
Em camara de fluxo laminar, os apices caulinares com diametro de
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aproximadamente 1 cm foram excisados e isolados com auxilio de um bisturi. Para o
processo de criopreservacao, os apices foram imersos em solugédo MS de pré cultivo,
contendo sacarose a 0,3M e incubadas em sala de crescimento a temperatura de 25
+ 2 °C no escuro, por 24 horas. ApOs as 24 horas, em camara de fluxo laminar, os
apices, em camara de fluxo laminar e em banho de gelo, os apices foram imersos em
solucdo de carregamento com sacarose a 0,4 M por 10 minutos. Apés a retirada da
solucédo de carregamento, os apices foram imersos em solugcéo PVS2, sacarose 0,4 M,
por 30 minutos. Em seguida, os 4pices tratados foram acomodados em tiras de papel
aluminio (1,5 x 0,5 cm) sobre uma superficie gelada antes da imersdo em NL. ApGs
60 minutos em NL, os apices criopreservados passaram por reaquecimento em banho
maria a 40 °C durante 15 minutos, foram imersos em solucédo de recuperagdo com
sacarose a 1,2 M por 5 minutos duas vezes e, posteriormente, imersos em solucao
de lavagem, sacarose 0,4 M, por trés vezes durante 5 minutos. Apds, os apices foram
inoculados em meio MS contendo BAP 0,5 mg/L e carvéo ativado 0,5 mg/L e incubados
em sala de crescimento a temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 18 horas.

O delineamento foi inteiramente casualizado constituido de 1 repeticéo
independente por tratamento, cada repeticdo composta por dez apices caulinares
criopreservados e 40 do tratamento controle (sem imersdo no NL). Os dados serao
analisados por regressao (p<0,05), utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2011).

2.4 Andlises Bioquimicas

O extrato vegetal para as analises bioquimicas foi obtido por homogeneizagéo
em graal de amostras de 500 mg (massa fresca) de foliolos, com 4 mL de agua ultra-
pura, banho-maria a 40°C por 30 minutos e posterior centrifugacao a 4.800g, durante
30 minutos (SANTOS et al., 2010). O volume dos extratos preparados foi de 4 mL
cada. As determinacgdes dos teores de agucares soluveis totais e proteinas totais foram
realizadas segundo as metodologias descritas por Yemm e Willis (1954) e Bradford
(1976), respectivamente. Foi montada a curva de calibracdo utilizando glicose anidra
e BSA (Soro albumina bovina) como padrdes, respectivamente. As amostras foram
lidas no comprimento de onda de 620 nm para agucares soluveis totais e 595 nm para
proteinas totais e os resultados foram expressos em pg/mL.

2.5 Analises Fitoquimicas

As plantulas foram liofilizadas e extraidas por sonicacdo em solugcao de etanol
70% sob aquecimento a 35° C, por 40 min. O volume dos extratos preparados foi
de 10 mL. Apés a analise, foram feitas as correcbes de concentracdo. Teores de
fendis e flavonoides totais foram determinados segundo metodologias propostas por
Ainsworth e Gillespie (2007) e Kosalec et al. (2005), respectivamente. Foi montada a
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curva de calibracéo utilizando acido galico e rutina como padrdes, respectivamente. As
amostras foram lidas no comprimento de onda de 750 nm para fendis totais e 425 nm
para flavondides e os resultados foram expressos em microgramas de equivalentes
de acido galico, por miligrama de extrato seco (ug EQAG mg™ ES) e microgramas de
equivalentes de rutina, por miligrama de extrato seco (ug EQR mg™ ES), para fendis e
flavonoides totais, respectivamente.

3|1 RESULTADOS

3.1 Germinacao In Vitro e Criopreservacao de Sementes

O teor de umidade inicial encontrado nas sementes foi de 10,03%. As taxas de
germinagao, contaminagao e oxidacdo, bem como IVG encontram-se descritos na

tabela 1.
Tratamento Germinacao (%) Contaminacéo (%) Oxidacéo (%) VG
BvVO 100 7 0 14,54
BV7a a3 10 0 14,20
BVTb a7 10 0 15.73
BVida a7 7 0 13.20
BV14ab B7 13 0 6.69
BViia 80 10 0 3,99
BV21b B0 23 0 323

Tabela 1. Germinagédo, Contaminacao, Oxidacao e IVG em sementes de B. variegata.

