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Resumo

Eixos embrionarios de trés espécies de Citrus (Citrus sinensis [L.] Osb., Citrus
limon L., Citrus reticulata Blanco) foram criopreservadas com sucesso usando o
método de encapsulamento-desidratacdo. Os eixos embrionarios das trés espécies
foram encapsulados em gel de alginato de sdédio, pré-cultivados com sacarose e
desidratados para varios teores de umidade antes da criopreservacédo. Eixos de C.
sinensis desidratados para 0.15 g H,0O.g™* peso seco apresentaram 70% de germinag&o
ap06s o congelamento por 24 horas. Eixos pré-cultivados com sacarose (aumento
gradual de 0.5 para 0.75 M) e desidratados pelo mesmo periodo de tempo continham
0.25 g H,0.g" peso seco e exibiram 60% de germinacdo. Acima de 80% de
germinacao de eixos de C. sinensis e C. reticulata foi obtido quando glicerol, com ou
sem prolina, foi adicionado ao meio de pré-cultivo. A mais alta porcentagem de
germinacao de eixos de C. limon (63%), foi observada quando eixos foram pré-
cultivados em meio contendo 0.8 M de sacarose mais 0.5 M de glicerol e
subsequentemente desidratados para aproximadamente 0.15 g H,O.g' peso seco
antes da imersao direta em nitrogénio liquido. Apenas 23% de germinacgdo foi obtida
para eixos de C. reticulata pré-cultivados apenas com sacarose, mas eixos preé-
cultivados com sacarose combinada com prolina e glicerol, apresentaram um aumento
de trés vezes na germinacdo (87%). ApOs a criopreservacdo, 0S eixos viaveis
produziram plantulas normais, sem a formacédo de calos, dentro de trés semanas de

cultivo in vitro.

Palavras chave — Citrus, criopreservacao, eixos embrionarios, conservacao de

germoplasma.



Introducéo

Citrus sao plantas pertencentes a familia Rutaceae, cultivadas para a producéo
de frutos. Atualmente, a conservacdo do germoplasma dessas valiosas espécies se faz
pela manutencdo de bancos a campo (Duran-Vila, 1995). Esta abordagem apresenta
limitagdes, principalmente alto custo de manutencdo das colegdes e a susceptibilidade
do material a desastres climaticos e bioldgicos, sendo portanto uma solucao temporaria
para um problema que requer medidas satisfatérias em longo prazo (Duran-Vila, 1995;
Stushnoff & Seufferheld, 1995).

Sementes sdo geralmente usadas para 0 armazenamento em longo prazo de
germoplasma vegetal, desde que elas sejam ortodoxas, ou seja, tolerem o
armazenamento em condi¢cdes convencionais (5% de umidade e -18°C) sem perda da
viabilidade (Roberts, 1973). A conservacdao de sementes nao pode ser usada para
sementes de C. sinensis [L.] Osh. porque elas séo classificadas como intermediarias
(Ellis et al., 1990, 1991). Sementes intermediarias sdo sensiveis a desidratacdo e
temperaturas subzero, mostrando perda de viabilidade consistente ao longo do periodo
de armazenamento (Hong & Ellis, 1995). Assim, uma técnica eficiente de conservacao
em longo prazo precisa ser desenvolvida para essa espécie.

A criopreservacao de material bioldégico usando nitrogénio liquido (-196°C) tem
grande potencial para o armazenamento em longo prazo de germoplasma vegetal,
desde que sejam desenvolvidos protocolos que protejam os tecidos de injuria causada
por desidratacdo e exposi¢cao a temperaturas ultrabaixas, e permitam a regeneracao de
material geneticamente estavel. A temperatura do nitrogénio liquido, a energia cinética
molecular € extremamente baixa e a difusdo & extremamente lenta. Sob essas
condicbes, as reacdes metabodlicas ocorrem muito lentamente ou séo totalmente
paralisadas, e assim a variabilidade genética e a deterioracdo do material armazenado
sdo virtualmente inexistentes. Portanto, a longevidade do armazenamento é
extremamente longa e a estabilidade genética € muito alta. Além disso, o
armazenamento em um banco criogénico custa mais barato que outros sistemas
disponiveis.

