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RESUMO GERAL 

 
A mangabeira é uma espécie nativa do Brasil que apresenta potencial 

econômico devido à produção de polpas, sorvetes e doces a partir de seus frutos. 
Apesar desse potencial, a espécie ainda está em processo de domesticação e as 
populações naturais vêm sofrendo erosão genética. O cultivo e a conservação in 
vitro por meio da criopreservação são alternativas para a propagação em larga 
escala bem como a preservação da diversidade vegetal da espécie. O presente 
estudo teve como objetivos: (i) investigar o cultivo in vitro (germinação de 
embriões zigóticos, enraizamento in vitro e aclimatização) e (ii) desenvolver 
protocolos de criopreservação de ápices caulinares. Para os experimentos de 
micropropagação, embriões zigóticos de mangabeira foram excisados e 
desidratados em câmara de fluxo laminar por diferentes tempos e inoculados em 
meio WPM. Foi investigada a formulação MS e WPM, com 8,87 µM de 
benzilaminopurina (BAP) para a regeneração de ápices caulinares. No 
enraizamento in vitro, foram avaliados os efeitos de diferentes auxinas AIA, 
ANA, AIB em diferentes concentrações. Na aclimatização foram avaliados 
diferentes substratos. Para a criopreservação, foram testados diferentes tempos 
de imersão em uma solução de carregamento rica em sacarose, seguida ou não 
pela imersão em PVS2. Os ápices caulinares foram pré-cultivados ou não em 
meio WPM com 0,3 M de sacarose por 0, 24 e 48 horas foram imersos em PVS2 
a 0 °C, por diferentes períodos antes da imersão em nitrogênio líquido. Foi 
observado que embriões zigóticos de mangabeira perdem a viabilidade com o 
aumento do período de desidratação. O emprego de 9,84 µM das auxinas 
avaliadas promoveu um maior desenvolvimento em termos de massa das raízes. 
A aclimatização pode ser realizada com sucesso, independente dos substratos 
utilizados. Os experimentos de criopreservação demonstraram que 20 minutos 
de tratamento em solução de carregamento com a posterior imersão em PVS2 
permitiu a criopreservação dos ápices. Ambas as técnicas de droplet vitrification 
e vitrificação permitiram a criopreservação de ápices caulinares de mangabeira. 
Foi observado que o tempo de 24 horas de pré-cultivo dos ápices permitiu uma 
maior porcentagem de retomada de crescimento após a criopreservação. O meio 
WPM acrescido de 3,33 µM de BAP, 0,27 µM de ANA permite uma maior 
retomada de crescimento dos ápices após a criopreservação. 
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GENERAL ABSTRACT 

 

The mangaba tree is a native species from Brazil which presents 
economic potential due to the production of pulp, ice cream and sweets from its 
fruits. Despite this potential, the species is still in a domestication process and 
natural populations have suffered genetic erosion. Plant tissue culture and in 
vitro conservation through cryopreservation are alternatives to the large-scale 
propagation and conservation of plant diversity. The present study aimed to 
investigate the in vitro culture (zygotic embryos germination, in vitro rooting 
and acclimatization) and to develop protocols for shoot tip cryopreservation. For 
the micropropagation studies, zygotic embryos were excised and dried in a 
laminar flow for different times and inoculated in WPM. For shoot tips 
regeneration, the media MS and WPM containg 8.87 µM benzylaminopurine 
(BAP) were investigated. The effects of different auxins (IAA, NAA and IBA) 
and concentrations during the in vitro rooting were evaluated. The 
acclimatization was evaluated using different substrates. For cryopreservation, 
shoot tips were treated for different periods in a loading solution rich in sucrose, 
followed by immersion in PVS2. Shoot tips were precultured or not in WPM 
medium with 0.3 M sucrose for 0, 24 and 48 hours prior treatment in PVS2 at 0° 
C for different periods before plunge into liquid nitrogen. It was observed that 
zygotic embryos loose their viability increasing the dehydration period. 
Synthetic seeds composed by WPM or MS ensure high survival of explants. 
Growing shoot tips was favored by using the MS medium supplemented with 
8.87 µM BAP. The use of 9.84 µM auxin promoted the development in terms of 
root mass. Acclimatization can be successfully performed, independent of the 
substrate. The cryopreservation experiments demonstrated that the use of 20 
minutes of loading solution with subsequent treatment in PVS2 allowed the 
shoot tip cryopreservation. Both techniques, vitrification and droplet 
vitrification, allowed shoot tip cryopreservation. The period of 24 hours of shoot 
tip pre-culture promoted a higher regrowth percentage following 
cryopreservation. The use of WPM containg 3.33 µM BAP + 0.27 µM NAA 
allows promoted the regrowth of cryopreserved shoot tips. 

 
 

Keywords: Mangaba tree. Native species. In vitro rooting. In vitro conservation. 
Cryopreservation. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O Cerrado é um dos principais biomas brasileiros e abrangia cerca de 

24% do território nacional. O bioma apresenta uma elevada biodiversidade 

vegetal, com cerca de 7.000 espécies, dessas 44% são consideradas endêmicas 

(KLINK; MACHADO, 2005). Apesar dessa grande riqueza de recursos 

genéticos, as áreas de ocorrência naturais estão sendo suprimidas para a 

implantação de atividades agrícolas. 

A expansão da agricultura é propiciada pelas condições climáticas 

favoráveis (GALHARTE; CRESTANA, 2010), além dos recentes avanços 

tecnológicos no manejo dos solos e das culturas (BATLE-BAYER; BATJES; 

BINDRABAN, 2010). Essas alterações ambientais trazem consequências como 

a fragmentação das áreas e erosão genética de espécies nativas. Apesar disso, 

iniciativas para a conservação in situ como a criação de unidades de 

conservação, como parques, reservas e estações ecológicas, abrangem menos de 

cinco por cento da área original do Cerrado (KLINK; MACHADO, 2005). 

Para a manutenção de diversas espécies do Cerrado, a conservação ex 

situ, por meio de bancos de sementes, criobancos e bancos de germoplasma em 

campo poderiam ser adotados. Entretanto, essa última forma de conservação está 

suscetível a desastres naturais e ocorrência de pragas e doenças que podem 

dizimar uma coleção inteira, repentinamente (RAI et al., 2009). 

Outras limitações dos bancos de germoplasma em campo estão 

relacionadas à limitada abrangência da diversidade genética que pode ser 

conservada devido à necessidade de grandes áreas e o alto custo de manutenção 

(DULLOO et al., 2009). Essas estratégias de conservação ex situ são 

consideradas complementares à conservação in situ e servem para assegurar a 

conservação de espécies ameaçadas ou que estão sofrendo erosão genética 

(ENGELMANN, 2011; VOLIS; BLECHER, 2010). 



10 
 

 
 

Entre as espécies que sofrem com a erosão genética destaca-se a 

mangabeira (Hancornia speciosa Gomes). A mangabeira é uma árvore frutífera 

nativa do Brasil, cuja área de ocorrência abrange partes do Norte e Nordeste, 

vegetando também no Cerrado (ANDERSEN; ANDERSEN, 1998; PINHEIRO 

et al., 2001). Nesse bioma, devido aos impactos ocasionados por 

desflorestamento, introdução de pastagens, fogo e fragmentação das áreas, 

diversas espécies têm a sua sobrevivência ameaçada (DURIGAN; SIQUEIRA; 

FRANCO, 2007), incluindo a mangabeira.  

A mangabeira possui um grande potencial econômico devido às diversas 

possibilidades de aproveitamento de seus frutos, seja para o consumo in natura, 

produção de sucos, doces, sorvetes e compotas (SOARES et al., 2011). Apesar 

da grande demanda por frutos, a produção é basicamente extrativista, não sendo, 

portanto, suficiente para atender à indústria de processamento de frutos, 

limitando a conquista de novos mercados (BESSA et al., 2012). 

Esta característica de produção também confere à mangabeira uma 

importância social para as famílias da região Norte de Minas Gerais e do 

Nordeste, pois a coleta dos seus frutos, além de contribuir para a segurança 

alimentar, é fonte de renda para essas famílias (LIMA et al., 2012). Porém, essa 

atividade também proporciona um impacto sobre as populações naturais da 

espécie.  

Uma das formas de reduzir a pressão antrópica que a mangabeira sofre 

seria por meio da implantação de plantios comercias. Dentre os problemas para a 

implantação destaca-se o fato das sementes serem recalcitrantes (PINHEIRO et 

al., 2001). As sementes recalcitrantes não podem ser armazenadas por longos 

períodos, pois não toleram a desidratação necessária para serem armazenadas em 

baixas temperaturas (ENGELMANN, 2011). Nesses casos, a aplicação de 

técnicas de cultura de tecidos permite superar a dificuldade da propagação por 

via sexuada, através da micropropagação (PINHAL et al., 2011). 
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A cultura de tecidos pode ainda auxiliar na conservação de material 

genético por meio da conservação in vitro. A conservação in vitro consiste em 

manter o material in vitro seja por meio do crescimento lento ou através da 

criopreservação. Essa última técnica consiste na conservação de material em 

nitrogênio líquido a -196ºC, sendo que essas condições garantem a conservação 

a longo prazo (REED et al., 2011). 

A criopreservação é um método seguro que permite a repetibilidade dos 

protocolos e possibilidade de armazenamento por períodos indeterminados sem 

qualquer alteração nos materiais armazenados (CHEN et al., 2011). 

Objetivou-se, neste trabalho, estudar diferentes etapas do cultivo in vitro 

de mangabeira e a eficácia de diferentes técnicas de criopreservação, visando à 

conservação in vitro de Hancornia speciosa Gomes.  

 



12 
 

 
 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Mangabeira 
 

Hancornia speciosa Gomes é uma espécie pertencente à família 

Apocynaceae e à classe Dicotyledoneae. O gênero do qual faz parte apresenta 

seis variedades botânicas H. speciosa var. speciosa, H. speciosa var. 

maximiliani, H. speciosa var. cuyabensis, H. speciosa var. lundii, H. speciosa 

var. gardineri e H. speciosa var. pubescens (GANGA et al., 2010). 

A mangabeira é uma árvore que pode atingir dez metros de altura, 

apresenta casca com coloração escura, fendilhada ou íntegra. As folhas são 

opostas e pecioladas, oblongas, coriáceas e glabras. A inflorescência localiza-se 

no ápice dos ramos, com duas a cinco flores hermafroditas, ocasionalmente 

flores isoladas. As flores são brancas e aromáticas com três a quatro centímetros 

de comprimento (VIEIRA NETO et al., 2009). 

O fruto da mangabeira é uma baga elipsóide, carnosa, de coloração 

amarela esverdeada, diâmetro médio de 3,4 cm e comprimento médio de 3,7 cm 

(GANGA et al., 2010), com peso variando entre 15 g a 102,8 g (SALOMÃO; 

SANTOS; MUNDIM, 2004). O suco é viscoso, a polpa é branca, acidulada, 

perfumada e saborosa (VIEIRA NETO et al., 2009). As sementes apresentam 

formato discóides, sendo achatadas e com sete a oito milímetros de diâmetro, 

coloração castanho-clara, rugosas e com hilo central (GOMES, 2007), apresenta 

de duas a 15 sementes por fruto (SOUSA et al., 2005). 

No Brasil, a mangabeira apresenta uma ampla distribuição geográfica, 

desde o estado do Amapá até o estado de São Paulo. Plantas nativas são 

encontradas vegetando em áreas com solos arenosos, ácidos, pobres em 

nutrientes e em matéria orgânica, típicos das regiões de cerrado e baixadas 
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litorâneas. Com relação ao Cerrado, a mangabeira ocorre principalmente em 

encostas pedregosas (MACHADO et al., 2004) e segundo Ganga et al. (2010), 

nas fisionomias de cerradão, cerrado sentido restrito e campo sujo ou campo 

rupestre.  

Nas áreas litorâneas, devido às pressões antrópicas, o germoplasma 

dessa espécie está ameaçado, mas ainda não existem registros da presença da 

mangabeira em nenhuma lista de espécies em extinção (VIEIRA NETO et al., 

2009). No Cerrado, a expansão da agricultura, o manejo inadequado dessas 

áreas, o desmatamento e o extrativismo predatório ocasiona grandes danos a esse 

bioma (MACHADO et al., 2004; PINHAL et al., 2011) e consequentemente, às 

populações de mangabeira. 

A degradação das áreas naturais de ocorrência compromete a produção 

de frutos, pois a maior parte da produção de mangaba é oriunda do extrativismo 

(MOTA; SANTOS, 2008). Essa dependência da coleta extrativista deve-se ao 

fato de que a espécie ainda está em fase de domesticação e não existem plantios 

racionais e tecnificados em escala comercial (SOARES et al., 2009). 

