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RESUMO - A paineira-rosa (Chorisia speciosa St. Hil) é uma espécie arbérea de grande importancia na recuperacdo de
ecossistemas degradados e matas ciliares, porém, o armazenamento convencional das sementes aumenta a incidéncia de
fungos, causando deterioracdo e lesdes nas plantulas. Objetivou-se estabelecer protocolos de germinacdo in vitro e de
criopreservacdo para 0 armazenamento em longo prazo das sementes de paineira-rosa. Para a germinacao in vitro, testou-se 0s
meios de cultura MS e WPM, trés niveis de pH (4,8; 5,8 e 6,8) e trés concentracdes de sacarose (0; 15; 30 g L™). Para a
criopreservagdo, as sementes foram submetidas & secagem em silica gel e fluxo laminar por diferentes tempos (0, 1, 2, 3 e 4 h)
e em seguida, foram armazenadas em nitrogénio liquido (-196 °C) por 24 h, descongeladas em banho-maria (38 °C) por quatro
min e inseridas em tubos de ensaio contendo meio de cultura WPM. As sementes de paineira-rosa apresentaram germinacao
superior em meio de cultura WPM (84%). O pH corrigido para 5,8 e a concentracdo de 15 g L™ de sacarose favoreceram a
germinacdo das sementes, com 82% e 79%, respectivamente. O teor de dgua inicial das sementes de paineira-rosa foi de 14%.
Apbs 4 h de desidratacdo em silica gel e fluxo laminar, o teor de &gua foi de 7,8% e 6,8%, respectivamente. Nao houve perda
significativa da viabilidade das sementes submetidas a 4 h de secagem em fluxo laminar, com germinacdo de 63,33%. Os
resultados alcangados nesse estudo indicam que a germinagéo in vitro e a criopreservacdo de sementes de paineira-rosa podem
ser obtidos com sucesso.

Palavras-chave: armazenamento em longo prazo, Chorisia speciosa St. Hil, dessecacdo, espécie florestal.

IN VITRO GERMINATION AND SEED CRYOPRESERVATION OF PAINEIRA-ROSA

ABSTRACT - The paineira-rosa (Chorisia speciosa St. Hil) is an arboreal species of great importance in restoring degraded
ecosystems and riparian forests, however, the availability of seeds of this species is low. The objective was to establish in vitro
germination protocols and cryopreservation of paineira-rosa seeds. For the in vitro germination, MS culture medium and WPM
was tested three concentrations of sucrose (0, 15, 30 g L™) and three pH levels (4.8, 5.8 and 6.8). For cryopreservation, the
seeds were dried on silica gel or laminar flow for different times (0, 1, 2, 3 and 4 h) and then were stored in liquid nitrogen (-
196 °C) for 24 h, defrosted in a water bath (38 °C) for four minutes and they were inserted into test tubes containing WPM
medium cultivation. The paineira-rosa seeds showed germination when inoculated in WPM (84%). The concentration of 15 g
L sucrose and the pH adjusted to 5.8, favored seed germination with 79% and 82%, respectively. The initial water content
rose from paineira-rosa seeds was 14%. After 4 h of dehydration on silica gel or laminar flow, the water content was 7.8% and
6.8%, respectively. There was no significant loss of viability of seeds subjected to 4 h of drying in laminar flow (63.33%). The
results obtained in this study indicate that the in vitro germination and kapok pink seed cryopreservation can be successfully
obtained.

Key words: long-term storage, Chorisia speciosa St. Hil, drying, forest species.

INTRODUCAO

O desmatamento que levou a fragmentagdo dos
habitats naturais em todo o mundo tem contribuido para as
mudancas climéticas e o desequilibrio de muitas espécies
(DORNELES et al., 2013). No Brasil, no bioma Mata
Atlantica, as pressdes antrépicas que causaram erosdes nos
solos, poluicdo aquifera e desagregagdo  nas
fitofisionomias proporcionaram fragilidade na
biodiversidade local (KLINK; MACHADO, 2005).

Para a manutencédo de diversas espécies nativas da
Mata Atléntica, a conservacgdo ex situ, por meio de bancos
de sementes e bancos de germoplasma em campo
poderiam ser adotados (ROCHA et al., 2014). Entretanto,
essa Ultima forma de conservacdo esta suscetivel a
desastres naturais e ocorréncia de pragas e doencas que
podem dizimar uma colecgdo inteira, repentinamente (RAI
et al, 2009). Outras limitagbes dos bancos de
germoplasma em campo estdo relacionadas a limitada
abrangéncia da diversidade genética que pode ser
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conservada devido a necessidade de grandes areas € o alto
custo de manutengdo (DULLOO et al., 2009). Essas
estratégias de conservacdo ex situ sdo consideradas
complementares a conservagdo in situ e servem para
assegurar a conservacdo de espécies ameacadas ou que
estdo sofrendo erosdo genética (VOLIS; BLECHER, 2010;
ENGELMANN, 2011).

