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RESUMO GERAL

A mangabeira ¢ uma espécie nativa do Brasil que apresenta potencial
econdmico devido a producdo de polpas, sorvetes e doces a partir de seus frutos.
Apesar desse potencial, a espécie ainda estd em processo de domesticacdo e as
populacdes naturais vém sofrendo erosdo genética. O cultivo e a conservagao in
vitro por meio da criopreservagdo sdo alternativas para a propagacdo em larga
escala bem como a preservagdo da diversidade vegetal da espécie. O presente
estudo teve como objetivos: (i) investigar o cultivo in vitro (germinagdo de
embrides zigdticos, enraizamento in vitro e aclimatizacdo) e (ii) desenvolver
protocolos de criopreservacao de apices caulinares. Para os experimentos de
micropropagacdo, embrides zigdticos de mangabeira foram excisados e
desidratados em camara de fluxo laminar por diferentes tempos e inoculados em
meio WPM. Foi investigada a formulagio MS e WPM, com 8,87 uM de
benzilaminopurina (BAP) para a regeneracdo de 4pices caulinares. No
enraizamento in vitro, foram avaliados os efeitos de diferentes auxinas AIA,
ANA, AIB em diferentes concentragdes. Na aclimatizagdo foram avaliados
diferentes substratos. Para a criopreservacao, foram testados diferentes tempos
de imersdo em uma solugdo de carregamento rica em sacarose, seguida ou nio
pela imersdo em PVS2. Os épices caulinares foram pré-cultivados ou ndo em
meio WPM com 0,3 M de sacarose por 0, 24 e 48 horas foram imersos em PVS2
a 0 °C, por diferentes periodos antes da imersdo em nitrogénio liquido. Foi
observado que embrides zigéticos de mangabeira perdem a viabilidade com o
aumento do periodo de desidratagdo. O emprego de 9,84 uM das auxinas
avaliadas promoveu um maior desenvolvimento em termos de massa das raizes.
A aclimatizacdo pode ser realizada com sucesso, independente dos substratos
utilizados. Os experimentos de criopreservacdo demonstraram que 20 minutos
de tratamento em solucdo de carregamento com a posterior imersdo em PVS2
permitiu a criopreservagdo dos apices. Ambas as técnicas de droplet vitrification
e vitrificacdo permitiram a criopreservagdo de apices caulinares de mangabeira.
Foi observado que o tempo de 24 horas de pré-cultivo dos apices permitiu uma
maior porcentagem de retomada de crescimento apos a criopreservacdao. O meio
WPM acrescido de 3,33 uM de BAP, 0,27 uM de ANA permite uma maior
retomada de crescimento dos apices apos a criopreservagao.



Palavras-chave: Mangabeira. Espécie nativa. Rizogénese in vitro. Conservagéo

in vitro. Criopreservacao.



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 uM 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 uM BAP. The use of 9.84 uM 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 uM BAP + 0.27 uM 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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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO

O Cerrado ¢ um dos principais biomas brasileiros e abrangia cerca de
24% do territério nacional. O bioma apresenta uma elevada biodiversidade
vegetal, com cerca de 7.000 espécies, dessas 44% sdo consideradas endémicas
(KLINK; MACHADO, 2005). Apesar dessa grande riqueza de recursos
genéticos, as dreas de ocorréncia naturais estdo sendo suprimidas para a
implantagdo de atividades agricolas.

A expansdo da agricultura ¢ propiciada pelas condigdes climaticas
favoraveis (GALHARTE; CRESTANA, 2010), além dos recentes avangos
tecnoldgicos no manejo dos solos e das culturas (BATLE-BAYER; BATIES;
BINDRABAN, 2010). Essas alteracdes ambientais trazem consequéncias como
a fragmentagdo das areas e erosdo genética de espécies nativas. Apesar disso,
iniciativas para a conservagdo in situ como a criagdo de unidades de
conservagdo, como parques, reservas e estagdes ecologicas, abrangem menos de
cinco por cento da area original do Cerrado (KLINK; MACHADO, 2005).