Atualmente, as famílias que realizam o extrativismo comercializam os 

frutos em feiras livres ou, principalmente, esses são destinados às centrais de 

abastecimento (CEASAS), grandes redes de supermercados e indústrias de 

processamento de polpa, porém, a demanda por parte das indústrias é maior que 

a oferta atual (VIEIRA NETO et al., 2009). Os frutos podem ser aproveitados 

para a produção de sorvetes, refrescos, compotas, doces e xaropes (GOMES, 

2007). 

A propagação de Hancornia speciosa, na maioria dos casos, é realizada 

pela via sexuada, devendo as sementes ser extraídas de frutos maduros e ter a 

polpa retirada por meio de lavagem com água, pois essa impede a germinação 

(BARROS, 2006). 
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Além da propagação, por ser uma cultura ainda em fase de 

domesticação, diversos aspectos necessitam de maiores estudos, entre esses 

fatores pode-se destacar a propagação vegetativa, seleção de genótipos 

promissores, desenvolvimento e adaptação de práticas culturais. Assim o 

desenvolvimento de tecnologias de propagação in vitro também são de grande 

importância para programas de conservação de recursos genéticos e 

melhoramento (LEDO et al., 2007). 

 

2.2 Cultivo in vitro 
 

A cultura de tecidos é uma técnica aplicada com diversas finalidades, 

sendo a propagação vegetativa in vitro realizada a partir de pequenos fragmentos 

de uma planta, também denominada de micropropagação (GEORGE; HALL; 

KLERK, 2008), a de maior impacto (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). 

Essa forma de propagação pode minimizar ou resolver dificuldades com relação 

à multiplicação sistematizada de plantas frutíferas do Cerrado, pois algumas 

espécies nativas apresentam dificuldade na propagação seminífera (MACHADO 

et al., 2011; PINHAL et al., 2011). 

Outra dificuldade para a propagação de espécies nativas é a ocorrência 

de heterogeneidade na maturação dos frutos e a presença de algum tipo de 

dormência das sementes (COSTA; NEPOMUCENO; SANTANA, 2010), o que 

geralmente compromete a germinação e produção de mudas em escala 

comercial. Com isso, a cultura de tecidos é uma alternativa para a produção de 

mudas uniformes a qualquer época do ano, com isenção de pragas e doenças, 

além de permitir o intercâmbio de material genético, resgate de germoplasma e 

preservação de material genético ameaçado (PINHAL et al., 2011). 
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Estas diversas aplicações são possíveis, pois a micropropagação 

compreende diversas etapas, desde o estabelecimento inicial do explante in vitro, 

a multiplicação, a rizogênese até à aclimatização da microplanta (BASTOS et 

al., 2007). A rizogênese, ou a formação de raízes adventícias, é uma das etapas 

primordiais na propagação vegetativa e nessa fase podem ocorrer perdas 

motivadas por explantes que não formaram raízes ou formaram raízes pouco 

desenvolvidas (KLERK; KRIKEN; JONG, 1999; LIU; GILDING; GODWIN, 

2013). 

O enraizamento in vitro depende da interação de muitos fatores 

fisiológicos, bioquímicos e ambientais, além da variação genotípica. Para o 

início da rizogênese existe uma relação quantitativa entre os níveis de auxinas e 

citocininas endógenas (ASSIS; TEIXEIRA, 1998; FERREIRA et al., 2011). As 

auxinas são geralmente apontadas como a classe de fitorreguladores capazes de 

promover uma acentuada formação de primórdios radiculares, porém as resposta 

às auxinas não são universais (KLERK; KRIKEN; JONG, 1999) e a combinação 

de fitorreguladores pertencente à classes de auxinas também alteram o número e 

o desenvolvimento de primórdios radiculares (LIU; GILDING; GODWIN, 

2013). As auxinas mais empregadas para o enraizamento in vitro são: o ácido 

indol-acético (AIA), o ácido 3-indolbutírico (AIB) e o ácido naftalenoacético 

(ANA) (ASSIS; TEIXEIRA, 1998). 

O enraizamento pode ser dividido em três etapas, sendo a primeira 

denominada de desdiferenciação, na qual as células tornam-se competentes para 

a resposta rizogênica à auxina. A indução é a fase seguinte e nesse estádio 

algumas células, pela ação da auxina, tornam-se determinadas para a formação 

de raízes. O último estádio é o da diferenciação em que não é mais necessário 

nenhum sinal e as células produzem o primórdio radicular no qual irá se 

desenvolver a raiz adventícia (KLERK, 2002). 
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Após o processo de enraizamento, a nova etapa, que deve ser superada, é 

a fase de aclimatização. Essa fase consiste na retirada da plântula da condição in 

vitro para a condição ex vitro, ou seja, a transferência da sala de crescimento 

para a casa-de-vegetação (MOREIRA et al., 2006) e, posteriormente, para o 

campo. A aclimatização é uma etapa delicada, pois as plântulas oriundas do 

cultivo in vitro são sensíveis à desidratação e tenras. Isso se deve ao não 

desenvolvimento de uma cutícula espessa- o que permite uma alta taxa de 

transpiração cuticular- além disso, as paredes celulares não apresentam a rigidez 

necessária para a sustentação da nova planta. As folhas de plântulas cultivadas in 

vitro são delgadas e apresentam uma taxa fotossintética muito baixa, além de 

possuírem estômatos não funcionais. Essas características são fonte de estresse 

logo após o transplantio (COUTO; WAGNER JÚNIOR; QUEZADA, 2003). 

A escolha do substrato é outro ponto que deve ser observado na 

aclimatização de plântulas propagadas in vitro. O substrato pode influenciar o 

crescimento e desenvolvimento das plantas. Dessa forma, a escolha de um bom 

suporte inicial é essencial para o sucesso da aclimatização (COUTO; WAGNER 

JÚNIOR; QUEZADA, 2003) pois ele influencia a qualidade das raízes que são 

formadas (HOFFMANN et al., 2001). Além disso, esses devem fornecer os 

elementos mineirais essenciais ao crescimento (BESSA et al., 2012). 

 

2.2.1 Cultivo in vitro de mangabeira 
 

Apesar da grande potencialidade de aplicações da cultura de tecidos, 

somente a partir do ano 2000 intensificaram-se os estudos de propagação in vitro 

para a mangabeira. Esses trabalhos fornecem subsídios relevantes para 

programas de melhoramento e conservação de recursos genéticos (LÉDO et al., 

2007). 
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A germinação de sementes de mangabeira em meio de cultura foi 

estudada por diversos pesquisadores (LÉDO et al., 2007; PINHEIRO et al., 

2001; SOARES et al., 2009), sendo obtidos altos índices de germinação 

utilizando os meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e WPM (LLOYD; 

MCCOWN, 1980). 

Com relação à indução de brotações em mangabeira a partir de 

segmentos nodais, Soares et al. (2007) estudaram o efeito do BAP  e 

determinaram que o acréscimo de 8,87 µM desse regulador promove a formação 

de brotações mais desenvolvidas. No mesmo estudo, os autores avaliaram a 

efetividade do emprego de ANA e AIB no enraizamento in vitro. Entretanto, o 

enraizamento não foi obtido com o emprego da primeira e apenas uma 

porcentagem reduzida de explantes enraizados foi obtido quando aplicada a 

segunda fonte de auxina, porém, os autores afirmaram que essa baixa taxa pode 

ser devido a efeitos residuais de BAP. Esse efeito residual foi comprovado por 

Soares et al. (2011), tendo-se verificado que explantes cultivados em meio WPM 

basal tinham maior porcentagem de formação de raízes, quando se adicionou 

AIB ao meio. Nesse mesmo estudo os autores relataram que o efeito residual do 

BAP persiste até, pelo menos, três subcultivos.  

 

2.3 Conservação in vitro 
 

A conservação in vitro consiste na manutenção de material biológico em 

condições assépticas. Entre as formas de conservação in vitro pode-se empregar 

o crescimento lento ou a criopreservação. O crescimento lento é uma técnica de 

conservação a médio prazo e consiste na alteração da constituição do meio de 

cultura e ou do ambiente, como a redução da temperatura e da intensidade 
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luminosa. Essas alterações reduzem a taxa de crescimento dos explantes e os 

subcultivos podem ter intervalos maiores (ENGELMANN, 2011). 

A criopreservação é uma forma de conservação de material biológico em 

nitrogênio líquido a -196ºC ou em sua fase de vapor a -150ºC. Essa baixa 

temperatura não permite a ocorrência de reações metabólicas dirigidas 

termicamente, garantindo a viabilidade do armazenamento do material biológico 

sem que esse sofra modificações ou alterações genéticas por um período 

indeterminando (SANTOS, 2004). Apenas reações fotofísicas podem ocorrer 

nessas condições, como quebra de macromoléculas e formação de radicais 

livres, porém somente se submetidas à radiações ionizantes (MAZUR, 1984). 

A criopreservação pode ser aplicada para a conservação de diferentes 

tipos de explantes, dentre os quais pode-se citar: protoplastos, suspensões 

celulares, calos embriogênicos, gemas apicais e laterais, meristemas, sementes, 

embriões zigóticos e somáticos (BENSON, 2008). As coleções são mantidas em 

pequenos espaços, permanecem protegidas de contaminação e requerem uma 

pequena manutenção (ENGELMANN, 2004). Além disso, o custo do 

armazenamento em um banco criogênico requer um aporte financeiro menor ao 

longo dos anos comparado a outros sistemas disponíveis de conservação de 

material genético, como bancos de germoplasma em campo e a conservação in 

vitro por meio de crescimento lento (DULLOO et al., 2009; ENGELMANN, 

2004; SANTOS, 2004). 

Para o sucesso na criopreservação é essencial evitar a formação de 

cristais de gelo no interior da célula, sendo a temperatura entre -15 a -60°C 

crítica, pois é a faixa em que ocorre a nucleação e formação 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 descongelamento 

(MAZUR, 1984). 
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A formação de cristais de gelo provoca danos nos sistemas de 

membranas comprometendo a semipermeabilidade. Materiais como suspensões 

celulares, calos, ápices caulinares e embriões apresentam altos conteúdos de 

água na célula e são passíveis de formação de cristais de gelo (ENGELMANN, 

2011). Além disso, o congelamento e o reaquecimento pode levar à desnaturação 

de enzimas (ARAKAWA et al., 1990) o que pode tornar inviável a retomada do 

metabolismo do organismo. 

A prevenção da formação de cristais de gelo pode ser obtida pela 

vitrificação, por meio de um congelamento rápido. A vitrificação é definida 

como a transição direta da água no estado líquido para um estado amorfo ou 

vítreo (ENGELMANN, 2011) ou, em outras palavras é a solidificação de 

líquidos sem a cristalização. Esse processo é dependente do incremento da 

viscosidade da solução que ocorre quando os solutos tornam-se mais 

concentrados (SANTOS, 2000). 

O aumento da viscosidade reduz a formação de cristais de gelo, porém o 

estado de vitrificação é instável, principalmente durante o descongelamento. 

Nessa etapa, pode haver formação de grandes cristais de gelo quando este 

começa a passar do estado vitrificado para o estado líquido. Pequenos cristais de 

gelo presentes no estado vitrificado podem, durante o descongelamento, agregar-

se e formar cristais maiores que levarão à ocorrência de danos celulares 

(MAZUR, 1984). Para evitar a recristalização, o material deve ser retirado do 

nitrogênio líquido e rapidamente descongelado (BENSON, 2008). 

O estado vítreo pode ser favorecido pelo uso de soluções de vitrificação 

ou pelo emprego de técnicas de desidratação (SAKAI; HIRAI; NIINO, 2008). 

Obtém-se o estado de vitrificação pelo congelamento rápido em nitrogênio 

líquido. Para tanto é necessário que a solução celular esteja muito concentrada 

para evitar injúrias letais durante o congelamento. Já a desidratação pode ser 

obtida em câmara de fluxo, por congelamento lento, pela aplicação de 
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substâncias crioprotetoras penetrantes ou não, ou ainda, pela utilização das 

técnicas em conjunto (PANIS; SWENNEN, 2005). 

As substâncias crioprotetoras devem ter a capacidade de penetrar nas 

células e, ao mesmo tempo, apresentar reduzida toxicidade nas concentrações e 

períodos de exposição requeridos para a sua eficácia. A penetração dessas 

substâncias contribui para uma maior osmolaridade do sistema. Entre as 

substâncias empregadas normalmente para este fim estão: a sacarose, o glicerol, 

o dimetilsulfóxido (DMSO) e o metanol (BENSON, 2008). A sacarose também 

é muito utilizada na fase de pré-cultivo dos explantes (SHATNAWI; JOHSON, 

2004), ou seja, antes de submeter o material à imersão em nitrogênio líquido. 