A paineira-rosa é uma espécie arborea nativa do
Brasil, encontra-se presente nas regifes sul, sudeste,
centro-oeste e em partes do Estado da Bahia (LORENZI,
2002). No bioma Mata Atléntica, devido aos impactos
ocasionados pelo desmatamento, introducdo de pastagens e
fogo, diversas espécies tém um patrimdnio genético de
valor inestimavel para as futuras geragGes devastado
(PINTO et al., 2006), incluindo a paineira-rosa, espécie
recomendada para a reconstituicdo de matas ciliares e para
plantios em areas degradadas (CARVALHO, 2003). Por se
tratar de uma planta com crescimento rapido e com
caracteristicas ornamentais, principalmente na fase de
florescimento, € muito utilizada também para o paisagismo
de éareas publicas (LORENZI, 2002; PACHECO et al.,
2013).

Na industria, sua paina serve para enchimento de
almofadas, cobertores e travesseiros. Sua madeira €
utilizada na fabricacdo de aeromodelos, flutuadores, forros
de moveis e, ainda, como material isolante (LORENZI,
2002). Quando empregada em projetos paisagisticos, a
producdo de mudas é dependente de sementes sadias,
entretanto, a disponibilidade de sementes com elevado
vigor ap6s 0 armazenamento convencional é limitado,
devido a incidéncia de fungos como Aspergillus sp.,
Colletotrichum sp. e Penicillium sp. (SILVA et al., 2003),
0 que justifica a propagacéo in vitro e o armazenamento
em longo prazo através de técnicas de criopreservacéo. De
acordo com Lédo et al. (2007), a germinagdo in vitro é a
forma mais comum de estabelecimento de material e
apresenta como vantagens, explantes mais viaveis e
responsivos.

Neste cenario, vem crescendo a necessidade de
otimizar a propagagdo in vitro de diversas espécies,
visando também sua conservacdo em longo prazo em
criobancos (OLIVEIRA-FILHO, 1994; SOUZA, 2003). A
técnica de criopreservacdo tem sido vista como uma
ferramenta promissora para 0 armazenamento em longo
prazo dos recursos genéticos vegetais (SANTQOS, 2000).
Oferece vantagens como inibir totalmente as reagdes
quimicas que podem causar danos as células (MAZUR,
1984) e a acdo dos agentes internos e externos que podem
afetar a integridade das sementes, mantendo também a
integridade  genética do  material  criopreservado
(STANWOOD, 1985). Diante do exposto, objetivou-se
estabelecer um protocolo de germinagdo in vitro e
criopreservacdo das sementes de paineira-rosa.

MATERIAL E METODOS
Germinagao in vitro

Apos a coleta das sementes, estas foram levadas a
camara de fluxo laminar, imersas em alcool 70% por 60
segundos e, em seguida, em solucdo de hipoclorito de
sodio (NaOCl) com 2% de cloro ativo por 10 min.
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Posteriormente, as sementes foram lavadas cinco vezes
com agua destilada autoclavada e inoculadas em diferentes
meios de cultura. Os meios de cultura utilizados foram o
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e Woody Plant
Medium (WPM) (LLOYD; MCCOWN, 1981). Foram
testados  trés niveis de pH (4,8; 58 e 6,8) e trés
concentracdes de sacarose (0,0; 15 e 30 g L™,
suplementado ao meio de cultura WPM, acrescidos de 30,0
g L™ de sacarose e 7,0 g L™ de &gar. Apés inoculadas, as
sementes foram mantidas em sala de crescimento sob
irradiancia de fotons de 36 pmol m? s, temperatura de
25°C £ 2 °C e fotoperiodo de 16 h. Cada tratamento foi
composto por 25 sementes, avaliando-se a porcentagem de
germinacdo em cada tratamento, sendo consideradas
germinadas sementes com radicula protrundida (x 2 mm).

Criopreservacao de sementes

Foi determinado o teor de 4&gua inicial das
sementes em estufa a 105 °C + 2 °C durante 24 h,
utilizando-se cinco sub-amostras com 10 sementes cada.
As sementes foram submetidas & secagem em silica gel
(100 g) e fluxo laminar por diferentes tempos (0,1, 2,3 ¢4
h). Para cada tratamento foram utilizadas 35 sementes.
Dessas 35, 10 foram colocadas em criotubos e imersas em
nitrogénio liquido (-196 °C) por 24 h, 10 foram colocadas
em meio de cultura WPM (como controle da germinagdo)
e 10 foram utilizadas para determinagdo do teor de agua.
Apb6s 24 h imersas em nitrogénio liquido, as sementes
passaram pelo processo de reaquecimento em banho-maria
a 38 °C + 2 °C por 4 min. Foram inoculadas em meio
WPM e mantidas em sala de crescimento sob a irradiancia
de 36 pmol m™ s, fotoperiodo de 16 h e a temperatura de
25°C + 2 °C. A avaliagéo foi realizada aos 30 dias apds o
cultivo in vitro, sendo avaliada a porcentagem de sementes
germinadas em cada tratamento.