BVO0: Tratamento controle (sem criopreservacgao); BV7a: Tratamento com 7 dias de
criopreservagao e 1 minuto de reaquecimento; BV7b: Tratamento com 7 dias de
criopreservagéo e 2 minutos de reaquecimento; BV14a: Tratamento com 14 dias de
criopreservagéo e 1 minuto de reaquecimento; BV14b: Tratamento com 14 dias de
criopreservagéo e 2 minutos de reaquecimento; BV21a: Tratamento com 21 dias de
criopreservagéo e 1 minuto de reaquecimento; BV21b: Tratamento com 21 dias de
criopreservacao e 2 minutos de reaquecimento.

O tratamento sem criopreservacao apresentou maior taxa de germinacao,
bem como menor taxa de contaminac&o. Ja o tratamento com maior tempo de
criopreservacao e reaquecimento, apresentou a menor taxa de germinagdo e maior
porcentagem de contaminagdo. Os tratamentos intermediarios apresentaram taxas de
germinacao relativamente semelhantes.

Quanto as analises fitoquimicas (Tabela 2), houve diferenca estatistica entre os
tratamentos. Maiores teores de fendis totais foram observados em raizes de pléantulas
provenientes de sementes criopreservadas por 21 dias, com 1 minuto de reaquecimento,
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seguidas de raizes de plantulas provenientes de sementes criopreservadas por 14
minutos, com 1 minuto de reaquecimento. Os maiores teores de flavonoides foram
observados em raizes de plantulas provenientes de sementes criopreservadas por
21 dias, com 1 minuto de reaquecimento e tratamento controle. Em andlise conjunta,
as raizes de pléantulas provenientes de sementes submetidas ao tratamento BV21a
apresentaram maiores concentracdes de metabdlitos secundérios. Os tratamentos
“BV7 a” e “BV21 b”, ambos extratos da raiz, ndo apresentaram material suficiente para
que fosse realizada a dosagem.

Tratamento Fendls Flavondides AST (pg/imL)  PST (ug/ml)
(49 EqAG mg EB'} (g RUEQ mg EB™)
BvD 2805 133 ¢ 2200 22TED 1974108 109228050
BYVT a 801 4643 ¢ 2T 1T DB 20732208 ¢ 1643 2157a
Parte aérea BV7 b J88 4 k485 2300 295 b 2264 430 ¢c 1522 &7 24
BVida B4 9132 ¢ a723x200b 207322924
BVid b 2968 s BI8c 2380 1389 b 212Ts408¢c 1990521554
Bviia 2748 a4 c 22122171 b 1Ta3 & 185¢c 14TIadE1a
BvVii b e 275442550 988a134b
BYo 4701 136 ¢ 4548 21899 a @5251.148 1395a232a
BVT a o 1852 w428 ¢ MM3Ax7TIb
BVT b SMEx1didc 24480 B8b 282323720 MExdbb
Raiz BVida M Ta1353 b 17581 8¢ WIax15 g BT adA9b
Bvidb T00 a8l 4c 2T44 2103 b 2142 a212c B822169b
Bviia 231 9:686a 4460 2 186 a 2789 +352b 10TOx405b
BVl b e e M09 a466c 1352a:672a
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Tabela 2. Valores médios das concentracdes de fendis, flavonoides, agucares sollUveis totais e
proteinas sollveis totais.

*Médias seguidas pelas mesmas letras néo tem diferenca estatistica significante ao nivel de
probabilidade de 5% do teste de Scott Knott. ***Nao houve material suficiente para andlise

Maiores teores de acucares sollUveis totais foi observado nas raizes de pléantulas
provenientes de sementes ndo criopreservadas e menores concentracées foram
observadas nas raizes oriundas do tratamento de 14 dias de criopreservacéo e 1
minuto de reaquecimento. As proteinas se mantiveram mais uniformes entre parte
aérea e raiz.