Para a manuteng@o de diversas espécies do Cerrado, a conservacdo ex
situ, por meio de bancos de sementes, criobancos e bancos de germoplasma em
campo poderiam ser adotados. Entretanto, essa tltima forma de conservagao esta
suscetivel a desastres naturais e ocorréncia de pragas e doengas que podem
dizimar uma colegdo inteira, repentinamente (RAI et al., 2009).

Outras limitagdes dos bancos de germoplasma em campo estdo
relacionadas a limitada abrangéncia da diversidade genética que pode ser
conservada devido a necessidade de grandes areas e o alto custo de manutencao
(DULLOO et al., 2009). Essas estratégias de conservagdo ex sifu sao
consideradas complementares a conservagdo in sifu € servem para assegurar a
conservacdo de espécies ameacadas ou que estdo sofrendo erosdo genética

(ENGELMANN, 2011; VOLIS; BLECHER, 2010).
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Entre as espécies que sofrem com a erosdo genética destaca-se a
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes). A mangabeira € uma arvore frutifera
nativa do Brasil, cuja area de ocorréncia 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, introdugdo de pastagens, fogo e fragmentagdo das areas,
diversas espécies t€ém a sua sobrevivéncia ameagada (DURIGAN; SIQUEIRA;
FRANCO, 2007), incluindo a mangabeira.

A mangabeira possui um grande potencial economico devido as diversas
possibilidades de aproveitamento de seus frutos, seja para o consumo in natura,
producdo de sucos, doces, sorvetes e compotas (SOARES et al., 2011). Apesar
da grande demanda por frutos, a producdo ¢ basicamente extrativista, ndo sendo,
portanto, suficiente para atender a industria de processamento de frutos,
limitando a conquista de novos mercados (BESSA et al., 2012).

Esta caracteristica de producdo também confere a mangabeira uma
importancia social para as familias da regido Norte de Minas Gerais e do
Nordeste, pois a coleta dos seus frutos, além de contribuir para a seguranca
alimentar, ¢ fonte de renda para essas familias (LIMA et al., 2012). Porém, essa
atividade também proporciona um impacto sobre as populagdes naturais da
espécie.

Uma das formas de reduzir a press@o antrépica que a mangabeira sofre
seria por meio da implantagdo de plantios comercias. Dentre os problemas para a
implantacdo destaca-se o fato das sementes serem recalcitrantes (PINHEIRO et
al., 2001). As sementes recalcitrantes ndo podem ser armazenadas por longos
periodos, pois ndo toleram a desidratagdo necessaria para serem armazenadas em
baixas temperaturas (ENGELMANN, 2011). Nesses casos, a aplicagdo de
técnicas de cultura de tecidos permite superar a dificuldade da propagacao por

via sexuada, através da micropropagacao (PINHAL et al., 2011).
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A cultura de tecidos pode ainda auxiliar na conservacdo de material
genético por meio da conservagdo in vitro. A conservagdo in vitro consiste em
manter o material in vitro seja por meio do crescimento lento ou através da
criopreservacdo. Essa tultima técnica consiste na conservacdo de material em
nitrogénio liquido a -196°C, sendo que essas condi¢des garantem a conservagao
a longo prazo (REED et al., 2011).

A criopreservagdo ¢ um método seguro que permite a repetibilidade dos
protocolos e possibilidade de armazenamento por periodos indeterminados sem
qualquer alteracao nos materiais armazenados (CHEN et al., 2011).

Objetivou-se, neste trabalho, estudar diferentes etapas do cultivo in vitro
de mangabeira e a eficacia de diferentes técnicas de criopreservagdo, visando a

conservacao in vitro de Hancornia speciosa Gomes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mangabeira

Hancornia speciosa Gomes ¢ uma espécie pertencente a familia
Apocynaceae e a classe Dicotyledoneae. O género do qual faz parte apresenta
seis variedades botanicas 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 ¢ uma arvore que pode atingir dez metros de altura,
apresenta casca com coloracdo escura, fendilhada ou integra. As folhas sdo
opostas e pecioladas, oblongas, coriaceas e glabras. A inflorescéncia localiza-se
no apice dos ramos, com duas a cinco flores hermafroditas, ocasionalmente
flores isoladas. As flores sdo brancas e aromaticas com trés a quatro centimetros
de comprimento (VIEIRA NETO et al., 2009).