Aclimatiza¢do

Plantas obtidas por meio da germinacéo in vitro e
oriundas de sementes criopreservadas, ap6s 30 dias de
cultivo in vitro passaram por um periodo de 7 dias de pré-
aclimatizacdo (passagem para recipientes contendo
Plantmax® e envoltas com saco plastico transparente para
manutencdo da umidade relativa). A bandeja com o0s
recipientes foi mantida em sala de crescimento &
temperatura controlada de 25 + 2°C e irradiancia de fétons
de 67 um m? s?, e ap6s 15 dias os recipientes com as
plantulas foram levados para viveiro e o saco plastico foi
retirado. As plantas permaneceram por mais 15 dias sob
sombrite 30%, antes do transplantio para sacos de
polietileno preto contendo substrato Plantmax®. Aos 30
dias, foi avaliada a porcentagem de sobrevivéncia das
plantulas.

Analises estatisticas

Todos os experimentos foram instalados em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 30
repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo composta
por um tubo de ensaio contendo um explante. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia (ANAVA)
utilizando-se o software estatistico SISVAR (FERREIRA,
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2011) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott,
com probabilidade de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Germinagao in vitro

As sementes de paineira-rosa apresentaram maior
porcentagem de germinacdo quando inoculadas em meio
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de cultura WPM, com porcentagem de germinacdo de
84%, diferindo significativamente do meio de cultura MS
(54%), como mostrado na Figura 1.

As sementes de paineira-rosa germinaram em
meio WPM a partir do 4° dia, com plantulas formadas ao
16° dia ap6s a germinacao (Figura 2).

MS

T

WPM

Meios de cultura
FIGURA 1 - Porcentagem de germinagdo de sementes de paineira-rosa em diferentes meios de cultura (MS e WPM).

FIGURA 2 - Sementes de paineira-rosa ap6s inoculagdo em meio de cultura WPM, sendo observado o desenvolvimento das
sementes ao longo do tempo: (A) inoculacdo, (B) segundo dia apés a inoculacdo, (C) Quarto dia apds a inocula¢do, com a
radicula protrundida (seta), (D) sexto dia apds a inoculacdo, sendo observado o crescimento do embrido (seta), (E) oitavo dia
apos a inoculagdo, sendo observado o desenvolvimento da parte aérea (seta), (F) décimo dia ap6s a inoculagdo, (G) décimo
segundo dia apds a inoculagdo, e, (H) décimo sexto dia ap6s a inoculacdo, observando a formacao da plantula. Barra = 0,5 cm.

Os efeitos do nivel de pH e da concentracdo de
sacarose no meio de cultura foram significativos para a
avaliacdo de germinacdo de sementes. As sementes de
paineira-rosa apresentaram-se com germinagdo superior
quando inoculadas em meio WPM em pH 5,8 (82%)
(Figura 3A) e com 15 g L™ de sacarose, com porcentagem
de germinacdo de 79% (Figura 3B). O nivel de pH ideal
pode resultar em maior aproveitamento dos macro e
micronutrientes do meio de cultura, influenciando
diretamente na otimizacdo da propagacdo in vitro.

Os dados obtidos neste trabalho corroboram com
o0s observados por Pasqual (2001) e Nogueira et al. (2004),
0s quais relatam que, para espécies lenhosas, 0 meio WPM
se mostra satisfatério por apresentar 25% das
concentragdes de ions nitrato e amonia do meio MS, além
de mais potassio e um alto nivel de ions sulfato. No

entanto, Nery et al. (2008) ndo observou diferencas
significativas entre os meios de cultura MS e WPM para
todos os parametros avaliados para Tabebuia serratifolia
(\Vahl) Nicholson.

Ja para a concentracdo de sacarose no meio de
cultura, dependendo da espécie, ndo ha necessidade de
suplementacdo. Porém, ao se adicionar sacarose ao meio
de cultura, a plantula é mantida in vitro por um periodo de
tempo maior (SOUZA, 2003). No presente estudo,
provavelmente, a concentracdo completa dos sais do meio
de cultura WPM, juntamente com a sacarose, afetou o
balango osmotico, prejudicando o processo germinativo na
concentracdo de 30 g L™ de sacarose. Assim, é importante
conhecer os fatores que afetam a germinacdo de sementes
de cada espécie para se obter sucesso no processo de
estabelecimento de plantulas in vitro.
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FIGURA 3 - Porcentagem de germinacdo de sementes de paineira-rosa inoculadas em meio de cultura WPM com diferentes
niveis de pH (4,8; 5,8 e 6,8) (A) e diferentes concentracdes de sacarose (0,0; 15,0 e 30,0 g L™) (B).