A criopreservagdo ja foi aplicada a varios tecidos de Citrus. Ovulos, embrides

somaticos e zigoticos, células nucelares e calos sobreviveram ao congelamento em



nitrogénio liquido apos terem sido submetidos a vitrificacdo usando crioprotetores
guimicos tais como DMSO, etileno glicol, propileno glicol, etc. (Mumford & Grout, 1979;
Marin & Duran-Vila, 1988; Kobayashi et al., 1990; Sakai et al., 1990, 1991; Radhamani
& Chandel, 1992; Marin et al.,, 1993). Entretanto, o ideal € o desenvolvimento de
protocolos de criopreservacao que ndo dependam desses crioprotetores quimicos para
a sobrevivéncia do explante porque eles podem ser toxicos para as células vegetais,
complicam o procedimento de congelamento e em muitos casos ndo causam um
aumento realmente significativo na porcentagem de regeneracdo (Arakawa et al.,
1990). Adicionalmente, o material vegetal usado nesses estudos ja realizados (cultura
de 6vulos, embrides somaticos, suspensdes celulares e cultura de calos) ndo sédo os
mais adequados para a conservacdo de germoplasma vegetal, particularmente de
espécies arboreas, devido ao risco de variagdo somaclonal associado com esses
métodos (Karp, 1991) e devido ao longo periodo de tempo necessario para se obter
plantas maduras, aptas a reproducéo a partir desses sistemas.

Por outro lado, o0 método de encapsulamento-desidratacdo usa sacarose como
crioprotetor combinado com a desidratagao parcial antes da exposi¢cao ao nitrogénio
liqguido, evitando assim o0 uso de crioprotetores quimicos. Além disso, embribes
zigoticos sao sistemas altamente organizados, que podem ser usados para produzir
uma planta inteira a partir de tecidos meristematicos nele contidos. Assim, esse método
implica em um menor risco de promocao de variacdo somaclonal quando comparado
com os outros métodos de regeneracgéo in vitro mencionados acima. Adicionalmente, o
cultivo de embribes zigéticos tem sido usado com sucesso para criopreservar o
germoplasma de muitas espécies de plantas que apresentam sementes recalcitrantes
ou intermediarias (Berjak et al., 2000; Pence, 1990).

Os principais objetivos desse trabalho foram (i) estudar os parametros basicos
envolvidos no desenvolvimento de um protocolo de criopreservacdo para eixos
embrionarios de C. sinensis, tais como conteudo de umidade, velocidade de
congelamento e descongelamento, para se obter a maxima sobrevivéncia dos eixos
congelados em nitrogénio liquido e (ii) desenvolver um protocolo simples e eficiente
para criopreservacado de eixos embrionarios de C. sinensis [L.] Osb. (laranja doce cv.

‘Pineapple’) usando o encapsulamento-desidratacdo. Eixos embrionarios de C.



reticulata Blanco (tangerina) e C. limon L.(lim&o) foram usados para testar o protocolo
desenvolvido para eixos de C. sinensis. Estes estudos foram baseados na hipotese de
gue os tecidos vegetais podem ser estabilizados para tolerar a injuria causada pela
perda da agua livre usando o encapsulamento e a sacarose como um crioprotetor.
Combinou-se o encapsulamento, pré-tratamento com sacarose e desidratacao
controlada para desenvolver um procedimento eficiente de criopreservacao para eixos

embrionarios dessas trés espécies de Citrus.

Materiais e Métodos
Material vegetal e procedimento para excisdo de eixos embrionérios

Frutos de Citrus sinensis [L.] Osb. e de C. limon e C. reticulata foram comprados
em supermercado. Os frutos recebidos no laboratério foram armazenados
imediatamente em uma camara de crescimento a 15+2°C durante o periodo de
duracdo dos experimentos. Antes da excisdo dos eixos embrionarios, a superficie dos
frutos foi desinfestada com uma solucédo 10% (v/v) de hipoclorito de sodio comercial
contendo 4-5 gotas de Tween 20 por 15 minutos e enxaguadas 3-4 vezes com agua
destilada esterilizada. As sementes foram extraidas dos frutos e os eixos embrionarios
foram isolados de sementes sob microscopio estereoscopico, na capela de fluxo
laminar. Eixos embrionarios foram transferidos para placas de Petri, sobre papel filtro
umedecido (por periodo de tempo nao superior a trés horas) até serem utilizados nas

etapas seguintes do experimento.