Tanto a concentração quanto o tempo de exposição dos explantes a sacarose 

devem ser otimizadas para cada espécie. 

Os crioprotetores podem ser agrupados em três categorias: penetrantes à 

parede celular e membrana plasmática (glicerol, etilenoglicol e DMSO), 

penetrantes à parede celular (aminoácidos como prolina, oligossacarídeos como 

sacarose e manitol, e polímeros com baixo peso molecular como PEG1000), e 

não penetrantes (proteínas solúveis, polissacarídeos, mucilagem) (TAO; LI, 

1986). Atualmente, diversas soluções de vitrificação têm sido desenvolvidas, 

sendo as mais amplamente empregadas as baseadas no emprego de glicerol 

como a plant vitrification solution - PVS2 [30% glicerol (p/v), 15% etilenoglicol 

(p/v), 15% DMSO (p/v), 0,4M sacarose no meio basal de cultura) e PVS3 (40% 

glicerol, 40% sacarose no meio basal de cultura] (SAKAI; ENGELMANN, 

2007; SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990). 

Entre as técnicas que envolvem o emprego da solução PVS2, a técnica 

de droplet vitrification é uma das mais recentes e consiste no pré-tratamento de 

ápices caulinares em meios com diferentes concentrações de sacarose. Em 

seguida, ocorre um tratamento prévio em solução de carregamento [2 M de 

glicerol + 0,4 M de sacarose dissolvido em meio Murashige e Skoog (1962)] e 
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depois a imersão em solução PVS2. Então, os ápices caulinares são colocados 

em uma folha de papel alumínio com uma gota de PVS2 e, rapidamente, 

congeladas em nitrogênio líquido. O descongelamento é realizado à temperatura 

ambiente e empregando-se uma solução de diluição rica em sacarose (CHEN et 

al., 2011; ENGELMANN, 2011). Após o descongelamento, os ápices caulinares 

são inoculados em meio específico e a retomada do crescimento avaliada após 

três ou quatro semanas.  

Apesar das técnicas atuais e dos diferentes protocolos descritos na 

literatura, o sucesso da utilização da criopreservação para novas espécies ainda 

depende da otimização de cada passo sucessivo (DUSSERT; ENGELMANN; 

NOIROT, 2003). 

Para a mangabeira algumas etapas já foram estudadas previamente, 

como a produção de unidades encapsuláveis, também denominada de sementes 

sintéticas. Esse é um dos primeiros passos para a criopreservação pela técnica de 

encapsulamento desidratação e encapsulamento vitrificação. 

A constituição das unidades encapsuláveis de mangabeira e o meio de 

conversão utilizando-se como explante segmentos caulinares foram avaliados 

por Nogueira (2010), no qual foi obtido 90% de sobrevivência dos ápices 

inoculados em meio de cultura WPM, contendo metade da concentração de sais 

e suplementado com 8,87µM BAP, enquanto na constituição da matriz da 

cápsula de alginato foi empregado o meio WPM. A mesma autora observou que 

essas cápsulas após serem submetidas à imersão em nitrogênio líquido, os 

explantes contidos nela não sobreviveram, porém nesse estudo foi possível a 

conservação dessas unidades encapsuláveis, em geladeira, por curto período. 

Silva (2010) estudando a criopreservação de embriões de mangabeira 

não obteve sucesso com o emprego da técnica de vitrificação utilizando a 

solução de DMSO nas concentrações de 0, 5, 10 e 15%. Mesmo os embriões que 

não foram imersos em nitrogênio líquido, apresentaram uma forte redução na 



22 
 

 
 

porcentagem de germinação quando a concentração de DMSO foi superior a 

cinco por cento. 

Atualmente, existem somente protocolos de conservação in vitro da 

mangabeira baseados em crescimento lento (SÁ; LÉDO; LÉDO, 2011; 

SANTOS et al., 2011), mas essas técnicas necessitam de repicagens com uma 

certa periodicidade o que expõe ao risco de contaminação e, consequentemente, 

à perda do material. Dessa forma, pode-se notar que existe uma carência de 

técnicas de conservação in vitro a longo prazo, como a criopreservação, para a 

mangabeira.   
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CAPÍTULO 2  
 

Cultivo in vitro: germinação de embriões zigóticos, produção de unidades 
encapsuláveis, enraizamento in vitro e aclimatização 
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RESUMO 
 

O cultivo in vitro é uma técnica que pode ser empregada para diversas 
finalidades desde a multiplicação de material em larga escala, em condições 
assépticas, até a conservação e intercâmbio de material genético entre 
instituições de pesquisa. Para a mangabeira, uma espécie nativa do Brasil e que 
possui grande potencial econômico, as pesquisas relacionadas à multiplicação in 
vitro ainda necessitam de estudos mais aprofundados em algumas etapas da 
micropropagação. Objetivou-se avaliar a germinação in vitro de embriões 
zigóticos, a produção de unidades encapsuláveis, o meio de cultivo para ápices 
caulinares, o efeito de diferentes concentrações e tipos de auxina no 
enraizamento in vitro e diferentes substratos na fase de aclimatização, assim 
aprimorando a micropropagação para a espécie. Embriões zigóticos de 
mangabeira foram excisados e desidratados em câmara de fluxo laminar por 
diferentes tempos (20, 60, 100 e 120 minutos) e inoculados em meio WPM. Foi 
investigada a constituição da cápsula de alginato suplementada com diferentes 
formulações de sais (WPM ou MS) para a produção de unidades encapsuláveis 
utilizando ápices de mangabeira (0,5 – 1 mm). Para o meio de cultivo para 
ápices caulinares foi investigada a formulação MS e WPM, ambas acrescidas de 
8,87 µM de 6-benzilaminopurina (BAP). No enraizamento in vitro foram 
avaliados os efeitos de diferentes auxinas (AIA, ANA, AIB) em diferentes 
concentrações (0; 2,46; 4,92; 9,84 e 19,68 µM). Na aclimatização foram 
avaliados diferentes substratos (vermiculita, Multiplant®, e uma mistura de 
vermiculita e Multiplant® 1:1). A excisão de embriões de mangabeira é viável 
para a germinação in vitro, mas períodos de desidratação de 120 minutos 
reduzem a sobrevivência. Quanto às unidades encapsuláveis a constituição da 
cápsula com o meio WPM ou MS garantiram elevada sobrevivência. Os ápices 
caulinares apresentaram maior crescimento quando cultivados em meio MS 
acrescido de 8,87 µM de BAP. O emprego de 9,84 µM das auxinas avaliadas 
promoveu um maior desenvolvimento em termos de massa das raízes. A 
aclimatização pode ser realizada com sucesso, utilizando-se como substrato a 
vermiculita, substrato comercial-Multiplant® e a mistura 1:1 dos substratos 
anteriores.     
 
 
Palavras-chave: Hancornia speciosa. Rizogênese in vitro. Embriões zigóticos. 
Unidades encapsuláveis. 
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ABSTRACT 
 

The in vitro culture is a technique that can be employed for various 
purposes, since aseptically large scale multiplication to the conservation and 
exchange of genetic material between research institutions. For mangaba tree, a 
native species from Brazil which presents economic potential, the research 
related to the in vitro multiplication still require further studies in some 
micropropagation steps. Thus, the aim of this study was to evaluate different 
techniques such as in vitro germination of zygotic embryos, production of 
synthetic seeds, evaluate the shoot tip regeneration medium, the effect of 
different types and auxin concentrations in vitro rooting and to evaluate different 
substrates during the acclimatization phase. Zygotic embryos of mangaba tree 
were excised and dried in a laminar flow bench for different periods (20, 60, 100 
and 120 minutes) and inoculated in WPM medium. The capsule composition 
(WPM or MS salts) for producing synthetic seed using shoot tips as explants 
were evaluated. The MS and WPM media, both supplemented with 8,87 µM 6-
benzylaminopurine (BAP) for the shoot tips regeneration were investigated. The 
effect of different auxins (IAA, NAA, IBA) at different concentrations (0, 2.46, 
4.92, 9.84 and 19.68 µM) during in vitro rooting was evaluated. The 
acclimatization was performed using different substrates (vermiculite, 
Multiplant®, vermiculite and a mixture of  vermiculite and Multiplant® 1:1). 
Excision of embryos is feasible for germination in vitro, but 120 minutes 
dehydration reduces the embryo survival. Regarding the capsule composition, 
the use of WPM or MS media ensured high survival of synthetic seeds. The 
shoot tips showed higher growth when cultured on MS medium supplemented 
with 8,87 µM BAP. The use of 9.84 µM auxin promoted the higher development 
in terms of roots mass. Acclimatization can be successfully carried independent 
of the substrate. 
 
 
Keywords:  Hancornia speciosa. In vitro rooting. Zygotic embryos. Synthetic 
seeds. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A cultura de tecidos vegetais é uma ferramenta importante para a 

compreensão de eventos biológicos, como a formação de raízes, efeito de 

reguladores de crescimento na fisiologia do vegetal e desenvolvimento de 

embriões. Além disso, pode ser utilizada em programas de melhoramento 

genético, principalmente, na propagação massal de cultivares (MOYO; 

STADEN, 2013), bem como para a conservação de material genético (BHATTI; 

JHA, 2010). 

Entre as técnicas envolvidas na cultura de tecidos vegetais, a 

micropropagação pode ser definida como uma forma de propagação vegetativa 

in vitro, utilizando-se pequenos explantes. Essa técnica geralmente envolve 

quatro etapas distintas: o estabelecimento do explante, multiplicação de 

brotações, enraizamento in vitro e aclimatização (ROUT; MOHAPATRA; JAIN, 

2006). 

A micropropagação também pode ser utilizada para espécies que 

apresentam dificuldades na propagação sexuada e vegetativa convencional, 

como é o caso da mangabeira. Essa espécie nativa do Cerrado apresenta 

sementes recalcitrantes (PINHEIRO et al., 2001) e a propagação por estaquia é 

pouco difundida devido à falta de estudos (SOARES et al., 2006). 

Com relação ao cultivo in vitro da mangabeira algumas etapas já foram 

investigadas, entre as quais: a germinação in vitro (LÉDO et al., 2007; 

MACHADO et al., 2004; PINHEIRO et al., 2001; SOARES et al., 2009), a 

excisão e germinação de embriões zigóticos (FREIRE et al., 2011), calogênese 

(FRÁGUAS; VILLA; LIMA, 2009), indução de brotações (MACHADO et al., 

2004; SOARES et al., 2007, 2011), crescimento lento (SÁ; LÉDO; LÉDO, 
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2011; SANTOS et al., 2011), efeito de diferentes vedações e tipos de explantes 

na micropropagação (SÁ et al., 2012). 

De acordo com Lédo et al. (2007), a germinação in vitro é a forma mais 

comum de estabelecimento de material e apresenta como vantagens explantes 

mais viáveis e mais responsivos. Entretanto, outros explantes também podem ser 

utilizados para o estabelecimento da cultura, como segmentos foliares, 

caulinares e embriões zigóticos. Esses últimos podem ser empregados para o 

estudo de aspectos fisiológicos do desenvolvimento inicial da planta (HU; 

FERREIRA, 1998). Para a mangabeira, a germinação de embriões zigóticos foi 

realizada por Freire et al. (2011), mas não existem na literatura estudos 

relacionados à dessecação dos embriões por períodos curtos antes da sua 

inoculação in vitro. 

A cultura de tecidos também permite a produção de unidades 

encapsuláveis que consiste no encapsulamento de explantes em uma matriz de 

alginato. Os explantes podem ser ápices caulinares, embriões ou outras partes 

capazes de serem convertidas em plântulas in vitro ou ex vitro (YUGAR et al., 

2009). As unidades encapsuláveis possuem um grande potencial de aplicações 

pois facilitam o manuseio dos explantes, possuem um amplo uso na conservação 

e intercâmbio de material genético (RAI et al., 2009). 

Com relação à mangabeira, a produção de unidades encapsuláveis foi 

realizada por Nogueira (2010), utilizando como explante gemas apicais, porém 

para criopreservação o tamanho desse explante não é o mais adequado sendo 

necessário investigar a viabilidade da técnica para ápices caulinares, com no 

máximo 1 mm2. 

Outro ponto da cultura de tecido da mangabeira que precisa ser 

otimizado é o enraizamento in vitro e a aclimatização, pois baixas porcentagens 

de enraizamento foram obtidas por Soares et al. (2007). Esse enraizamento 

pouco eficiente foi elucidado por Soares et al. (2011), quando observaram que a 



35 
 

 
 

citocinina empregada na fase de multiplicação produzia um efeito residual 

negativo no enraizamento. Para H. speciosa ainda se faz necessária a avaliação 

do efeito de diferentes auxinas e concentrações no enraizamento in vitro, após a 

minimização do efeito residual da citocinina utilizada na fase multiplicação.  