O fruto da mangabeira ¢ uma baga elipsdide, carnosa, de coloragdo
amarela esverdeada, didmetro 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 (SALOMAO;
SANTOS; MUNDIM, 2004). O suco ¢ viscoso, a polpa é branca, acidulada,
perfumada e saborosa (VIEIRA NETO et al., 2009). As sementes apresentam
formato discoides, sendo achatadas e com sete a oito milimetros de didmetro,
coloragdo 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 distribuicdo geografica,
desde o estado do Amapa até o estado de S@o Paulo. Plantas nativas sio
encontradas vegetando em dareas com solos arenosos, acidos, pobres em

nutrientes € em matéria organica, tipicos das regides de cerrado e baixadas
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litordneas. Com relacdo ao Cerrado, a mangabeira ocorre principalmente em
encostas pedregosas (MACHADO et al., 2004) e segundo Ganga et al. (2010),
nas fisionomias de cerraddo, cerrado sentido restrito € campo sujo ou campo
rupestre.

Nas dareas litoraneas, devido as pressdes antropicas, o germoplasma
dessa espécie esta ameacado, mas ainda ndo existem registros da presenca da
mangabeira em nenhuma lista de espécies em extingdo (VIEIRA NETO et al.,
2009). No Cerrado, a expansdo da agricultura, o manejo inadequado dessas
areas, o desmatamento e o extrativismo predatorio ocasiona grandes danos a esse
bioma (MACHADO et al., 2004; PINHAL et al., 2011) e consequentemente, as
populacdes de mangabeira.

A degradagdo das areas naturais de ocorréncia compromete a produgdo
de frutos, pois a maior parte da produgdo de mangaba € oriunda do extrativismo
(MOTA; SANTOS, 2008). Essa dependéncia da coleta extrativista deve-se ao
fato de que a espécie ainda esta em fase de domesticagdo e ndo existem plantios
racionais e tecnificados em escala comercial (SOARES et al., 2009).

Atualmente, as familias que realizam o extrativismo comercializam os
frutos em feiras livres ou, principalmente, esses sdo destinados as centrais de
abastecimento (CEASAS), grandes redes de supermercados e industrias de
processamento de polpa, porém, a demanda por parte das industrias é maior que
a oferta atual (VIEIRA NETO et al., 2009). Os frutos podem ser aproveitados
para a producdo de sorvetes, refrescos, compotas, doces ¢ xaropes (GOMES,
2007).

A propagacdo de Hancornia speciosa, na maioria dos casos, ¢ realizada
pela via sexuada, devendo as sementes ser extraidas de frutos maduros e ter a
polpa retirada por meio de lavagem com agua, pois essa impede a germinagao

(BARROS, 2006).
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Além da propagagdo, por ser uma cultura ainda em fase de
domesticagdo, diversos aspectos necessitam de maiores estudos, entre esses
fatores pode-se destacar a propagacdo vegetativa, selecdo de genotipos
promissores, desenvolvimento e adaptagdo de praticas culturais. Assim o
desenvolvimento de tecnologias de propagagdo in vitro também sdo de grande
importancia para programas de conservacdo de recursos genéticos e

melhoramento (LEDO et al., 2007).

2.2 Cultivo in vitro

A cultura de tecidos ¢ uma técnica aplicada com diversas finalidades,
sendo a propagacao vegetativa in vitro realizada a partir de pequenos fragmentos
de uma planta, também denominada de micropropaga¢do (GEORGE; HALL;
KLERK, 2008), a de maior impacto (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
Essa forma de propagagdo pode minimizar ou resolver dificuldades com relagéo
a multiplicacdo sistematizada de plantas frutiferas do Cerrado, pois algumas
espécies nativas apresentam dificuldade na propaga¢ao seminifera (MACHADO
etal., 2011; PINHAL et al., 2011).