Encapsulamento, pré-tratamento e desidratacdo das capsulas

O encapsulamento dos eixos embrionarios em gel de alginato foi feito
transferindo os eixos isolados para uma solucdo 3% alginato de sodio (Sigma) e em
seguida mergulhando-os em uma solu¢éo 0.1 M de CaCl,. As cpsulas contendo um
eixo cada foram submetidas a dois tipos de pré-tratamento. O primeiro consistiu de pré-
cultivo em meio MS liquido (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com sacarose
0.5M e 0.75 M, 24h em cada. O segundo foi o pré-cultivo em meio MS liquido contendo
sacarose (0.8 M) mais 0.5 M de glicerol ou 0.8 M de sacarose mais 0.5 M de glicerol e



0.045 M de prolina, 16 horas em cada. Durante o pré-tratamento, as capsulas foram
mantidas a temperatura ambiente (25+2°C), no escuro, sob agitacdo (100 rpm) em um
shaker horizontal. Lotes de 10 capsulas pré-tratadas foram desidratadas sobre silica
gel (85 g) dentro de um container hermeticamente fechado (500 mL de capacidade) por
0-8 horas, a temperatura ambiente (25+2°C). O conteudo de umidade foi determinado
apos a secagem em estufa a 80°C por 5 dias ao final de cada periodo de desidratacao.

O conteudo de umidade é expresso com base em peso seco, isto é, g H,0.g peso seco
-1
(9.9).

Congelamento e descongelamento dos eixos embrionarios

Apés cada periodo de desidratagdo, as capsulas foram transferidas para
criotubos com 2.0 ml de capacidade (10 eixos/frasco servindo como uma unidade
experimental) os quais foram mergulhados em nitrogénio liquido e mantidos a -196°C
por pelo menos 60 min. Foram utilizadas trés repeticdes por tratamento distribuido
aleatoriamente. Os eixos foram descongelados mergulhando os criotubos em banho
Maria a 40+£2°C, sob agitacdo, por 3 min. Os eixos foram imediatamente transferidos
para o meio de regeneracéo. A viabilidade apos a desidratacdo e a criopreservacao foi
determinada transferindo as capsulas para frascos contendo meio MS basico
solidificado com 0.7% de agar. Os eixos encapsulados foram cultivados em camara de
crescimento a 25+2°C, com fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas de escuro e 62

umol.m?.s* de intensidade luminosa.

Avaliagao da viabilidade

A viabilidade foi avaliada semanalmente e os dados foram registrados apés
guatro semanas de cultivo e expressos como porcentagem de eixos que produziram
plantulas normais, isto €, com raiz e caule. Apds seis meses de cultivo, 10 plantas
obtidas de cada tratamento foram transplantadas para vasos (500 mL de capacidade)
para aclimatacdo. As plantas foram cobertas com sacos plasticos transparentes para
evitar desidratacdo excessiva. Apos sete dias, 0s sacos plasticos foram removidos e as

plantas foram transferidas para a casa de vegetacdo a 25+5°C de temperatura e um



fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas de escuro obtido por luminosidade natural ou por

iluminacéao artificial.

Analise estatistica

Todos os dados percentuais foram transformados usando arcoseno antes da
analise estatistica. Os dados nas figuras sdo os valores percentuais reais. A correlacéo
entre encapsulamento, pré-tratamento com sacarose e desidratacdo com a

sobrevivéncia dos eixos foram analisados por regressao logistica.

Resultados e Discussao

Os controles (eixos embrionarios sem tratamento algum) apresentaram 90 a
100% de germinacao quando cultivados em meio de regeneracao, produzindo plantulas
normais, isto é, plantulas com raizes e plumulas com um ou dois pares de folhas, em
14 dias, sem a formacdo intermediaria de calos. A possibilidade de variagdo
somaclonal € maior quando a regeneracdo se da com uma fase intermediéria de calo
(Fourré et al.,, 1997; Karp, 1991). Uma vez que o0 objetivo deste estudo foi o
desenvolvimento de um protocolo para a conservacdo em longo prazo de germoplasma
de citros, procurou-se evitar procedimentos que pudessem causar qualquer tipo de
variabilidade genética ao material.