Com relação à fase de aclimatização das plântulas de mangabeira 

multiplicadas in vitro existe uma carência de estudos sobre a utilização de 

diferentes substratos. Essas informações são importantes, pois os explantes 

desenvolvidos in vitro estão em uma condição na qual os fatores estressantes são 

controlados ao máximo e a mudança dessa condição para campo ou casa-de-

vegetação necessita de uma fase de aclimatização (HAZARIGA, 2003). 

Objetivou-se avaliar diferentes técnicas como a germinação in vitro de 

embriões zigóticos, produção de unidades encapsuláveis, o meio de cultivo para 

estabelecimento de ápices caulinares, o efeito de diferentes concentrações e tipos 

de auxina no enraizamento in vitro da mangabeira e diferentes substratos na fase 

de aclimatização, assim aprimorando a micropropagação para a espécie. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 
 

Para os experimentos descritos nos itens 2.1 e 2.2, foram utilizados 

como fonte de explantes, brotações de mangabeira previamente multiplicadas in 

vitro em meio Wood Plant Medium (WPM) (LLOYD; MCCOWN, 1980) 

suplementado com 8,87 μM de 6 benzilaminopurina (BAP), 0,09 M de sacarose, 

geleificado com 7 g L-1 de ágar, pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem à 

121 ºC, durante 20 minutos conforme Soares et al. (2011). 

 

2.1 Meio de cultivo para ápices caulinares  
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Ápices caulinares com cerca de 1mm2 foram excisados com o auxílio de 

um microscópio estereoscópico e inoculados em meio WPM e MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962), ambos com a ausência ou 8,87 μM de BAP, 

suplementados com 0,09 M de sacarose, 20 ppm de ácido ascórbico, geleificado 

com 7 g L-1
 de ágar e pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem à 121ºC, 

durante 20 minutos. Após a inoculação, os ápices foram mantidos no escuro por 

sete dias e, em seguida, transferidos para sala de crescimento com fotoperíodo 

de 16 horas e irradiância de 36 µmol m-2 s-1.  

Aos 30 dias foram analisados o número de folhas e a massa de matéria 

fresca dos ápices caulinares. O delineamento experimental foi inteiramente 

casualizado, com seis repetições por tratamento, cada repetição constituída por 

uma placa de Petri, com 10 ápices caulinares.  

 

2.2 Unidades encapsuláveis 
 

Ápices caulinares de mangabeira, com cerca de 1mm2, foram excisados 

com o auxílio de microscópio estereoscópico e imersos em matriz de alginato de 

sódio 2,5% constituído das formulações de sais WPM ou MS, ambas acrescidas 

de 8,87 μM BAP e pH ajustado em 5,8. Os ápices foram resgatados 

individualmente com o auxílio de uma pipeta automática e gotejados (250 µL) 

em solução de cloreto de cálcio (100 mM), para a complexação, durante 20 

minutos.  

As cápsulas complexadas foram imersas em solução de nitrato de 

potássio (100 mM) por 15 minutos para a descomplexação e, em seguida, 

lavadas com água destilada e autoclavada. As unidades encapsuláveis foram 

inoculadas nos diferentes meios de cultura WPM ou MS, também acrescido de 

8,87 μM de BAP e suplementado com 0,09 M de sacarose, 7 g L-1 de ágar e pH 
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ajustado em 5,8. Após a inoculação, cápsulas foram mantidas em sala de 

crescimento a 25 ± 2°C, 16h de fotoperíodo e  irradiância de 36 μmol m-2 s-1. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema 

fatorial 2x2 (cápsulas x meios), com nove repetições, cada repetição composta 

por três tubos com uma unidade encapsulável em cada. Após 30 dias foi avaliada 

a sobrevivência dos ápices.  

 

2.3 Germinação e criopreservação de embriões zigóticos  
 

Frutos maduros de mangabeira foram coletados em Itaporanga-SE e 

despolpados com o auxílio de uma peneira. As sementes foram lavadas com 

água corrente em abundância. 

Em câmara de fluxo laminar (CFL), as sementes foram imersas em 

álcool 70% por 60 segundos e, em seguida, imersas em hipoclorito de sódio (2% 

de cloro ativo), por 12 minutos. Decorrido esse intervalo, as sementes foram 

enxaguadas três vezes em água destilada e autoclavada. 

Os embriões foram excisados com o auxílio de pinças e bisturis e 

acomodados sobre um disco de papel filtro estéril (ø = 6 cm), em uma placa de 

Petri e desidratados em CFL por diferentes períodos de tempo (20, 60, 100 e 120 

minutos) para determinação da umidade e para  a germinação in vitro dos 

embriões criopreservados ou não. A temperatura da sala de inoculação foi 

mantida em 25º ± 2ºC. Após esses intervalos, os embriões foram diretamente 

inoculados em meio de cultura ou sofreram uma reidratação osmocondicionada.  

A curva de desidratação dos embriões após a exposição em CFL foi 

determinada utilizando-se três repetições, cada uma constituída de sete 

embriões. A massa fresca e seca foi determinada com o auxílio de uma balança 

de precisão. Para a determinação da massa seca, os embriões permaneceram por 
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48 horas, em uma estufa à 60 ºC. A umidade dos embriões foi expressa em 

porcentagem.   

Para a reidratação, os embriões foram acondicionados em criotubos e foi 

adicionado 4 mL de meio MS líquido, suplementado com 1M de sacarose. 

Foram utilizados três embriões por criotubo. Após 30 minutos, 1 mL do meio 

contendo 1M de sacarose foi retirado e substituído por uma solução de meio MS 

suplementada com 0,3M de sacarose. Esse procedimento foi repetido por três 

vezes até atingir os 60 minutos (tempo total de reidratação osmocondicionada). 

Os embriões, reidratados pelo osmocondicionamento ou não, foram inoculados 

em meio MS, acrescido de 0,09 M de sacarose e geleificado com 3 g L-1 de 

Phytagel (FREIRE et al., 2011). O pH foi ajustado em 5,8 antes  da 

autoclavagem à 121ºC, durante 20 minutos. Após a inoculação, os embriões 

foram mantidos em sala de crescimento a 25±2°C, 16h de fotoperíodo e  

irradiância de 36 μmol m-2 s-1. 

Para a criopreservação, os embriões zigóticos de mangabeira, após os 

períodos de desidratação foram imersos em nitrogênio líquido por 24 horas antes 

do descongelamento em banho-maria à 40 ± 2 ºC, durante dois minutos. Após o 

descongelamento, os embriões foram reidratados de forma osmocondicionada 

antes da inoculação em meio de cultura. 

Aos 30 dias foi avaliada a porcentagem de germinação, o comprimento 

da parte aérea e o número de folhas. O delineamento experimental foi o 

inteiramente casualizado e com nove repetições por tratamento. Os embriões não 

imersos em nitrogênio líquido foram expostos ou não à reidratação 

osmocondicionada, sendo que cada repetição era composta por um tubo de 

ensaio com um embrião. Para os embriões imersos em nitrogênio líquido foram 

utilizadas 21 repetições, cada uma composta por um tubo contendo um embrião.  

2.4 Enraizamento in vitro de brotações de mangabeira 
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Brotações de mangabeira multiplicadas in vitro, com aproximadamente 

5 cm de comprimento, foram individualizadas e transferidas para meio WPM, 

com metade da concentração dos sais, suplementado com 0,09M de sacarose, 

geleificado com 7 g L-1 ágar e pH ajustado em 5,8, antes da autoclavagem. Após 

15 dias, as brotações foram inoculadas em meio de indução de enraizamento que 

consistia de: WPM basal e WPM com diferentes concentrações (2,46; 4,92; 9,84 

e 19,68 µM) das auxinas ácido 3-indol acético (AIA), ácido naftalenoacético 

(ANA) e ácido indolbutírico (AIB), suplementado com 0,09 M de sacarose, 

geleificado com 7 g L-1 de ágar e pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem.  

Após seis dias no meio de indução de enraizamento, as brotações foram 

transferidas para o meio de expressão WPM, suplementado com 0,09M de 

sacarose, 1 g L-1 de carvão ativado, pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem. 

Durante o experimento, as brotações foram mantidas em sala de 

crescimento com temperatura de 25 ± 2ºC, irradiância de 36 µmol.m-2s-1 e com 

fotoperíodo de 16 horas. Apenas durante o período que permaneceram no meio 

suplementado com auxina, as brotações permaneceram no escuro. 

Após 30 dias, foram avaliadas as seguintes variáveis: porcentagem de 

enraizamento, número de raízes, comprimento da maior raiz e massa de matéria 

fresco das raízes. Foram utilizadas cinco repetições por tratamento e cada 

repetição foi constituída de cinco tubos de ensaio com uma brotação por tubo.  

 

 

2.5 Aclimatização  
 

Brotações de mangabeira foram enraizadas utilizando-se o meio de 

indução de enraizamento, WPM suplementado com 9,84 µM de AIB, 0,09M 

sacarose, geleificado com 7 g L-1 de ágar e pH ajustado em 5,8 antes da 
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autoclavagem. As brotações permaneceram por seis dias nesse meio, sendo em 

seguida transferidas para o meio WPM, suplementado com 0,09M de sacarose, 1 

g L-1 de carvão ativado, pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem. 

Após 30 dias as brotações enraizadas foram aclimatizadas utilizando-se 

três diferentes substratos: vermiculita, substrato comercial- Multiplant®, e uma 

mistura (vermiculita + substrato comercial; 1:1). As plântulas foram mantidas 

em sala de crescimento com temperatura média  de 28º ± 3ºC, fotoperíodo de 16 

horas e irradiância de 36 µmol. m-2 s-1.   

Decorridos 30 dias, foram avaliadas a sobrevivência, a massa fresca e 

seca do sistema radicular e o incremento no comprimento das plantas. O 

delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com 20 repetições, e, em 

cada repetição uma planta por tubete.  

O teor de clorofila foi determinado através de um medidor portátil, 

modelo SPAD-502 (Soil Plant Analysis Development, Minolta, Japão). Para a 

determinação do índice foi realizada a média de três medições por folha, com 

cinco repetições por tratamento. Os dados foram obtidos de uma das folhas do 

primeiro par, completamente expandido.  

 
 

 

2.6 Análises estatísticas 
 

Utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 2011), os dados foram 

submetidos à ANAVA, as médias quantitativas foram analisadas por 

regressão e as qualitativas pelo teste de Tukey, e, para ambos foi utilizado P ≤ 

0,05.  
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

3.1 Meio de crescimento para ápices caulinares  
 

Foi observada a sobrevivência de ápices caulinares de mangabeira em 

todos os meios de cultivo analisados, entretanto, a adição de 8,87 μM de BAP ao 

meio MS permitiu uma maior massa de matéria fresca dos ápices (Figura 1). 
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Figura 1 Massa de matéria fresca de ápices caulinares de mangabeira inoculados em 
diferentes meios de cultura. Médias (± Erro Padrão) seguidas pela mesma 
letra não diferem entre si, ao nível de 5% de significância pelo teste de Tukey.  

 
O efeito do BAP, com relação ao número de folhas foi significativo 

(p<0,001). A maior média (4,6 folhas) foi observada nos explantes cultivados 

em meio MS suplementado com BAP. Ápices cultivados em meio MS, com 

adição de BAP, diferiram significativamente dos controles. Diferentemente da 
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massa fresca dos ápices caulinares (Figura 1), o meio WPM apresentou 

explantes com maior média de folhas que o meio MS ou WPM basal (Figura 2).   
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Figura 2 Número médio de folhas por ápices caulinares de mangabeira inoculados em 

diferentes meios de cultivo. Médias (± Erro Padrão) seguidas pela mesma letra 
não diferem entre si, ao nível de 5% de significância pelo teste de Tukey.  

 
Jain et al. (2009) observaram que o meio WPM suplementado com BAP 

promoveu maior crescimento em ápices caulinares de Harpagophytum 

procumbens, em comparação ao meio MS. 

O maior crescimento em termos de massa de matéria fresca dos ápices 

caulinares (Figura 3), bem como o maior número de folhas está relacionado ao 

efeito das citocininas na regulação da divisão celular e desenvolvimento do 

meristema apical (GEORGE; HALL; KLERK, 2008; PERILLI; 

MOUBAYIDIN; SABATINI, 2010; WERNER; SCHMÜLLING, 2009). 
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Figura 3 Foto aos 30 dias após a inoculação dos ápices caulinares em meio MS acrescido 

de 8,87 μM BAP.  Barra = 1 cm 
 

3.2 Unidades encapsuláveis 
 

Foram observadas elevadas taxas de sobrevivência dos ápices 

encapsulados, com média geral de 74%, porém não foram observadas diferenças 

significativas nas diferentes constituições de cápsulas e meio de cultivo. Na 

figura 4 é apresentado um ápice caulinar com alguns primórdios foliares em 

crescimento. 