Outra dificuldade para a propagacdo de espécies nativas ¢ a ocorréncia
de heterogeneidade na maturagdo dos frutos e a presenca de algum tipo de
dorméncia das sementes (COSTA; NEPOMUCENO; SANTANA, 2010), o que
geralmente compromete a germinacdo e producdo de mudas em escala
comercial. Com isso, a cultura de tecidos ¢ uma alternativa para a produgdo de
mudas uniformes a qualquer época do ano, com isencdo de pragas e doengas,
além de permitir o intercAmbio de material genético, resgate de germoplasma e

preservagdo de material genético ameagado (PINHAL et al., 2011).
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Estas diversas aplicagdes sdo possiveis, pois a micropropagacao
compreende diversas etapas, desde o estabelecimento inicial do explante in vitro,
a multiplicagdo, a rizogénese até a aclimatiza¢do da microplanta (BASTOS et
al., 2007). A rizogénese, ou a formacao de raizes adventicias, ¢ uma das etapas
primordiais na propagacdo vegetativa e nessa fase podem ocorrer perdas
motivadas por explantes que ndo formaram raizes ou formaram raizes pouco
desenvolvidas (KLERK; KRIKEN; JONG, 1999; LIU; GILDING; GODWIN,
2013).

O enraizamento in vitro depende da interagdo de muitos fatores
fisiologicos, bioquimicos e ambientais, além da variagdo genotipica. Para o
inicio da rizogénese existe uma relacdo quantitativa entre os niveis de auxinas e
citocininas endogenas (ASSIS; TEIXEIRA, 1998; FERREIRA et al., 2011). As
auxinas sdo geralmente apontadas como a classe de fitorreguladores capazes de
promover uma acentuada formag¢do de primordios radiculares, porém as resposta
as auxinas ndo sdo universais (KLERK; KRIKEN; JONG, 1999) e a combinagao
de fitorreguladores pertencente a classes de auxinas também alteram o numero e
o desenvolvimento de primérdios radiculares (LIU; GILDING; GODWIN,
2013). As auxinas mais empregadas para o enraizamento in vitro sdo: o acido
indol-acético (AIA), o acido 3-indolbutirico (AIB) e o acido naftalenoacético
(ANA) (ASSIS; TEIXEIRA, 1998).

O enraizamento pode ser dividido em trés etapas, sendo a primeira
denominada de desdiferenciagdo, na qual as células tornam-se competentes para
a resposta rizogénica a auxina. A indugdo ¢ a fase seguinte e nesse estadio
algumas células, pela acdo da auxina, tornam-se determinadas para a formacao
de raizes. O ultimo estadio ¢ o da diferenciagdo em que ndo ¢ mais necessario
nenhum sinal e as células produzem o primérdio radicular no qual ird se

desenvolver a raiz adventicia (KLERK, 2002).
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Apos o processo de enraizamento, a nova etapa, que deve ser superada, é
a fase de aclimatizagdo. Essa fase consiste na retirada da plantula da condi¢ao in
vitro para a condi¢do ex vitro, ou seja, a transferéncia da sala de crescimento
para a casa-de-vegetacdo (MOREIRA et al., 2006) e, posteriormente, para o
campo. A aclimatizacdo ¢ uma etapa delicada, pois as plantulas oriundas do
cultivo in vitro sdo sensiveis a desidratagdo e tenras. Isso se deve ao ndo
desenvolvimento de uma cuticula espessa- o que permite uma alta taxa de
transpiragdo cuticular- além disso, as paredes celulares ndo apresentam a rigidez
necessaria para a sustenta¢ao da nova planta. As folhas de plantulas cultivadas in
vitro s3o delgadas e apresentam uma taxa fotossintética muito baixa, além de
possuirem estdmatos ndo funcionais. Essas caracteristicas sdo fonte de estresse
logo apos o transplantio (COUTO; WAGNER JUNIOR; QUEZADA, 2003).