A germinacdo dos eixos embrionarios ndo foi afetada pelo encapsulamento,
permanecendo por volta de 100%. Acredita-se que o0 encapsulamento protege a
estrutura contida na capsula e a torna resistente a tratamentos que poderiam ser letais
(Paulet et al., 1993). Existem evidéncias de que o encapsulamento pode em muitos
casos aumentar o crescimento da estrutura encapsulada. Mathur et al. (1989) relataram
gue apices caulinares de Valeriana wallichii DC apresentaram melhor crescimento e
atingiram a fase de aclimatacdo em metade do tempo requerido pelos controle néo
encapsulados. Da mesma forma, Draget et al. (1988) relataram que o tempo requerido
para a regeneracdo de plantas a partir de protoplastos de Brassica napus
encapsulados em alginato de calcio foi reduzido a metade quando comparado com

protoplastos ndo encapsulados cultivados em suspensédo. De acordo com Fabre &



Dereuddre (1990), o aumento na taxa de desenvolvimento se deve a uma maior
disponibilidade de sais minerais e reguladores de crescimento no ambiente em volta da
estrutura contida na capsula. A remocao dos eixos de dentro das capsulas nao é
necessaria uma vez que 0s eixos em crescimento sdo capazes de romper a capsula a

medida que crescem.

Resposta a desidratacédo

Céapsulas contendo um Unico eixo embrionario, totalmente hidratadas e nao
tratadas com sacarose, apresentaram em média 14.6 g H,O.g™ peso seco (Figura 1).
Ja aquelas pré-tratadas com sacarose apresentaram conteudo de umidade muito
menor (cerca de 2.85 g.g™*) antes da desidratac&do (Figura 2), provavelmente porque a
sacarose remove agua das capsulas por meio de desidratacdo osmoética. Um
decréscimo similar em conteudo de umidade devido ao pré-tratamento com sacarose
foi observado em apices de Solanum sp e meristemas de Musa sp (Fabre & Dereuddre,
1990; Panis et al., 1996).

O conteudo de agua das capsulas pré-tratadas e sem pré-tratamento diminuiu
rapidamente dentro das primeiras duas horas de desidratacdo, e continuou diminuindo
lentamente durante as oito horas de desidratacdo sobre silica gel (Figuras 1 e 2). A
porcentagem de sobrevivéncia a desidratacdo para diferentes teores de umidade de
eixos pré-tratados ou ndo com sacarose, e a desidratacdo seguida de criopreservacao
estdo nas figuras 1 e 2. A viabilidade de eixos que foram encapsulados mas nao pré-
cultivados com sacarose diminuiu regularmente durante o periodo de desidratacao
(Figura 1), indicando que o encapsulamento sozinho ndo melhorou a tolerancia a
desidratacédo dos eixos. O pré-tratamento com sacarose estabilizou a viabilidade dos
eixos em cerca de 70% apOs a desidratacdo por seis horas (Figura 2). Esta
estabilizacdo é intrigante e mais estudos sobre os mecanismos da absorcdo da
sacarose e 0 papel que ela tem na aquisicdo da tolerancia a desidratacdo devem ser

conduzidos para se obter uma explicacéo clara a esta observacéao.



Resposta a criopreservacao.

Eixos encapsulados, néo tratados com sacarose, totalmente hidratados néo
sobreviveram a exposi¢cao ao nitrogénio liquido (Figura 1). A sobrevivéncia aumentou
significativamente depois que as cépsulas foram desidratadas. A mais alta
sobrevivéncia apos a criopreservacado (70%) foi obtida para eixos encapsulados, ndo

pré-tratados, que apresentaram contetdo de agua de 0.17 g H,O.g" de peso seco
(Figura 1).
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Figura 1: Efeito da duracdo da desidratacdo sobre o contetido de agua (9), a germinacado apos
a desidratacdo (W), ou desidratacéo seguida de criopreservacédo ( ). Eixos embrionérios de C.
sinensis foram encapsulados em gel de alginato de s6dio, mas nao receberam tratamento com
sacarose, antes da desidratacdo sobre silica gel por varios periodos de tempo. O contetudo de
agua inicial das céapsulas foi 14.6 gH,O™ de peso seco. Barras verticais representam as medias
de trés repeticbes + SEM (P<0.0001).