 

 

 

  



44 
 

 
 

 
Figura 4 Unidade encapsulável de mangabeira aos 30 dias após a inoculação. A seta 

indica o rompimento da cápsula e o crescimento do ápice caulinar. Barra = 0,5 
cm. 
 

A porcentagem de sobrevivência obtida nesse estudo foi similar à obtida 

por Asmah et al. (2011) que obtiveram taxas superiores a 70%, dependendo da 

constituição da cápsula em híbridos de Acacia. Esses resultados positivos 

utilizando ápices caulinares com tamanho inferior a 1 mm2 servem de base para 

protocolos de conservação in vitro que envolvam o uso de unidades 

encapsuláveis como o encapsulamento-desidratação e encapsulamento-

vitrificação (RAI et al., 2009). Dessa forma, mostra-se promissor o avanço de 

estudos utilizando essa técnica de cultura de tecidos. 

 

 

3.3 Germinação e crioprervação de embriões zigóticos 
 

Os embriões criopreservados não sobreviveram ao processo, enquanto 

os embriões não imersos em nitrogênio líquido não apresentaram diferença 
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significativa em nenhum dos parâmetros analisados para a inoculação direta no 

meio de cultivo ou com a reidratação osmocondicionada. 

Os embriões zigóticos apresentaram teor de umidade inicial de 66% e ao 

final dos 120 minutos de desidratação em CFL essa umidade foi reduzida até 

atingir 25% (Figura 5). Esses valores são bem superiores aos observados em 

sementes de pinhão-manso que podem ser desidratadas ao nível de 8% de 

umidade o que permite tolerar a imersão em nitrogênio líquido (SILVA et al., 

2011). 
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Figura 5 Curva de desidratação de embriões zigóticos de mangabeira submetidos a 

diferentes tempos de desidratação em câmara de fluxo laminar a 25ºC. 
 

A desidratação de embriões de mangabeira por 20 minutos em CFL não 

foi danosa, sendo observada 100% de germinação. Entretanto, após 120 minutos 

de desidratação a germinação foi reduzida drasticamente para 33% (Figura 6).  
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Figura 6 Porcentagem de germinação de embriões zigóticos de mangabeira submetidos a 
diferentes tempos de desidratação em câmara de fluxo laminar a 25 ºC. 
 

Essas médias de germinação são superiores às observadas por Freire et 

al. (2011), que obtiveram 92% utilizando meio MS sem adição de 

fitorreguladores para a germinação de mangabeira. Engelmann (2011) descreve 

que a desidratação de embriões zigóticos tem como dificuldade o fato da 

complexicidade de tecidos que compõem o embrião e têm uma sensibilidade 

diferenciada à desidratação.  

A germinação teve início aos cinco dias após a inoculação dos embriões, 

quando foi possível observar o crescimento da radícula, bem como mudança na 

cor dos cotilédones devido à formação das clorofilas (Figura 7). 
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Figura 7 Embrião zigótico de mangabeira germinando in vitro após 5 dias de inoculação 

em Meio MS basal. Barra = 1 cm 
 

Com relação ao número de folhas nas plântulas oriundas dos embriões 

que sofreram desidratação, pode-se observar que conforme houve um maior 

tempo de desidratação, reduziu-se a quantidade de folhas (Figura 8). 
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Figura 8 Número médio de folhas de plântulas obtidas a partir da germinação de 
embriões zigóticos, aos 30 dias de cultivo in vitro. 

 

O número de quatro folhas observado nesse experimento para o tempo 

de 20 minutos de desidratação é inferior ao observado por Freire et al. (2011) de 

5,2 folhas para a mesma espécie. Entretanto, Freire et al. (2011) não submeteram 

os embriões a nenhum período de desidratação antes da inoculação. 

O comprimento da parte aérea seguiu a mesma tendência observada para 

a germinação e para o número de folhas, ou seja, conforme os embriões 

zigóticos foram submetidos a tempos maiores de desidratação, houve uma 

redução no tamanho das plântulas obtidas (Figura 9).  



49 
 

 
 

y = 0,0002x2 - 0,0507x + 3,6516
R² = 0,9854

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

20 40 60 80 100 120

C
om
pr
im
en
to
 d
a 
pa
rte
 a
ér
ea
 (c
m
)

Tempo de desidratação (min)
 

Figura 9 Comprimento médio da parte aérea de plântulas obtidas a partir da germinação 
de embriões zigóticos, aos 30 dias de cultivo in vitro. 
 

O comprimento da parte aérea nesse experimento foi inferior ao obtido 

por Freire et al. (2011) que observaram um valor médio de 4,1 cm em plântulas 

obtidas a partir da germinação de embriões zigóticos em meio MS basal. 

 A redução na porcentagem de germinação, comprimento da parte aérea 

e número de folhas em função da desidratação, foram provavelmente 

ocasionadas por modificações deletérias intracelulares provocadas pela 

desidratação. De acordo com Sershen et al. (2012), a desidratação provoca 

alterações em diversas organelas como mitocôndrias, retículo endoplasmático e 

complexo de golgi, o que compromete o metabolismo do embrião. 

Sementes recalcitrantes como a de mangabeira apresentam um elevado 

conteúdo de água, dessa forma, mesmo o embrião excisado necessitaria de uma 

redução na umidade, caso o objetivo seja a criopreservação (SERSHEN et al., 

2012). A partir dos resultados obtidos nesse experimento, a desidratação em 

CFL a 25ºC por 120 minutos reduziu a umidade dos embriões a 25% (Figura 5), 
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comprometendo cerca de 60% da sobrevivência (Figura 6), provavelmente 

devido à complexidade e sensibilidade dos tecidos que compõem o embrião, 

pois conforme Engelmann (2011) esses são os fatores que limitam a 

sobrevivência dos embriões zigóticos de espécies recalcitrantes à dessecação e 

congelamento em nitrogênio líquido.  

3.4 Enraizamento in vitro de brotações de mangabeira 
O enraizamento in vitro de brotações de mangabeira apresentou 

diferença significativa (p=0,0096) para a interação “fitorregulador x 

concentração”. Foi observada uma diferença entre os reguladores apenas na 

concentração de 2,46 µM onde a auxina AIB promoveu 92% de enraizamento, 

diferindo do ANA e AIA nas mesmas concentrações equimolares (Figura 10). 

Na figura 11 é apresentada uma brotação de mangabeira enraizada in vitro.   

 
Figura 10 Porcentagem de enraizamento in vitro de mangabeira utilizando diferentes 

auxinas (AIA, ANA e AIB) e concentrações. Médias (± Erro Padrão), 
seguidas pela mesma letra na comparação entre reguladores para a mesma 
concentração não diferem entre si, ao nível de 5% de significância pelo teste 
de Tukey. 
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Figura 11 Brotação de mangabeira enraizada in vitro com o emprego de 4,92 µM de 

AIB. 
 

 

O fato da mangabeira apresentar a formação de raízes sem o 

fornecimento exógeno de auxina indica que os níveis endógenos são suficientes 

para promover o enraizamento, como observado na Figura 10. Resultado 

semelhante também foi observado em microestacas de amoreira preta (Rubus 

sp.), conforme Pasa et al. (2012), no qual os autores observaram a formação de 

raízes adventícias mesmo na ausência de aplicação de auxina exógena. 

A porcentagem de enraizamento in vitro nesse estudo foi superior aos 

valores obtidos por Bastos et al. (2007) que obtiveram taxas de enraizamento de 

cerca de 1 a 2%, mesmo com a adição de 3 mg L-1 de AIB para a mangabeira. A 

porcentagem obtida nesse estudo também foi superior à obtida por Soares et al. 

(2007), avaliando o efeito da utilização de ANA e AIB em diferentes 

concentrações onde observaram que o primeiro fitorregulador não favoreceu o 

enraizamento in vitro, enquanto que o AIB promoveu o enraizamento em 20% 

dos explantes, quando foi utilizada a concentração de 3,0 mg L-1. 

Porém, em um estudo posterior realizado por Soares et al. (2011) foi 

obtido o enraizamento in vitro em todas as brotações utilizando 1,0 mg L-1 de 

AIB. Esse resultado com maior êxito no enraizamento foi atribuído à eliminação 

do efeito residual do regulador de crescimento utilizado na fase de 

multiplicação, sendo o BAP e a cinetina os fitorreguladores com maiores efeitos 
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inibitórios no desenvolvimento radicular. Porém, após a detecção desse efeito 

residual e sua eliminação não foram realizados estudos avaliando-se a ação de 

diferentes concentrações de auxina no enraizamento in vitro. 

Os resultados presentes nesse estudo com relação a porcentagem de 

brotações enraizadas com a aplicação de AIB no meio de cultura estão de acordo 

com Campos et al. (2013) que obtiveram médias 92% em amburana de cheiro 

(Amburana cearensis) utilizando 10 µM de AIB. Ao comparar a porcentagem de 

enraizamento obtida para a mangabeira em relação às diferentes auxinas pode-se 

observar que, em baixas concentrações como 2,46 µM, o AIB é superior ao AIA 

e ANA. Bandeira et al. (2012) também observaram que a aplicação de AIB é 

superior ao ANA, no enraizamento de ameixeira japonesa. 

O número de raízes apresentou diferença significativa (p = 0,0045) para 

a interação “fitorregulador x concentração”. O maior número de raízes obtido foi 

de 4,9 raízes utilizando 19,68 µM de AIA. Esse resultado diferiu 

significativamente em relação ao efeito do ANA e AIB nas mesmas 

concentrações (Figura 12). 
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Figura 12 Número de raízes obtidas a partir do enraizamento in vitro de mangabeira, 
utilizando diferentes auxinas (AIA, ANA e AIB) e  concentrações. Médias (± 
Erro Padrão) seguidas pela mesma letra na comparação entre reguladores para 
uma mesma concentração não diferem entre si, ao nível de 5% de 
significância pelo teste de Tukey. 

 

 Pode-se observar que, em baixas concentrações (2,46 µM) o AIB é 

superior ao ANA promovendo maior número de raízes. Foi observada uma 

redução no valor médio do número de raízes, quando a concentração de AIB foi 

19,68 µM (Figura 12).   

Com relação ao comprimento da maior raiz, foi observada diferença 

significativa (p=0,0084) para a “interação concentração x fitorregulador”. O 

tratamento controle apresentou média geral de comprimento da maior raiz de 27 

mm, enquanto para a concentração de 2,46 e 4,92 µM de AIB foram obtidas 

raízes com 32 e 35 mm, respectivamente, diferindo do AIA e ANA nas mesmas 

concentrações (Figura 13). 
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Figura 13 Comprimento da maior raiz obtida a partir do enraizamento in vitro de 
mangabeira, utilizando diferentes auxinas (AIA, ANA e AIB) e  
concentrações. Médias (± Erro Padrão) seguidas pela mesma letra na 
comparação entre reguladores para uma mesma concentração não diferem 
entre si, ao nível de 5% de significância pelo teste de Tukey. 

 

Tanto os valores do número de raízes quanto o comprimento da maior 

raiz apresentados neste trabalho são superiores aos obtidos no enraizamento in 

vitro descrito por Soares et al. (2011) para a mesma espécie, que obtiveram a 

média de 1,7 raízes e com comprimento da maior raiz de 0,94 cm, utilizando 1 

mg L-1 de AIB. Para outras espécies, o emprego de ácido indolbutírico também 

promoveu a formação de raízes, como em Citrus macrophylla que apresentou 

1,5 raízes, com comprimento médio de 2,4 cm, quando se empregou uma 

concentração de 3,0 mg L-1 de AIB (TALLÓN; PORRAS; TORNERO, 2012). 

Outra variável analisada que apresentou diferença significativa com 

relação à concentração de fitorregulador empregada foi a massa fresca das raízes 

(p = 0,0015). A maior média de massa fresca das raízes foi obtida com a 

concentração de 9,84 µM das auxinas avaliadas (Figura 12), apresentando o 

valor médio de 44 mg.  
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Figura 14 Massa fresca das raízes de brotações de mangabeira enraizadas in vitro 

utilizando diferentes concentrações das auxinas AIA, ANA e AIB. 
 

Assim como para a mangabeira, Santos et al. (2006) observaram que a 

aplicação de auxina (AIB) favoreceu a formação e desenvolvimento in vitro do 

sistema radicular de pequi, mas para essa espécie os melhores resultados foram 

obtidos com a adição de 3 mg L-1 de AIB. A aplicação de AIB também mostrou-

se favorável no enraizamento in vitro de jenipapeiro que, diferentemente da 

mangabeira, na sua ausência não foi observado enraizamento (ROCHA et al., 

2008). 