A escolha do substrato é outro ponto que deve ser observado na
aclimatizacdo de plantulas 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 aclimatizacdo (COUTO; WAGNER
JUNIOR; QUEZADA, 2003) pois ele influencia a qualidade das raizes que sdo
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 aplicacdes da cultura de tecidos,
somente a partir do ano 2000 intensificaram-se os estudos de propagacdo in vitro
para a mangabeira. Esses trabalhos fornecem subsidios relevantes para
programas de melhoramento e conservagio de recursos genéticos (LEDO et al.,

2007).
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A germinacdo de sementes de mangabeira em meio de cultura foi
estudada por diversos pesquisadores (LEDO et al., 2007; PINHEIRO et al.,
2001; SOARES et al., 2009), sendo obtidos altos indices de germinagdo
utilizando os meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e WPM (LLOYD;
MCCOWN, 1980).

Com relacdo a indugdo de brotacdes em mangabeira a partir de
segmentos nodais, Soares et al. (2007) estudaram o efeito do BAP e
determinaram que o acréscimo de 8,87 pM desse regulador promove a formacao
de brota¢des mais desenvolvidas. No mesmo estudo, os autores avaliaram a
efetividade do emprego de ANA e AIB no enraizamento in vitro. Entretanto, o
enraizamento nao 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 formagdo de raizes, quando se adicionou
AIB ao meio. Nesse mesmo estudo os autores relataram que o efeito residual do

BAP persiste até, pelo menos, trés subcultivos.

2.3 Conservagao in vitro

A conservagdo in vitro consiste na manutencio de material bioldgico em
condigdes assépticas. Entre as formas de conservagao in vitro pode-se empregar
o crescimento lento ou a criopreservagdo. O crescimento lento ¢ uma técnica de
conservacdo a médio prazo e consiste na alteracdo da constituicdo do meio de

cultura e ou do ambiente, como a redugdo da temperatura e da intensidade
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luminosa. Essas alteracdes reduzem a taxa de crescimento dos explantes e os
subcultivos podem ter intervalos maiores (ENGELMANN, 2011).

A criopreservagdo ¢ uma forma de conservacao de material bioldgico em
nitrogénio liquido a -196°C ou em sua fase de vapor a -150°C. Essa baixa
temperatura ndo permite a ocorréncia de reagdes metabdlicas dirigidas
termicamente, garantindo a viabilidade do armazenamento do material biologico
sem que esse sofra modificagdes ou alteracdes genéticas por um periodo
indeterminando (SANTOS, 2004). Apenas reagdes fotofisicas podem ocorrer
nessas condi¢des, como quebra de macromoléculas e formacdo de radicais
livres, porém somente se submetidas a radiagoes ionizantes (MAZUR, 1984).

A criopreservagdo pode ser aplicada para a conservacao de diferentes
tipos de explantes, dentre os quais pode-se citar: protoplastos, suspensoes
celulares, calos embriogénicos, gemas apicais e laterais, meristemas, sementes,
embrides zigdticos e somaticos (BENSON, 2008). As cole¢des sao mantidas em
pequenos espagos, permanecem protegidas de contaminagdo e requerem uma
pequena manutengdo (ENGELMANN, 2004). Além disso, o custo do
armazenamento em um banco criogénico requer um aporte financeiro menor ao
longo dos anos comparado a outros sistemas disponiveis de conservagdo de
material genético, como bancos de germoplasma em campo e a conservagao in
vitro por meio de crescimento lento (DULLOO et al., 2009; ENGELMANN,
2004; SANTOS, 2004).

Para o sucesso na criopreservacdo ¢ essencial evitar a formacdo de
cristais de gelo no interior da célula, sendo a temperatura entre -15 a -60°C
critica, pois ¢ a faixa em que ocorre a nucleagdo e formacdo de cristais de gelo.
Além disso, o explante ¢ 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 formacdo de cristais de gelo provoca danos nos sistemas de
membranas comprometendo a semipermeabilidade. Materiais como suspensodes
celulares, calos, apices caulinares e embrides apresentam altos conteudos de
agua na célula e sdo passiveis de formacao de cristais de gelo (ENGELMANN,
2011). Além disso, o congelamento e o reaquecimento pode levar a desnaturagdo
de enzimas (ARAKAWA et al., 1990) o que pode tornar inviavel a retomada do
metabolismo do organismo.