A desidratacdo melhorou a tolerancia ao congelamento de eixos pré-tratados
também. Como mostrado na figura 2, eixos encapsulados, pré-cultivados e
desidratados apresentaram melhor sobrevivéncia a teores de umidade mais baixos e
mais altos que os eixos néo tratados. Os melhores resultados de sobrevivéncia (60%)
foram obtidos com capsulas com contetdo de &gua de 0.30 a 0.25 g H,0.g™ de peso



seco. Esses resultados indicam que o pré-cultivo com sacarose conferiu crioprotecdo a
eixos altamente hidratados (0.72-2.85 g H,0.g™" de peso seco) mas que aqueles com
teores de umidade mais baixos (0.20 - 0.22 g H,O. g de peso seco) a sacarose

aumentou a toleréncia a desidratacéo (Figura 2).
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Figura 2: Efeito da duracdo da desidratacdo sobre o contetido de agua (4) e germinacdo dos
eixos apOs a desidratacdo (M), e desidratacdo seguida de criopreservacao ( ). Eixos
embrionarios de C. sinensis foram encapsulados em gel de alginato de sédio antes do pré-
tratamento com 0.5 e 0.75M de sacarose, 24 horas em cada. O conteudo de 4gua nas cépsulas
ap6s o pré-cultivo foi de 2.85 gH,0.g" de peso seco. As barras verticais representam as
medias de trés repeticdes + SEM (P<0.001).

Um efeito similar de aumento da tolerancia a desidratacdo e a temperatura do
nitrogénio liquido para tecidos pré-cultivados com altos teores de acgucares,
especialmente com sacarose, tem sido observado para outras espécies de planta
(Paulet et al., 1993; Stushnoff & Seufferheld, 1995). Inicialmente, acreditava-se que o
efeito protetor dos acucares fosse devido a um efeito osmético apenas, porém mais
recentemente foi observado, direta e indiretamente, que o0s aclUcares entram nhas
células em grande quantidade (Dumet et al., 1993; Suzuki et al., 1997). Sugere-se que

como resultado da absorcdo de sacarose, o ponto de congelamento é abaixado e a
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guantidade de &gua livre congelavel nos tecidos decresce e com isto a formacgéo de
cristais de gelo durante a exposicédo a temperaturas subzero € reduzida, melhorando a
sobrevivéncia apdés o descongelamento (Panis et al., 1996). O pré-tratamento com
acucares como a sacarose, estabilizam as membranas e proteinas durante situagfes
de estresse como a desidratacdo e a exposi¢cao a temperaturas ultrabaixas (Crowe et
al., 1990), o que pode explicar a melhor regeneracédo de tecidos pré-tratados apos o
congelamento. De acordo com relatos recentes, os carboidratos conferem protecéo
porque eles substituem a &gua em biomoléculas desidratadas, satisfazendo os
requerimentos de pontes de hidrogénio dos grupos polares das membranas, mantendo
assim sua estrutura e funcdo (Crowe et al., 1990). Entretanto, a despeito dessas
evidéncias, o papel exato dos acuUcares na aquisicdo da tolerancia a desidratacédo e
congelamento ainda néo foi estabelecido.

Efeito do pré-cultivocom sacarose

Nem a concentracdo de sacarose no meio de pré-cultivo, nem a duracao do pré-
cultivo, influenciaram a regeneracédo dos eixos embrionarios apos a desidratagdo para
varios contetidos de agua (Figuras 3 e 4).
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Figura 3: Efeito de concentracdes crescentes de sacarose no meio de pré-tratamento sobre a
tolerancia de eixos embrionarios de C. sinensis a desidratacdo (M) ou desidratacdo seguida de
criopreservacao ( ). Os eixos foram encapsulados em gel de alginato de sddio antes do pré-
tratamento com sacarose (de 0 a 1.5M, com aumento de 0.25M de cada vez, com 24h de cultivo
em cada concentracdo) e desidratacdo sobre silica gel para 0.25 gH,O.g™" de peso seco. Cada
ponto representa a media de trés repeticdes = SEM (P<0.05).
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Figura 4: Efeito da duracdo do pré-cultivo com sacarose sobre a germinacdo dos eixos
embrionarios. Eixos embrionérios de C. sinensis foram encapsulados em gel de alginato de
sédio e pré-cultivados com 0.5M de sacarose e desidratados para 0.25 gH,O.g™ de peso seco.
Cada ponto representa a media de trés repeticdes + SEM (P>0.05).