3.5 Aclimatização de brotações de mangabeira enraizadas in vitro 
 

Na fase de aclimatização, não foram observadas diferenças significativas 

em nenhum dos parâmetros de crescimento analisados, sendo a média geral de 

sobrevivência 90%, independente do tipo de substrato. Esses resultados são 

semelhantes aos obtidos por Costa, Nepomuceno e Santana (2010) que 
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obtiveram 85% de sobrevivência em Erythrina velutina Willd, na fase de 

aclimatização.  

O comprimento da maior raiz apresentou a média geral de 8,74 cm, com 

em média de 2,7 raízes, a massa fresca das raízes apresentou média geral de 78 

mg enquanto a massa fresca da plântula foi de 304 mg. A altura final média foi 

de 6,6 cm. 

 

3.6 Teor de clorofila de brotações aclimatizadas 
 

As medidas realizadas com o clorofilômetro mostraram uma diferença 

significativa entre os substratos utilizados para o teor de clorofila de brotações 

após 30 dias de aclimatização (Figura 15). 
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Figura 15 Índice de clorofila de plantas de mangabeira aclimatizadas em diferentes 
substratos (verm= vermiculita; mult= Multiplant®; verm + mult= 
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vermiculita + Multiplant®). Médias (± Erro Padrão) seguidas pela mesma 
letra não diferem entre si, ao nível de 5% de significância pelo teste de 
Tukey. 

 
Os valores obtidos por meio do clorofilômetro permitem inferir que as 

plantas aclimatizadas no substrato vermiculita apresentaram folhas com maiores 

teores de clorofila, uma vez que esse equipamento permite uma alta correlação 

com os conteúdos de clorofila na folha (JESUS; MARENCO, 2008). Esses 

maiores valores de clorofila podem auxiliar na fase de aclimatização e 

transplantio para o campo (BALDOTTO et al., 2009), pois é um dos fatores que 

contribuem para a eficiência fotossintética das plantas (SILVA et al., 2009). 

 

4. CONCLUSÕES 
 

Ápices caulinares de mangabeira in vitro podem ser cultivados em meio 

MS com a adição de 8,87 µM de BAP. 

Ápices caulinares podem ser encapsulados em matriz de alginato 

compostas de sais MS ou WPM. 

Embriões zigóticos de mangabeira podem ser desidratados em câmara 

de fluxo laminar por até 20 minutos, sem comprometer a taxa de germinação. 

O enraizamento in vitro da mangabeira pode ser realizado em meio 

WPM sem adição de auxina e o emprego de 9,84 µM das auxinas AIA, ANA e 

AIB permitem um maior crescimento em termo de massa de matéria fresca do 

sistema radicular.  

A vermiculita, substrato comercial - Multiplant® ou a mistura 

(vermiculita + substrato comercial) permitem a sobrevivência de mudas 

micropropagadas de mangabeira durante a aclimatização.  
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CAPÍTULO 3 

 

CRIOPRESERVAÇÃO DE MANGABEIRA 
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RESUMO 
 
A mangabeira é uma espécie nativa dos Tabuleiros Costeiros do 

Nordeste e Cerrado, porém, devido à especulação imobiliária e expansão da 
agricultura, vem sofrendo um processo de erosão genética. Como forma de 
minimizar esse problema, estratégias de conservação ex situ podem ser adotadas, 
mas por apresentar sementes recalcitrantes, a mangabeira não pode ser 
conservada em bancos de sementes convencionais. Dessa forma torna-se 
necessário o desenvolvimento de outras estratégias de conservação. A 
criopreservação consiste no armazenamento de material biológico em 
temperatura ultrabaixa (-196 ºC) o que garante a preservação por períodos 
indeterminados. Objetivou-se desenvolver protocolos de criopreservação de 
ápices caulinares de mangabeira utilizando as técnicas de droplet vitrification e 
vitrificação. Brotações de mangabeira estabelecidas in vitro tiveram os ápices 
caulinares excisados com o auxílio de um bisturi em microscópio 
estereoscópico. Esses explantes foram utilizados para os experimentos de 
tempos de imersão em solução de carregamento (20, 60, 90 e 120 minutos), 
seguida ou não pela imersão por 15 minutos em solução de vitrificação vegetal 2 
(PVS2). Foi avaliado o efeito de diferentes tempos de imersão em PVS2 (15, 30, 
45 e 60 minutos) de ápices caulinares não pré-cultivados ou pré-cultivados em 
meio WPM, com 0,3 M de sacarose por 0, 24 e 48 horas. Para esse último foram 
apenas avaliados os tempos de 15 e 30 minutos em PVS2, antes da 
criopreservação pela técnica de droplet vitrification. Também foi avaliada a 
criopreservação pela técnica de vitrificação utilizando-se os períodos de 15, 30, 
45 e 60 minutos em PVS2. Foram testados os meios WPM com 8,87 μM de 
BAP e WPM com 3,33 μM de BAP e 0,27 μM de ANA, para a regeneração dos 
ápices criopreservados. O tempo de imersão na solução de carregamento por 20 
minutos, com a posterior imersão em PVS2, permitiu a criopreservação. Ambas 
as técnicas de droplet vitrification e vitrificação permitiram a criopreservação de 
ápices caulinares de mangabeira. Também foi observado que o tempo de 24 
horas e o meio WPM, acrescido de 3,33 μM de BAP 0,27 μM de ANA, 
permitem uma maior porcentagem de retomada de crescimento de ápices após a 
criopreservação. 
 
 
Palavras-chave: Hancornia speciosa Gomes. Droplet vitrification. Vitrificação. 
Criopreservação. Conservação in vitro. 
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ABSTRACT 

 
Mangaba tree is a native species of the Northeast Coastal Tablelands and 

Cerrado, but due to speculation and expansion of agriculture is experiencing a 
process of genetic erosion. In order to minimize this problem ex situ 
conservation strategies can be adopted, but mangaba tree presents recalcitrant 
seeds and can not be stored in conventional seed banks, so it becomes necessary 
to develop other conservation strategies. Cryopreservation is the storage of 
biological materials at ultra-low temperature (-196 °C) which ensures the 
preservation for indefinite periods. The aim of this study was to develop 
cryopreservation protocols for mangaba tree shoot tips using the vitrification and 
droplet vitrification techniques. Shoot tips were excised with a scalpel in 
stereoscopic microscope from shoots in vitro established. These explants were 
used for the immersion experiments for different period in loading solution (20, 
60, 90 and 120 minutes), followed or not by immersion for 15 minutes in a plant 
vitrification solution 2 (PVS2). The effect of different periods of treatment in 
PVS2 (15, 30, 45 and 60 minutes) of shoot tips precultured or no-precultured in 
WPM medium with 0.3 M sucrose for 0, 24 and 48 hours were evaluated. For 
the latter, only the period of 15 and 30 minutes in PVS2 were evaluated prior 
cryopreservation by droplet vitrification technique. The cryopreservation by 
vitrification technique using different periods (15, 30, 45 and 60 minutes) of 
PVS2 treatment was also evaluated. The media WPM with 8.87 μM BAP and 
WPM with 3.33 μM BAP plus 0.27 μM NAA was evaluated for the optimization 
of the shoot tips regrowth after cryopreservation. The immersion in the loading 
solution for 20 minutes with subsequent immersion in PVS2 allowed to 
cryopreservation. Both, vitrification and droplet vitrification techniques, allowed 
the shoot tips cryopreservation, It was also observed that the 24-hour pre-culture 
on 0.3 M sucrose and the WPM medium plus 3,33 μM BAP and 0,27 μM NAA 
allowed a better regrowth percentage of cryopreserved shoot tips.  
 
 
Keywords: Hancornia speciosa. Droplet vitrification. Vitrification. 
Cryopreservation. In vitro conservation. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma frutífera nativa do 

Brasil que ocorre nos biomas da Mata Atlântica e Cerrado. A espécie possui 

potencial econômico devido à utilização de seus frutos para o consumo in 

natura, além da produção de sucos, doces e sorvetes (MOURA et al., 2011). 

Além disso, estudos recentes demonstraram que o extrato das folhas possui 

efeito anti-hipertensivo e vasodilatador (PEREIRA et al., 2012), enquanto o 

látex possui propriedades anti-inflamatórias (MARINHO et al., 2011). Essas 

recentes descobertas apontam também o potencial medicinal dessa espécie. 

Entre as principais dificuldades para a exploração comercial dessa 

espécie, estão o fato das sementes serem recalcitrantes e a dificuldade na 

propagação assexuada. Além disso, a mangabeira vem sofrendo processo de 

erosão genética em diversas populações naturais devido à expansão da atividade 

agropecuária e crescimento das cidades nas áreas naturais de ocorrência (SÁ; 

LÉDO; LÉDO, 2011). Nesse sentido, estudos de micropropagação são 

necessários para permitir a multiplicação dos genótipos de interesse (SÁ et al., 

2012), além de garantir formas para a conservação in vitro da diversidade da 

espécie (SANTOS et al., 2011). 

Atualmente, a conservação de populações de mangabeira é realizada por 

meio de bancos de germoplasma em campo, mas esses exigem um grande aporte 

financeiro (LI; PRITCHARD, 2009) e estão suscetíveis ao ataque de pragas e 

doenças (BARRACO; SYLVESTRE; ENGELMANN, 2011). Outra estratégia 

adotada é o desenvolvimento de protocolos de conservação in vitro através da 

técnica de crescimento lento com o emprego de sorbitol (SANTOS et al., 2011), 

manitol e ácido abscísico (SÁ; LÉDO; LÉDO, 2011). Engelmann (1991) e Lata 

et al. (2010) citam que a redução da temperatura do ambiente de cultivo é o 
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principal recurso para obter-se o crescimento lento, entretanto, para mangabeira 

não existe nenhum relato na literatura do uso deste recurso para a conservação in 

vitro. 

 A adoção dessa estratégia de conservação in vitro tem como vantagem a 

maior facilidade de troca de material vegetal entre instituições (PANTEÑA; 

BARBA, 2011). Entretanto, esse é um tipo de conservação a médio prazo que 

exige manutenção constante das coleções in vitro, aumentando os custos e o 

risco inerente de contaminação (BURRIT, 2008). 

Já a criopreservação, que é a conservação in vitro de material biológico 

em temperatura ultrabaixa (-196°C), em nitrogênio líquido (ENGELMANN, 

2011), é uma técnica muito bem-vinda de conservação ex situ, principalmente 

para as espécies em que a conservação em bancos de sementes não é viável 

(PILATTI et al., 2011), seja pela incapacidade de produção de sementes de 

algumas espécies ou por possuírem sementes recalcitrantes (KACZMARCZYK 

et al., 2011). O armazenamento em nitrogênio líquido é um método seguro e 

economicamente viável (SANT et al., 2008) e permite a conservação in vitro a 

longo prazo (CASTILLO et al., 2010; CEJAS et al., 2012; REED et al., 2011). 

Uma vez que esta espécie não possui nenhuma forma estabelecida de 

conservação a longo prazo, objetivou-se avaliar a eficiência das técnicas droplet 

vitrification e vitrificação para a criopreservação de ápices caulinares de 

mangabeira. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1 Material vegetal 
 

Sementes de mangabeira foram coletadas no município de Pirambu-SE, 

Brasil. Os frutos foram despolpados e, em câmara de fluxo laminar, as sementes 

foram desinfestadas com hipoclorito de sódio (2% de cloro ativo) durante 15 

minutos, em seguida lavadas com água destilada e autoclavada em abundância e 

inoculadas em meio WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980), suplementado com 

0,09M de sacarose, 7 g L-1 ágar e pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem à 

121ºC, durante 20 minutos (SOARES et al., 2009). Os explantes foram mantidos 

em sala de crescimento com temperatura de 25º±2ºC, irradiância de 36 µmol.m-

2s-1 e com fotoperíodo de 16 horas. Após 30 dias foram iniciados os ciclos de 

multiplicação. 

A partir das plântulas obtidas pela germinação in vitro, segmento nodais 

de mangabeira foram excisados e multiplicados em meio WPM, suplementado 

com 8,87 µM BAP (6-benzilaminopurina), 0,09M de sacarose e geleificado com 

7g L-1 ágar (SOARES et al., 2011). O pH do meio foi ajustado em 5,8 antes da 

autoclavagem. Os explantes foram subcultivados a cada 30 dias, por cinco vezes, 

e então os ápices caulinares foram extraídos para os testes de criopreservação.  

