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Resumo — Os objetivos deste trabal ho foram avaliar os efeitos de crioprotetores na criopreservacdo e da sacarose
na embriogénise somética de cal os de Dimocar pus longan. Apds degelo os calos foram cultivados em meio de
multiplicacdo, e amassadamatériafrescafoi determinada. Parase obter os embrides sométicos, cal os e massas
pro-embridnicas foram transferidos para meio de cultura contendo diferentes concentracfes de sacarose. Entre
os crioprotetores, a mistura de 5% de glicerol + 5% de dimetilsulfoxido proporcionou a maior quantidade de
massa fresca dos calos. O maior nimero de embriBes foi obtido no meio de cultura com 50 g L-* de sacarose.
Os resultados mostram que calos de Dimocarpus longan podem ser criopreservados e pléntulas podem ser
obtidas.

Termos paraindexagdo: Sapindaceae, glicerol, dimetilsulfoxido, micropropagagéo.

Cryopreservation and somatic embryogenesis of Dimocarpus longan calli

Abstract — Cryoprotectors on cryopreservation and sucrose on somatic embryogenesis of Dimocarpus longan
calli wereevaluated. The post-thaw calli were cultivated on multiplication medium, and the obtained fresh matter
mass was measured. In order to obtain somatic embryos, calli and pro-embryonic masses were transferred into
culture medium containing different concentrations of sucrose. Among the cryoprotectors, the mixture of 5%
glycerol + 5% dimethylsulfoxide provided the largest quantity of calli fresh matter. The highest number of
embryos was obtained on the culture medium with 50 g L sucrose. The results show that Dimocarpuslongan

calli can be cryopreserved and plantlets be obtained.

Index terms: Sapindaceae, glycerol, dimethylsulfoxide, micropropagation.

Longan ou longana (Dimocarpus longan Lour.) é
umafrutatropical/subtropical, originariadaregido asia
tica(Lai et al., 2000), da mesmafamilia (Sapindaceae)
dalichia (Litchi chineses Sonn.) e pouco conhecida no
Brasil. A érvore é maisristicaque alichiae mais adap-
tada a ambientes adversos (Nakasone & Paull, 1998).
Mesmo naregido asiética, essa espécie vem sendo cul-
tivada numa area restrita, por falta de mudas de boa
qualidade (Lai et a., 2000).

A embriogénese somatica a partir de calos poderia
proporcionar a obtencdo de mudas mediante a
micropropagacdo. Entretanto, em virtude de cultivo su-
cessivo, 0s cal os embriogénicos perdem facilmente sua
capacidade embriogénica, além de ocorrerem variacles
somaclonais indesegjadas. Para superar este problema e

conservar suaintegridade genéticapor longo periodo, a
criopreservacdo é uma técnica atamente recomenda-
vel (Wang et al., 1994; Reinhoud et al., 2000). Porém,
até agora, ndo foi encontrada nenhuma referéncia so-
bre a criopreservacéo de calos de longan.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos
de crioprotetores na criopreservacao e da sacarose na
embriogénese somética de calos de longan.

Calos embriogénicos de longan foram induzidos de
folhasimaturas, de acordo com Litz (1988), e mantidos
no meio de culturaparamultiplicaco. O meio de cultu-
rafoi composto da metade da concentrago dos sais de
macronutrientes de MS (Murashige & Skoog, 1962),
concentracdo integral dos micronutrientes e dasvitami-
nas de MS, 10 mg L1 de &cido ascorbico, 1 mg L1 de
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&cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 0,2 mg L1 de
zeatina, 30 g L1 de sacarose e 2 g L1 de Phytagel
(Sigma). O pH do meio de cultura foi gjustado a 5,8.
ApOs quatro semanas da Ultima subcultura, aproxima-
damente 100 mg dos calos foram transferidos para tu-
bos de criopreservacéo de 2 mL. Em cadatubo adicio-
nou-se 1 mL do meio de culturaliquido, sem Phytagel,
suplementado com crioprotetores, esterilizado por filtra-
¢do e resfriado no gelo.

Foram avaliadas quatro composicdes dos
crioprotetores (Tabelal). Osensaios prévios mostra-
ram que todos os calos morreram quando tratados com
crioprotetores e mantidos por 48 horas em temperatura
ambiente, e quando criopreservados sem crioprotetor.
Por esse motivo, no tratamento testemunha, calos sem
crioprotetores e ndo criopreservados foram cultivados
em meio de cultura para multiplicagdo, e comparados
em sua capacidade de multiplicagdo com os
criopreservados.