Entretanto, um efeito inibitério da sacarose a concentracdes acima de 0.75 M foi
observado quando eixos foram expostos ao nitrogénio liquido ap6s a desidratacdo para
0.25 g H,0.g™ de peso seco (Figura 3). Um efeito similar da sacarose foi observado
guando apices caulinares de batata e meristemas de banana encapsulados foram pré-
cultivados com sacarose (Fabre & Dereuddre, 1990; Panis et al., 1996). A
sobrevivéncia de 4pices de batata pré-tratados com sacarose em concentracdes de 1
M ou mais diminuiu significativamente antes e ap0s 0 congelamento em nitrogénio
liquido (Fabre & Dereuddre, 1990). Panis et al. (1996) relataram que a adicdo de mais
do que 0.3 M de sacarose ao meio retardou o crescimento e a proliferagédo de
meristemas de banana e causou oxidacdo intensa dos tecidos. Esses autores
concluiram que a sacarose em concentracdes mais elevadas induziu um choque
osmotico, o que causou a oxidacdo e reduziu o crescimento. Estes resultados indicam
gue embora 0s acucares possam ter um papel muito importante na aquisicdo da
resisténcia a desidratacdo e ao congelamento em nitrogénio liquido, e embora nao

sejam compostos toxicos por natureza, diferentes tecidos de espécies de plantas
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distintas podem apresentar limites diferentes de tolerdncia a presenca de sacarose
dentro de suas células. Assim, para aumentar a resisténcia a desidratacdo e ao
congelamento em nitrogénio liquido sem afetar a integridade dos tecidos, a
concentragcdo de acucar no meio de pré-cultivo deve ser determinada cuidadosamente
para cada espécie de interesse.

O protocolo de criopreservacdo desenvolvido para eixos embrionarios de C.
sinensis foi testado com eixos de C. limon e C. reticulata. Eixos embrionarios dessas
duas espécies foram isolados, encapsulados, pré-tratados com sacarose, desidratados
sobre silica gel para varios conteddos de 4gua da mesma forma descrita para eixos
embrionarios de C. sinensis e entdo mergulhados em nitrogénio liquido. A porcentagem

de regeneracdo para essas duas espécies e também para C. sinensis encontra-se na
Figura 5.

3 C. sinensis E==3C. reticulata =X C. limon

100

801

601

Germinacao dos eixos (%)

S+G S+G+P
Meio de pré-cultivo

Figura 5: Germinacao de eixos embrionarios de trés espécies de Citrus apds a criopreservacao.
Os eixos foram encapsulados em gel de alginato de sodio, pré-tratados com sacarose (S; 0.5 e
0.75 M, aumento gradual, 24h de cultivo em cada concentragdo) ou em combinacdo com
glicerol (S+G; 0.5M) e prolina (S+G+P; 0.045 M) e desidratados para um contetdo de agua de
aproximadamente 0.25 gH,Og' de peso seco. Cada ponto representa a media de trés
repeticbes + SEM (P<0.0001).
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Efeito do pré-tratamento com glicerol e prolina

Em uma tentativa de melhorar a regeneracdo 0s eixos embrionarios das trés
espécies glicerol e prolina foram adicionados ao meio de pré-cultivo. O glicerol é um
crioprotetor permeavel a membrana plasmatica e o aminoacido prolina pode ser um
crioprotetor eficiente das células vegetais, tendo sido usada com bons resultados para
a de criopreservacao células de Zea mays L. (Withers & King, 1979).

A regeneracdo de plantulas a partir de eixos embrionarios das trés espécies
apo0s o pré-cultivo em meio contendo sacarose sozinha ou combinada com glicerol e
prolina esta apresentada na Figura 5. Eixos embrionarios de C. sinensis tratados com
sacarose apenas apresentaram 61.0% de germinacdo, mas para eixos pré-cultivados
com a combinacdo de 0.5 M de glicerol com 0.8 M de sacarose a germinacao
aumentou para 83.0% (Figura 5). O mesmo pré-tratamento causou um aumento de trés
vezes (de 23 para mais de 87.0%) na regeneracdo de eixos embrionarios de C.
reticulata criopreservados em nitrogénio liquido. Houve um aumento similar, mas muito
menos pronunciado, no caso de eixos de C. limon (Figura 5).