A criopreservacao afetou a producéo de metabdlitos primarios e secundarios,
sendo as raizes de plantulas provenientes de sementes nao criopreservadas
apresentaram maiores concentragdes de flavonoides e acucares solUveis e altas
concentragcdes de proteinas soluveis.

As analises morfolégicas (Tabela 3) pouco diferiram estatisticamente. Apenas
as plantulas oriundas de sementes criopreservadas por 21 dias apresentaram menor
crescimento, representado por menores valores de matéria fresca e seca de parte
aérea e raiz e comprimento.
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Farte Aérea Raiz

! MF (g) ms(g ~ComPrmento MF (g) MS (g) Comprmento
BVO 0642320138 O 35"'; 0.0 1424 £2.22 a ':"32?1’ 1 l:l.l:t:i-ul: .0 TES:182a
BVIa 057TT2:015a u.mu; 0.03 16372238 0,340 1: 014 I:I.l:tim: oM T24:182a
BVIb 06M0s015a O m:: B 16,51 £3,32 a 0'3“1* el I:I.I:EEE.: s 52620800
BVida o0g124s012a 102002 yg0e,500a “"““TD"E ”-“3"";‘”' 8102091 a
Bviab  ogesssoisa MO0 40,909  OANIRA0IE DORIR0ET T gesa121a
Bv2ta  oaomiaonre 012026 oo g0y ::n.wzisu.w u.miim'“ .
BV21b  03260s024p OO *OM gpgaaasc  DISSRRONZ DOIEEA0M 49622260

Tabela 3. Valores médios do comprimento, massa fresca e massa seca da parte aérea e raiz

*Médias seguidas melas mesmas letras n&o tem diferenca estatistica significante ao nivel de

probabilidade de 5% do teste de Scott Knott

***Foram padronizadas duas casas decimais para o desvio padrao e este apresentou-se muito
baixo

N&o houve diferenca estatistica em relacdo a numero de foliolos, no entanto,
quanto ao numero de gemas, apenas as plantulas com 14 dias de criopreservacéao
mostraram diferenca estatisticamente dignificante, apresentando maior numero de
gemas que os outros tratamentos.

Trat to Mumero de Namero de
— Gemas Foliolos

BVO B.10+152b 6202148 a
BVT a .50 +0,97 b ET0s149a
BVT b .50 0,97 b ET0s149a
BVida 7.30 1,57 a 71021987 a
BVid b 7.50 250 a 6.50£1.35a
BV2ia EO0 =131 b B8+ 1130 a

BV b 002120 H20s2A8a

Tabela 4. Valores médios dos niUmeros de foliolos e de gemas

*Médias seguidas melas mesmas letras ndo tem diferencga estatistica significante ao nivel de
probabilidade de 5% do teste de Scott Knott

3.2 Criopreservacao de Apices

Nao houve retomada de crescimento de nenhum dos apices criopreservados.
Quanto aos apices nao criopreservados, houve uma média de crescimento de 5 cm
apo6s os 45 dias, bem como houve enraizamento de 50% dos apices previamente
inoculados, com uma taxa de 47,5% de enraizamento.
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4 | DISCUSSAO

4.1 Germinacao in vitro e Criopreservacao de Sementes

A umidade presente na semente influencia diretamente na germinacdo, uma vez
gue as sementes necessitam de uma certa quantidade de agua para iniciar 0 processo
de germinacéo (BRASIL, 2009). O teor de umidade de 10,03% foi relativamente alto,
se comparado a estudo realizado por Pinto e colaboradores (2005) que encontrou
uma umidade de 3,71%. Martinelli-Seneme e colaboradores (2006), em estudo de
dorméncia de sementes de Bauhinia variegata, calculou um teor de umidade de 8,9%
e encontrou uma germinagdo de 98% em método de corte com tesoura, semelhante
ao método utilizado neste estudo. Portanto, a umidade calculada no estudo, bem
como a leve excisdo da semente com intuito de superar dorméncia tegumentar,
mostraram-se eficientes, tendo em vista que as porcentagens de germinacao
encontradas foram satisfatérias. Nao existem relatos de criopreservacao de sementes
de Bauhinia variegata, tornando dificil a analise da variagdo das taxas de germinacgéo
entre as sementes criopreservadas, bem como a analise da maior porcentagem
de contaminagao. No entanto, essa menor taxa de germinacdo das sementes
criopreservadas, principalmente das sementes do tratamento de 21 dias, podem
ter ocorrido devido a possibilidade de cristalizacdo da agua contida nas sementes.
Possivelmente uma diminuicao do teor de umidade dessas sementes ou 0 uso de um
crioprotetor levaria a uma maior germinag¢ao, no entanto estudos sdo necessarios para
melhor analise dessas sementes criopreservadas. Quanto a analise de comprimento
e biomassa, observou-se 0 menor crescimento das plantulas de maior tempo de
criopreservacao, o que reforca a teoria de que o tempo de imerséo no nitrogénio liquido
foi prejudicial ao desenvolvimento das plantulas. A menor biomassa deve-se ao menor
crescimento dessas plantulas.