Ja para a concentragdo de sacarose no meio de
cultura, dependendo da espécie, ndo ha necessidade de
suplementacdo. Porém, ao se adicionar sacarose ao meio
de cultura, a plantula é mantida in vitro por um periodo de
tempo maior (SOUZA, 2003). No presente estudo,
provavelmente, a concentragdo completa dos sais do meio
de cultura WPM, juntamente com a sacarose, afetou o
balango osmético, prejudicando o processo germinativo na
concentracdo de 30 g L™ de sacarose. Assim, é importante
conhecer os fatores que afetam a germinacdo de sementes
de cada espécie para se obter sucesso no processo de
estabelecimento de plantulas in vitro.

Criopreservacgdo de sementes

O teor de agua inicial das sementes de paineira-
rosa foi de 14%. Apos 4 h de desidratacdo em silica gel e
camara de fluxo laminar, a umidade foi de 7,8% e 6,8%,
respectivamente. N&o houve perda significativa da
viabilidade das sementes submetidas a 4 h de secagem em
fluxo laminar, com germinacdo de 63,3% ap0s a
criopreservacdo, como mostrado na Figura 4.

Na Tabela 1 estdo representadas as porcentagens
de germinacdo nos diferentes tratamentos, com e sem o
tratamento de criopreservagao.

FIGURA 4 - Sementes de paineira-rosa germinadas em meio de cultura WPM ap06s a dessecacdo em camara de fluxo laminar
e criopreservacdo (-196 °C), evidenciando o sistema radicular bem desenvolvido aos 30 dias de cultivo in vitro (A). Planta de
paineira-rosa aclimatizada ap6s a dessecagdo em camara de fluxo laminar e criopreservagdo (B). Barra="5 cm.

TABELA 1. Teor de 4gua (%) e germinacdo (%) das sementes de paineira-rosa submetidas a secagem em silica gel e em

camara de fluxo laminar por diferentes tempos.

Teor de agua (%) Germinacdo (%)
Tempo Silica Fluxo Silica Silica Fluxo Silica

(27 £2°C) (27 £2°C) (-196 °C) (-196 °C)
Controle 14,0 14,0 - - - -
1 hora 13,6 12,0 35,0 Ab 22,7 Cc 36,4 Aa 18,5 Dd
2 horas 11,9 10,7 25,0 Bc 27,2 Ba 18,2 Cd 25,9 Bb
3 horas 9,8 9,4 25,0 Ba 18,2 Dc 13,6 Dd 22,2Ch
4 horas 7,8 6,8 15,0 Cd 31,8 Ab 32,7Bb 63,3 Aa

Médias seguidas de mesma letra minGscula na linha e maitscula na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Scott- Knott, a 5% de significancia.
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Aclimatizacdo

As plantas de paineira-rosa, mantidas em casa de
vegetacdo obtiveram 100% de sucesso na aclimatizacéo
em ambiente ex vitro.

As sementes de paineira-rosa inoculadas em meio
WPM apds 4 h de dessecacdo na silica e na camara de
fluxo laminar, anteriormente submetidas a
criopreservagdo, iniciaram a germinagdo ao 6° dia ap0s a
inoculacéo, ndo diferindo significativamente das sementes
que ndo foram submetidas a dessecacdo em temperatura
ambiente, as quais iniciaram sua germinagao ao 4° dia apos
a inoculag¢do, como mostrado na figura 4.

Pelos dados observados, pode-se inferir que as
sementes de paineira-rosa toleram baixos niveis de agua,
sendo a criopreservacgdo um método eficiente de
conservacao a longo prazo para sementes desta espécie. O
fluxo laminar promove uma desidratacdo mais lenta e mais
uniforme do que a desidratacdo por silica gel, evitando a
formacdo de cristais de gelo, resultando diretamente no
sucesso da técnica de criopreservacao.

Resultados semelhantes foram encontrados por
Althoff (1999), trabalhando com sementes de maméo
(Carica papaya L.), onde verificaram que as sementes de
mamdo podem ser dessecadas até grau de umidade em
torno de 5%, sem perda da viabilidade. Rocha et al. (2009)
também constataram que o teor de agua limite para a
criopreservacdo de diferentes cultivares de algodéo,
encontra-se entre 6% e 8%.

CONCLUSOES

O meio de cultura WPM ¢ eficiente na
germinacéo in vitro de sementes de paineira-rosa.

As sementes podem ser dessecadas até 6,8% de
umidade sem perda do poder germinativo.

A criopreservacdo é um método eficiente para
conservacao em longo prazo de sementes de paineira-rosa.
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