A temperatura da sala de crescimento durante a fase de micropropagação 

ou de cultivo dos ápices caulinares foi de 25°± 2°C, com fotoperíodo de 16h e 

irradiância de 36 µmol m-2s-1. 
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2.2. Efeito da solução de carregamento na criopreservação de ápices de 

mangabeira 

 
Os ápices caulinares (1 mm2) utilizados na criopreservação foram 

excisados de brotações de mangabeira multiplicadas in vitro com auxilio de um 

bisturi e um microscópio estereoscópico, em seguida foram submetidos a um 

pré-cultivo em meio WPM, suplementado 0,3 M de sacarose por 24 horas. 

Decorrido este intervalo, os ápices caulinares foram submetidos a diferentes 

tempos de exposição (20, 60, 90 e 120 minutos) à solução de carregamento 

composta de 2 M de glicerol + 0,4 M de sacarose dissolvido em meio Murashige 

e Skoog (1962), seguido ou não pela imersão em plant vitrification solution 

2(PVS2) a 0ºC, onde permaneceram por 15 minutos. A PVS2 é composta de 

3,26 M de glicerol + 2,42 M de etileno glicol + 1,9 M de dimetilsufóxido + 0,4 

M de sacarose, todos dissolvidos em meio MS líquido (SAKAI; KOBAYASHI; 

OIYAMA, 1990). 

A criopreservação foi realizada conforme a técnica de droplet 

vitrification (PANIS; PIETTE; SWENNEN, 2005) onde, antes da imersão em 

nitrogênio líquido (NL), os ápices foram acomodados em tiras de papel alumínio 

(1,5 × 0,5 cm), sobre uma superfície gelada. Os ápices caulinares ficaram 

imersos no NL por, no mínimo 30 minutos, antes do descongelamento em uma 

solução de descarregamento composta de 0,4 M de sacarose dissolvido em meio 

MS. Todas as soluções tiveram o pH ajustado em 5,8 e foram filtro-esterilizadas. 
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2.3 Comparação entre as técnicas de droplet vitrification e vitrificação 

 

2.3.1 Droplet Vitrification 

 
Os ápices caulinares de mangabeira com cerca de 1,0 mm2 foram 

excisados e imersos por 20 minutos, em solução de carregamento à temperatura 

ambiente. Em seguida, foi testada a imersão em PVS2 a 0°C, por diferentes 

intervalos de tempo (15, 30, 45 e 60 minutos). Os ápices foram acomodados em 

tiras de papel alumínio (1,5 × 0,5 cm) sobre uma superfície gelada antes da 

imersão em NL, onde permaneceram por 30 minutos. Após esse período, foi 

realizado o descongelamento por 15 minutos à temperatura ambiente em  

solução de descarregamento.  

 

2.3.1.1 Pré-cultivo em alta concentração de sacarose  

 

O efeito do pré-cultivo dos ápices caulinares em meio WPM com 0,3 M 

de sacarose foi avaliado. Os ápices foram pré-cultivados por 24 horas, em 

seguida tratados com solução de carregamento por 20 minutos, antes da 

exposição ao PVS2 (0°C) por 15, 30, 45 e 60 minutos ou, pré-cultivados por 48 

horas, em seguida tratados com solução de carregamento por 20 minutos, antes 

da exposição ao PVS2 (0°C) por 15 ou 30 minutos. Após o tratamento com 

PVS2, os ápices caulinares foram imersos em NL por 30 minutos e o 

descongelamento/descarregamento foi realizado em solução de descarregamento 

à temperatura ambiente por 15 minutos.  
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2.3.2 Vitrificação 

 

A criopreservação dos ápices por vitrificação foi realizada conforme 

metodologia descrita por Charoensub et al. (2003). Ápices caulinares foram 

excisados e pré-cultivados por 24 horas em meio WPM com 0,3M sacarose. 

Decorrido o pré-cultivo, os explantes foram tratados com solução de 

carregamento por 20 minutos antes da exposição ao PVS2 (0ºC) por 15, 30, 45 e 

60 minutos. Os ápices foram transferidos para criotubos juntamente com 1,0 mL 

de PVS2 e imersos no NL, por 30 minutos. O descongelamento foi realizado em 

banho-maria (40º±2ºC) por dois minutos. Após o descongelamento, a PVS2 foi 

rapidamente removida com o auxílio de uma pipeta de Pasteur e substituída por 

1,0 mL de solução de descarregamento à temperatura ambiente. O 

descarregamento ocorreu durante 15 minutos. 

 

 

2.4 Pós-descongelamento 

 
Após o descongelamento/descarregamento, os ápices caulinares foram 

inoculados e pós-cultivados por 24h, no escuro, em meio WPM com 0,3 M de 

sacarose, 20 ppm ácido ascórbico, 7 g L-1 ágar e pH 5,8. Após esse período, os 

ápices foram transferidos para o meio WPM, acrescido de 8,87 µM BAP, 7 g L-1 

ágar, 20 ppm ácido ascórbico, 0,09M de sacarose e pH de 5,8. Os explantes 

foram mantidos por mais seis dias no escuro e então transferidos para sala de 

crescimento com fotoperíodo de 16h por mais 21 dias, totalizando 30 dias de 

cultivo. Esse procedimento foi realizado para os experimentos de 

criopreservação descritos anteriormente e, para todos, foram avaliadas a 

retomada de crescimento dos ápices e a formação de calos.  
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Os ápices que sobreviveram ao processo de criopreservação, decorrida a 

primeira avaliação foram transferidos para tubos contendo o mesmo meio 

descrito acima e mantidos nas mesmas condições de crescimento. 

 

 

2.5 Teste de meio de retomada de crescimento de ápices após a 

criopreservação 

 
Neste experimento foi avaliado o efeito de diferentes composições de 

meio de cultura na fase de retomada de crescimento dos ápices caulinares de 

mangabeira criopreservados. A excisão dos ápices caulinares foi realizada 

conforme descrito anteriormente e os ápices foram pré e pós-cultivados, em 

meio WPM suplementado com 0,3 M de sacarose. O tempo de imersão em 

solução de carregamento foi de 20 minutos e o de imersão em PVS2 a 0ºC foi de 

30 minutos. Decorrido esses intervalos, os ápices foram imersos em NL, 

permanecendo por, no mínimo, 30 minutos. O descongelemento foi realizado em 

solução de descarregamento por 15 minutos. Após o pós-cultivo, foram testados 

dois meios (WPM, suplementado com 8,87 µM de BAP e 20 ppm de ácido 

ascórbico e 0,09 M de sacarose e WPM suplementado com 3,33 µM BAP, 0,27 

µM ácido naftalenoacético (ANA), 100 ppm de ácido ascórbico, 800 ppm de 

polivinilpirrolidona e 0,09 M de sacarose, ambos tiveram o pH ajustado em 5,8 e 

foram geleificados com 7 g L-1 de ágar. Após 30 dias, foi avaliada a retomada de 

crescimento dos ápices caulinares.  
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2.5 Delineamento experimental 

 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado.  

Para testar o efeito da solução de carregamento foram utilizadas quatro 

repetições por tratamento, cada repetição contendo cinco ápices caulinares. Para 

o teste do tempo de exposição ao PVS2 (droplet vitrification ou vitrificacão) 

foram utilizadas cinco repetições independentes por tratamento, cada uma 

composta por sete ápices criopreservados e três sem imersão no NL (controle). 

Os dados foram transformados através do arcosseno da porcentagem inicial.   

Para o teste de regeneração de ápices caulinares criopreservados foram 

utilizadas quatro repetições com 10 ápices caulinares para cada tratamento.  

Os dados foram submetidos à ANAVA e analisados por regressão, teste 

de Tukey ou pelo teste de t (P≤0,05), utilizando-se o software SISVAR 

(FERREIRA, 2011). 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Efeito da solução de carregamento na criopreservação de ápices 

 

A criopreservação de ápices de mangabeira apenas foi obtida com 

sucesso, quando se utilizou a PVS2 após o tratamento com a solução de 

carregamento. Os diferentes tempos de imersão à solução de carregamento, 

seguido pela imersão em PVS2 não afetaram a taxa de sobrevivência ou de 

retomada de crescimento dos ápices caulinares de mangabeira, apresentando 

média geral de 92,5% e 77%, respectivamente (Tabela 1).  
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Tabela 1: Sobrevivência e retomada de crescimento de ápices caulinares de mangabeira 

criopreservados com diferentes tempos de exposição à solução de carregamento, antes 

da exposição ou não a PVS2 por 15 minutos. 

Solução de carregamento 
(minutos) 

PVS2 Sobrevivência 
(%) 

Retomada de 
crescimento (%) 

20 -     0 b 0 b 
20 + 100 ± 0,0 a 78 ± 14,0 a 
60 -      0 b 0 b 
60 + 100 ± 0,0 a 80 ± 11,0 a 
90 -      0 b 0 b 
90 + 90 ± 5,0 a 85 ± 9,0 a 
120 - 0 b 0 b 
120 + 80 ± 11,0 a 65 ± 10,0 a 
Médias (± erro padrão) com as mesmas letras nas colunas não diferem pelo teste de 
Tukey (P≤0,05) 

 

O emprego da solução de carregamento tem como efeito iniciar o 

processo de desidratação das células devido ao gradiente osmótico da solução. A 

exposição por diferentes períodos a essa solução também foi estudado por Panis, 

Piette e Swennen (2005), onde foi observado que a imersão por até sete horas 

não afetava a taxa de regeneração em bananeira. Porém, Takagi et al. (1997) 

observaram que para taro (Colocasia esculenta (L) Schott) existe uma forte 

queda na sobrevivência dos explantes criopreservados, a partir de 20 minutos de 

exposição à solução de carregamento.   

Ainda de acordo com Takagi et al. (1997), a determinação do tempo 

adequado de imersão à solução de carregamento é necessária para que ocorra 

uma desidratação suficiente do explante e, ao mesmo tempo, uma diminuição 

dos efeitos deletérios causados pelo estresse osmótico e pela citotoxicidade das 

soluções. Esses fatores são determinantes para o sucesso da criopreservação. 

A técnica de droplet vitrification, assim como outras técnicas baseadas 

na vitrificação, tem como ponto-chave a sobrevivência ao processo de 

desidratação pela solução de PVS2, resistindo ao congelamento rápido com 

pouca ou nenhuma redução adicional de sobrevivência. O pré-cultivo e a etapa 
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de carregamento podem influenciar na tolerância e exposição a PVS2 (SAKAI; 

ENGELMANN, 2007). 

 

3.2 Comparação entre as técnicas de droplet vitrification e vitrificação 

 

3.2.1 Droplet vitrification sem pré-cultivo dos ápices caulinares 

 

Com relação à retomada de crescimento dos ápices caulinares sem pré-

cultivo, em meio WPM com altas concentrações de sacarose, a interação “tempo 

de exposição ao PVS2 × tipo de explante (controle e ápices criopreservados)” 

foi significativa (p= 0,00269). Ápices não criopreservados apresentaram 100% 

de retomada de crescimento, após 15 e 30 minutos de exposição ao PVS2. Após 

a criopreservação, a redução na taxa de retomada de crescimento foi observada 

e, de acordo com o teste de regressão, a máxima taxa estimada de retomada de 

crescimento (81%) ocorreria aos 51 minutos de tratamento com o PVS2. Esse 

resultado é similar à média real (82%) observada aos 60 minutos de exposição 

ao PVS2. Entretanto, após 15 minutos de exposição ao PVS2, somente 45% dos 

ápices criopreservados retomaram o crescimento (Figura 1). A formação de calo 

nos explantes foi inferior a 4,6% e não houve diferença significativa (p= 0,77) 

entre os diferentes períodos de exposição à solução de vitrificação vegetal. 
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Figura 1 Porcentagem de retomada de crescimento de ápices de mangabeira não 

imersos em nitrogênio líquido (- NL) ou criopreservados (+ NL) pela 
técnica de droplet vitrification sem pré-cultivo. 

  

O tratamento com tempo de 15 minutos de exposição à solução de 

vitrificação não deve ter promovido uma desidratação e osmoproteção ideal, 

dessa forma células com alto conteúdo de água livre, quando expostas ao NL, 

podem sofrer danos irreversíveis nas membranas devido aos efeitos da 

cristalização (MAZUR, 1984; SURANTHRAN et al., 2012). O uso da PVS2 

permite não apenas a desidratação, essencial para evitar a cristalização da água, 

mas também promove efeitos coligativos de crioproteção e de redução na 

mobilidade de moléculas, permitindo que as células vitrifiquem durante a 

imersão no NL (VOLK; WALTERS, 2006). 
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3.2.2 Droplet vitrification com pré-cultivo dos ápices caulinares 

O pré-cultivo dos ápices caulinares em 0,3 M de sacarose por 24 horas 

promoveu um aumento nas porcentagens de retomada de crescimento em todos 

os tempos de imersão em PVS2 testados para os explantes submetidos ao NL 

(Figura 2), quando comparados aos não pré-cultivados (Figura 1). A interação 

“tempo de exposição ao PVS2 × tipo de explante (controle x ápices 

criopreservados)” foi significativa (p = 0,0079). De acordo com a curva de 

regressão, ápices caulinares criopreservados apresentaram 90% de retomada de 

crescimento após 49 minutos de exposição ao PVS2 (Figura 2).  