De maneira geral, a maior producdao de metabdlitos primarios e secundarios foi
observada no tratamento sem criopreservacao, com exce¢ao da producao de fendis
em raizes de plantulas do tratamento “BV21 a”, pois a producdo de metabdlitos
secundarios pode ser inversamente proporcional ao crescimento celular (ARROO
et al, 1995). Esta correlacdo também pode ser observada no tratamento “BV14 a”,
que apresentou maior crescimento de raiz e menor concentracao de flavonoides. No
entanto, com excec¢ao destes tratamentos, essa correlacao nao foi regra neste estudo,
visto que a producéao de flavonoides do tratamento controle foi a maior, mesmo tendo
um grande crescimento celular. Pode-se observar uma maior producéo de fendis em
raizes, enquanto a producéo de flavonoides manteve-se equilibrada entre parte aérea
e raiz. Em relagdo a producédo de PST, nota-se maior concentragdo nas partes aéreas
das plantulas, o que pode estar relacionado com a maior sintese de proteina para
crescimento celular (SERRA et al., 2000), visto que a taxa de crescimento da parte
aérea € superior a raiz. A maior producao de AST foi em tratamentos de raizes, sendo
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maior no tratamento controle. O tratamento “BV14 a” apresentou menores niveis de
AST e PST, podendo indicar uma reducdo da capacidade de fotossintese, que leva
a quebra do carboidrato para utilizagdo como material energético (SERRA et al.,
2000). Deste modo, com a reducéo da capacidade anabdlica, os niveis de proteinas
sintetizadas para expanséo celular também diminuem. Possivelmente, estes fatores
devem-se ao fato do grande crescimento prévio das raizes das plantulas que levou ao
consumo dos nutrientes fornecidos pelo meio, gerando uma necessidade de quebra
dos agucares para utilizar como fonte de energia.

4.2 Criopreservacao de Apices

A ndo retomada de crescimento dos apices criopreservados, em comparacao a
retomada de crescimento de 100% dos apices néo criopreservados, pode ser justificada
devido ao tempo de exposicdo ao PVS2, uma vez que este possui fitotoxicidade
dependente do tempo de exposicdo (NOGUEIRA; PASQUAL; SCHERWINSKI-
PEREIRA, 2013). Mais estudos devem ser realizados com o objetivo de identificar o
tempo ideal de exposicéo ao PVS2 para que haja retomada de crescimento dos apices
caulinares criopreservados.

51 CONCLUSOES

O menor Indice de Velocidade de Germinacéo foi das sementes criopreservadas
por 21 dias, bem como 0 menor crescimento e a menor produgcao de biomassa.

O tratamento com maior producdo de metabdlitos, tanto primarios quanto
secundarios, foi observado no tratamento sem criopreservacgéo.

A criopreservacao dos apices caulinares nao permitiu retomada de crescimento,
devido a toxicidade do PVS2.

Mais estudos sao necessarios para determinar melhor metodologia de
criopreservacao para Bauhinia variegata.

6 | AGRADECIMENTOS

A Fundagdo de Amparo & Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG), por meio do
edital PIBIC/UFSJ/FAPEMIG pela bolsa de iniciacdo cientifica e ao CNPq e CAPES
pelo auxilio financeiro ao projeto.
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