A adicao de 0.045 M de prolina ao meio de pré-cultivo suplementado com 0.5M
de glicerol mais 0.8M de sacarose promoveu um pequeno aumento na regeneracao de
plantulas a partir de eixos de C. sinensis e C. reticulata, comparado com o pré-
tratamento apenas com sacarose ou com sacarose mais glicerol. Entretanto, no caso
de C. limon a presenca desse aminoacido no meio de pré-cultivo causou um pequeno
decréscimo na germinacdo dos eixos (Figura 5). Demonstrou-se que a prolina se
acumula em plantas haldfitas expostas ao estresse de salinidade, e em uma grande
variedade de plantas expostas aos estresses de frio e hidrico (Liu & Zhu, 1997; Xin &
Li, 1993). Ela é um aminoacido altamente solavel, neutro, que exerce uma alta pressao
osmatica, e ndo é toxico em altas concentracdes (Liu & Zhu, 1997). Os mecanismos
pelos quais a prolina induz a toleréncia ao estresse ndo sao claros. Tem sido sugerido
gue a prolina evita danos as membranas celulares por prevenir a peroxidacdo de
lipidios por agir como um antioxidante, e dessa forma ela neutraliza o efeito nocivo de
radicais livres induzidos por estresse que se acumulam nas células (Xin & Li, 1993).
Thomas & James (1993) relataram que embora os niveis de prolina tenham aumentado

em plantas de Lolium perenne L. durante tratamentos de estresse hidrico e de frio, seu
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acumulo ndo melhorou a tolerancia a tais estresses nessa espécie. Eles sugerem que o
acumulo de prolina e outros aminoacidos € uma consequéncia da reducao na sintese
de proteinas ou do aumento da degradacdo de proteinas durante o periodo de
estresse, em vez de uma evidéncia de aumento na tolerédncia ao estresse. Uma
interacao significante (Figura 5) ocorreu quando a sacarose mais o glicerol ou sacarose
mais glicerol mais prolina foi testada com as trés espécies em comparacdo com apenas
sacarose. A sobrevivéncia de eixos de C. reticulata e C. limon melhorou quando glicerol
sozinho e glicerol mais prolina foram adicionados a sacarose.

Em concluséo, a desidratacdo antes do congelamento em nitrogénio liquido é
fundamental para permitir a regeneracdo no metodo de criopreservacado descrito neste
trabalho. Eixos totalmente hidratados ndo sobreviveram o congelamento em nitrogénio
liguido e a melhor regeneracao foi obtida por eixos com teor de umidade na faixa de
0.15 a 0.17 g H,0.g™ de peso seco. Eixos embrionarios suficientemente desidratados
que foram armazenados a -196°C mantiveram sua viabilidade e vigor, germinando
normalmente apds a transferéncia para o meio de regeneracao. O encapsulamento em
gel de alginato de sodio e a adicdo de sacarose ao meio de pré-cultivo ndo reduziram a
viabilidade dos eixos. Entretanto, eixos com conteldos de agua abaixo ou acima da
faixa Otima se beneficiaram do pré-tratamento com sacarose, mostrando melhoria na
regeneracao apos o congelamento a -196°C. A adi¢éo de 0.5 M de glicerol a 0.8 M de
sacarose melhorou significativamente a sobrevivéncia de eixos de C. reticulata e C.
limon, mas ndo de C. sinensis. Este procedimento de criopreservacdo oferece muitas
vantagens, principalmente, facilidade de manuseio dos explantes, simplicidade do meio
crioprotetor, eliminacdo do uso de congeladores programaveis caros, sobrevivéncia
independente da taxa de congelamento e aumento do tamanho de explantes que
podem sobreviver exposicdo ao nitrogénio liquido. Ele € também um procedimento
simples e sem efeitos toxicos que pode ser usado de forma rotineira para as trés
espécies de Citrus testadas, uma vez que as condices de requeridas para a tolerancia
a desidratacdo sejam atingidas. Avaliacdo da viabilidade apos o armazenamento em
longo prazo precisam ser conduzidos para determinar se ocorre deterioracdo durante o

armazenamento.
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