Os tubosde criopreservacdo foram transferidosaum
recipiente para congelamento (Mr. Frosty, Sigma), que
possibilitou abaixar atemperaturagradua mente, ou sgja,
-1°C min'L. O recipientefoi colocado num congelador a
-80°C por duas horas. Em seguida, ostubosforam trans-
feridos paraum botij&o que continhaN liguido. Os tubos
foram mantidos acima do nivel do N liquido, ndo
submersos, a-178°C por 48 horas. O descongelamento
ocorreu com aimersao dos tubos em agua a 40°C por
cinco minutos. Em seguida, os calos foram colocados
sobre papel -de-filtro paraeliminar os crioprotetores por
escoamento e em seguida cultivados no meio de cultura
semi-solido. As culturas foram mantidas a 26+2°C sem
luz. Apds dois meses de cultura, foi determinadaamas-
sa de matéria fresca dos calos em crescimento. Foram
avaliados cinco tubos com calos por tratamento.

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia de regene-
racdo e germinacao de embribes somaticos a partir dos
calos e da massa pré-embridnica (MPE), foram avalia-
dos os efeitos da concentracéo de sacarose em meio de
cultura para regeneracdo. Apos 40 dias de cultivo em
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multiplicacéo, aproximadamente 50 mg de calose M PE
foram transferidos para placas de Petri de 6 cm de di&-
metro, contendo 10 mL de meio de cultura por placa.
O meio de culturafoi composto dos sais e vitaminas de
MS, 5% de &gua-de-coco, 7 g L1 de &gar e suplementado
com 20, 30, 40 e 50 g L1 de sacarose, considerando-se
30 g L1 de sacarose (Wang, 2001) como o tratamento
testemunha. As culturas foram mantidas a 26t+2°C com
luz (12 pmol m2s1), por cinco semanas. Os nimeros
de repeticOes por tratamento em relacdo aos calos
embriogénicos e as massas pro-embridnicas foram de
12 e 5, respectivamente.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado. Os dados obtidos foram submetidos aana-
lise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade.

Apo6smultiplicagbes por 2 meses, cal oscriopreservados
produziram 7% a 15% da matéria fresca produzida pel os
calos nao criopreservados (Tabela 1). Entre os
crioprotetores, aguele composto de 5% de glicerol + 5%
dedimetilsulféxido (DM SO) proporcionou amaior quanti-
dadedematériafresca A solugdo PV S2 (Saka et ., 1990),
compostade 30% deglicerol, 15% de DM SO, 15% de EG
e 137 g L1 de sacarose foi amplamente usada em
criopreservacdo de apices caulinares de plantas tropicais
(Takagi, 2000). Em criopreservacdo de célulasou calos,
muitos autores usaram uma concentragdo mais baixa
de crioprotetores do que a da solucéo PVS2 (Wang
et a., 1994; Corngjoet al., 1995; Reinhoud et a., 2000).
No presente trabal ho, metade da concentracéo da solu-
¢do PV S2 jafoi toxica para os calos de longan, corro-
borando os resultados anteriores.

O maior nimero dos embrides regenerados de calos
delongan foi obtido no meio de culturacom50 g L1 de
sacarose €, no caso das massas pré-embridnicas, houve
boa germinac@o em todos os tratamentos, 0s quais ndo
diferiram significativamenteentresi (Tabela2). Istosig-
nifica que, pelo menos nafase inicial daformacéo dos
embrides, a sacarose tem um papel muito importante.

Lai et a. (2000) também relataram que concentragcdes

Tabela 1. Massa de matériafresca de cal os embriogénicos de longan cultivados em meio de cultura paramultiplicacgo apés a

criopreservagdo com diferentes crioprotetores®.

Crioprotetor®

Matériafresca de calos (g)

Crescimento relativo (%)

Testemunha 1,406+0,207a 100
5% Glicerol + 5% DMSO 0,204+0,066b 15
10% Glicerol + 10% DM SO 0,101+0,006¢ 7
5% Glicerol + 5% DMSO + 5% PEG 0,136+0,014c 10
15% Glicerol + 7,5% DMSO + 7,5% EG 0,142+0,014c 10

(WM édiasterro-padrdo seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade; a massa de matéria fresca inicial
dos calos foi de aproximadamente 100 mg. @DMSO: dimetilsulfoxido; PEG: polietilenoglicol; EG: etilenoglicol.
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Tabela 2. Numero de embrides regenerados dos calos embriogénicos e nimero de embrides germinados das massas pro-
embrionicas de longan, cultivados em meio de cultura com diferentes concentragdes de sacaroseb.

Variavel Sacarose(gL?)

20 40 50
Calo embriogénico 5,75+0,35a 6,08+0,57a 9,75+0,97b 13,33+1,09c
Massa pro-embridnica 4,0+1,00a 3,2+0,58a 4,3+0,47a 5,8+1,53a

(WM édiasterro-padréo seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade; a massa de matéria fresca

inicial foi de aproximadamente 50 mg.

de 50 a 60 g L1 de sacarose foram adequadas na
maturacdo dos embrides somaticos de longan, apesar
desses autores ndo terem mencionado os detalhes das
condicdes de cultura. Os embrides germinaram e for-
maram plantulas normais.

Os resultados do presente trabalho mostram que ce-
los embriogénicos delongan podem ser criopreservados
e plantulas podem ser obtidas.
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