‐NL  y = ‐0,5779x + 113,34
R² = 0,7861
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Figura 2 Porcentagem de retomada de crescimento de ápices de mangabeira não imersos 

em nitrogênio líquido (- NL) ou criopreservados (+ NL) pela técnica de 
droplet vitrification após pré-cultivo por 24 horas, em meio com 0,3 M de 
sacarose. 

 

A menor porcentagem de retomada de crescimento observada ocorreu 

nos explantes submetidos a 15 minutos de exposição ao PVS2 (67%, Figura 2). 

Esta porcentagem representa um incremento de 22% com relação aos explantes 
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não pré-cultivados em meio com 0,3 M de sacarose e expostos a PVS2 pelo 

mesmo período de tempo (Figura 1).  

O incremento na sobrevivência dos explantes pode ser atribuído ao 

efeito benéfico da absorção de sacarose durante o pré-cultivo que promove tanto 

a redução do conteúdo de água dos explantes por desidratação (efeito osmótico) 

quanto a redução do ponto de congelamento da água presente nos tecidos 

(PANIS et al., 1996). Além disso, a sacarose aumenta a proteção das membranas 

celulares durante o resfriamento (CARPENTIER et al., 2010; QUAIN et al., 

2009). De acordo com Burrit (2008), os açúcares solúveis, glicose e frutose, 

exercem um importante papel na estabilização da bicamada fosfolipídica e de 

proteínas em condições de baixas quantidades de água. 

A formação de calo nos explantes pré-cultivados foi de 16% em média. 

Embora esse valor seja maior que o obtido para explantes não pré-cultivados 

(4,6%), não foi observada diferença estatística (p = 0,56) para os diferentes 

tempos de exposição ao PVS2.   

A criopreservação de ápices caulinares pela técnica de vitrificação 

também necessita do uso de soluções constituídas por substâncias que 

promovam a osmoproteção. Além disso, a alta osmolaridade dessas soluções 

promovem uma desidratação severa do explante. Assim, o sucesso da 

criopreservação está ligado ao balanço hídrico nas células e ao uso de 

substâncias crioprotetoras (VOLK; WALTERS, 2006). 

Crioprotetores podem ser tóxicos (FULLER, 2004) e as substâncias que 

compõem a PVS2, principalmente o DMSO, podem levar à morte celular, 

especialmente se a imersão ocorre em temperaturas superiores a 0ºC ou se o 

período de exposição for muito prolongado (FULLER, 2004; PANIS; PIETTE; 

SWENNEN, 2005). 

Na tentativa de elevar a porcentagem de sobrevivência e, ao mesmo 

tempo, reduzir o período de tratamento com PVS2, ápices de mangabeira foram 
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pré-cultivados em meio com 0,3 M de sacarose por 48 horas e tratados por 15 ou 

30 minutos com a PVS2. Entretanto, não houve diferenças significativas com 

relação à retomada de crescimento dos ápices após 48 horas de pré-cultivo. 

Explantes tratados com PVS2 por 15 minutos e pré-cultivados por 48 horas 

(Figura 3) apresentaram praticamente a mesma porcentagem de retomada de 

crescimento quando não foram submetidos ao pré-cultivo (Figura 1) enquanto 

que os ápices tratados por 30 minutos em PVS2 (Figura 3) apresentaram uma 

redução na retomada de crescimento de, aproximadamente, 30% quando 

comparado aos não pré-cultivados (Figura 1).  A formação de calo nos explantes 

pré-cultivados por 48 horas em WPM contendo 0,3M de sacarose foi de cerca de 

4%, não diferindo da porcentagem observada para explantes não pré-cultivados. 
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Figura 3 Porcentagem de retomada de crescimento de ápices de mangabeira controle e 

criopreservados pela técnica droplet vitrification após pré-cultivo, em meio 
com 0,3M de sacarose por 48 horas. Letras maiúsculas são comparações 
entre diferentes períodos de exposição ao PVS2 para ápices caulinares 
imersos (+NL) ou não (–NL) em nitrogênio líquido. Letras minúsculas são 
comparações dentro de cada período de PVS2. Médias (± erro padrão) com 
a mesma letra, para cada tipo de comparação, não diferem entre si de acordo 
com o teste de Tukey (P ≤ 0,05).  

 

O choque osmótico provocado pelas soluções de carregamento, PVS2 e 

descarregamento utilizadas na criopreservação, principalmente pela longa 

exposição ao PVS2 somado ao efeito do pré-cultivo em alta concentração de 

sacarose, podem promover efeitos deletérios nos explantes (HALMAGYI; 

PINKER, 2006; RABA’A; SHIBLI; SHATNAWI, 2012). Essa redução da 

sobrevivência dos explantes após períodos maiores de pré-cultivo também foi 

observada por (COSTE et al., 2012; SHATNAWI; JOHSON, 2004). 
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Matsumoto, Sakai e Yamada (1994) observaram que plantas de wasabi pré-

cultivadas por três dias em 0,3-0,7M de sacarose também apresentavam redução 

na sobrevivência após a criopreservação. 

 

3.2.3 Vitrificação 

 

Com relação à técnica clássica de vitrificação, foram observadas 

diferenças significativas na retomada de crescimento de ápices de mangabeira 

criopreservados, com relação ao tempo de exposição ao PVS2 (p = 0,0001) 

Usando-se a curva de regressão, foi possível estimar o máximo valor de 

retomada de crescimento, 74% aos 60 minutos de imersão em PVS2. A 

retomada de crescimento para os ápices não criopreservados não apresentou 

diferença significativa (p=0,0665) com média geral de 85% e apenas 7% dos 

ápices tratados com PVS2 por 15 minutos e criopreservados usando a técnica de 

vitrificação retomaram o crescimento após o descongelamento  (Figura 4). 

 

 



83 
 

 
 

y = ‐0,0265x2 + 3,3244x ‐ 33,171
R² = 0,8754

0

20

40

60

80

100

15 30 45 60

R
et
om
ad
a d
e 
cr
es
ci
m
en
to
 (%
)

Tempo de imersão em PVS2 (min)
 

Figura 4 Porcentagem de retomada de crescimento de ápices de mangabeira imersos em 
nitrogênio líquido pela técnica de vitrificação após pré-cultivo por 24 horas, 
em meio com 0,3 M de sacarose. 

 

De maneira geral, as taxas de retomada de crescimento utilizando a 

vitrificação (Figura 4) foram inferiores às obtidas pela técnica de droplet 

vitrification (Figura 2). Esse baixo percentual de retomada de crescimento com 

períodos inferiores a 30 minutos de PVS2 também foi observado em ápices de 

Carica papaya L. criopreservados pela técnica de vitrificação (TSAI et al., 

2009). Assim como na mangabeira, Chen et al. (2011) observaram que o método 

da droplet vitrification foi mais eficiente na criopreservação de lírio quando 

comparado à vitrificação. 

Ao comparar as duas técnicas aplicadas, percebe-se que a principal 

diferença refere-se ao processo de descongelamento. Droplet vitrification e a 

vitrificação clássica envolvem taxas de congelamento ultrarrápida (PANIS et al., 

2011; SAKAI; ENGELMAN, 2007) e rápida (MAZUR, 1984; PANIS; 

LAMBARDI, 2005), respectivamente. Desta forma, evitando-se a cristalização 

da água (MAZUR, 1984). Entretanto, o descongelamento na droplet vitrification 
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permite também um descongelamento ultrarrápido (CONDELLO et al., 2011; 

PANIS et al., 2011; PANIS; PIETTE; SWENNEN, 2005; SAKAI; 

ENGELMAN, 2007), enquanto o método de vitrificação, permite apenas, um 

rápido reaquecimento.  

A fase de descongelamento é um dos pontos críticos na criopreservação 

devido ao fenômeno da recristalização (HOPKINS et al., 2012). A 

recristalização pode ocorrer caso o descongelamento não seja rápido o suficiente 

para prevenir o fenômeno da agregação de pequenos cristais, levando ao 

crescimento do cristal de gelo. A formação de cristais de gelo geralmente 

promove danos celulares (GONZALEZ-ARNÃO et al., 2008; HOPKINS et al., 

2012; MAZUR, 1984). 

O aumento na porcentagem da retomada de crescimento dos ápices 

caulinares tratados com PVS2 por somente 15 minutos está diretamente 

relacionado com o pré-cultivo em 0,3 M de sacarose por 24 horas (Figura 1 e 2). 

Já para os explantes que foram pré-cultivados com a mesma concentração de 

sacarose e período de exposição na técnica de vitrificação apresentaram menores 

porcentagens de retomada de crescimento, entretanto, essa redução 

provavelmente não foi motivada pelas etapas anteriores ao congelamento, pois o 

congelamento é ultra-rápido (MAZUR, 1984; PANIS; LAMBARDI, 2005) e, 

também não está relacionado à excisão ou toxicidade, pois os controles (não 

inserido no nitrogênio líquido) exibiram elevadas taxas de retomada de 

crescimento (86%). A menor taxa de retomada de crescimento dos ápices de 

mangabeira criopreservados pela técnica de vitrificação pode ter sido 

influenciada pelo descongelamento mais lento e, consequentemente, pela 

recristalização. 

O sucesso da aplicação da droplet vitrification em ápices de mangabeira, 

comprova o potencial dessa técnica para a criopreservação de uma variedade de 

espécies vegetais, como observado anteriormente para crisântemo (LEE et al., 
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2011), lírio (CHEN et al., 2011), mamão (KAITY et al., 2008), banana (PANIS; 

PIETTE; SWENNEN, 2005), entre outras. Com relação à vitrificação, existem 

protocolos para diversas espécies tropicais como mandioca (CHAROENSUB et 

al., 2003), citrus (AL-ABABNEH; KARAM; SHIBLI, 2002) entre outras. 

Para as espécies nativas brasileiras, a maioria dos relatos referem-se à 

criopreservação de sementes ortodoxas (NOGUEIRA et al., 2011; PILLATTI et 

al., 2011). O desenvolvimento de protocolos de criopreservação utilizando a 

vitrificação e droplet vitrification pode contribuir efetivamente para a 

criopreservação de outras espécies nativas, principalmente aquelas que possuam 

sementes recalcitrantes. Como evidenciado nesse estudo, os ápices submetidos à 

criopreservação apresentaram altas porcentagens de retomada de crescimento e 

apresentaram desenvolvimento normal com emissão de novas folhas e aumento 

de tamanho (Figura 5).  

 

 
Figura 5 Ápices caulinares de Hancornia speciosa após a criopreservação pela técnica 

de droplet vitrification. Ápices caulinares com um dia (A), 30 dias (B) e 90 
dias (C), após a criopreservação. Barras = 1 mm (A e B) e 1 cm (C). 

 

3.3 Efeito do meio de cultivo na etapa pós-descongelamento 

 

Foi observada uma diferença significativa na regeneração dos ápices 

caulinares (p = 0,045), com relação ao meio de cultivo empregado na etapa de 
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pós-descongelamento, a combinação de BAP e ANA, bem como a adição da 

polivinilpirrolidona juntamente com o ácido ascórbico permitiram uma maior 

retomada de crescimento (Figura 6).   
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Figura 6 Porcentagem de retomada de crescimento de ápices caulinares de mangabeira 
criopreservados e inoculados em diferentes meios de cultura. Médias (± erro 
padrão) com a mesma letra, para cada tipo de comparação, não diferem entre si, 
de acordo com o teste t (P ≤ 0,05).  

 
 

 

4 CONCLUSÕES 

 

O tempo de imersão em solução de carregamento por 20 minutos com a 

posterior imersão em PVS2 por 15 minutos possibilita a criopreservação de 

ápices caulinares de mangabeira. 
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A utilização das técnicas da droplet vitrification e de vitrificação 

mostraram-se viáveis e podem ser utilizadas para a criopreservação de  ápices 

caulinares de mangabeira. 

O pré-cultivo dos ápices caulinares de mangabeira por 24 horas, em 

meio WPM com 0,3M de sacarose aumenta a sobrevivência dos explantes 

criopreservados pela técnica droplet vitrification. 

O meio WPM acrescido de 3,33 µM de BAP, 0,27 µM de ANA, 100 

ppm de ácido ascórbico e 800 ppm de polivinilpirrolidona pode ser empregado 

na fase de cultivo dos ápices caulinares após a criopreservação.   
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