A prevencdo da formagdo de cristais de gelo pode ser obtida pela
vitrificagdo, por meio de um congelamento rapido. A vitrificagdo ¢ definida
como a transi¢do direta da agua no estado liquido para um estado amorfo ou
vitreo (ENGELMANN, 2011) ou, em outras palavras ¢ a solidificagdo de
liquidos sem a cristalizagdo. Esse processo ¢ dependente do incremento da
viscosidade da solugdo que ocorre quando os solutos tornam-se mais
concentrados (SANTOS, 2000).

O aumento da viscosidade reduz a formagao de cristais de gelo, porém o
estado de vitrificagdo € instavel, principalmente durante o descongelamento.
Nessa etapa, pode haver formagdo de grandes cristais de gelo quando este
comega a passar do estado vitrificado para o estado liquido. Pequenos cristais de
gelo presentes no estado vitrificado podem, durante o descongelamento, agregar-
se e formar cristais maiores que levardo a ocorréncia de danos celulares
(MAZUR, 1984). Para evitar a recristalizacdo, o material deve ser retirado do
nitrogénio liquido e rapidamente descongelado (BENSON, 2008).

O estado vitreo pode ser favorecido pelo uso de solugdes de vitrificagdo
ou pelo emprego de técnicas de desidratagdo (SAKAI; HIRAI; NIINO, 2008).
Obtém-se o estado de vitrificacdo pelo congelamento rapido em nitrogénio
liquido. Para tanto ¢ necessario que a solucdo celular esteja muito concentrada
para evitar injurias letais durante o congelamento. J4 a desidratagdo pode ser

obtida em cadmara de fluxo, por congelamento lento, pela aplicacdo de
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substancias crioprotetoras penetrantes ou ndo, ou ainda, pela utilizacdo das
técnicas em conjunto (PANIS; SWENNEN, 2005).

As substancias crioprotetoras devem ter a capacidade de penetrar nas
células e, ao mesmo tempo, apresentar reduzida toxicidade nas concentragdes e
periodos de exposi¢do requeridos para a sua eficacia. A penetragdo dessas
substancias contribui para uma maior osmolaridade do sistema. Entre as
substancias empregadas normalmente para este fim estdo: a sacarose, o glicerol,
o dimetilsulfoxido (DMSO) e o metanol (BENSON, 2008). A sacarose também
¢ muito utilizada na fase de pré-cultivo dos explantes (SHATNAWI; JOHSON,
2004), ou seja, antes de submeter o material & imersdo em nitrogénio liquido.
Tanto a concentragdo quanto o tempo de exposicdo dos explantes a sacarose
devem ser otimizadas para cada espécie.

Os crioprotetores podem ser agrupados em trés categorias: penetrantes a
parede celular e membrana plasmatica (glicerol, etilenoglicol ¢ DMSO),
penetrantes a parede celular (aminoacidos como prolina, oligossacarideos como
sacarose e manitol, e polimeros com baixo peso molecular como PEG1000), e
ndo penetrantes (proteinas soluveis, polissacarideos, mucilagem) (TAO; LI,
1986). Atualmente, diversas solucdes de vitrificacdo tém 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 solucdo PVS2, a técnica
de droplet vitrification é uma das mais recentes e consiste no pré-tratamento de
apices caulinares em meios com diferentes concentragdes de sacarose. Em
seguida, ocorre um tratamento prévio em solugdo 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 imersdao em solugdo PVS2. Entdo, os apices caulinares sdo colocados
em uma folha de papel aluminio com uma gota de PVS2 e, rapidamente,
congeladas em nitrogénio liquido. O descongelamento ¢ realizado a temperatura
ambiente e empregando-se uma solugdo de diluicdo rica em sacarose (CHEN et
al., 2011; ENGELMANN, 2011). Apos o descongelamento, os &pices caulinares
sdo inoculados em meio especifico ¢ a retomada do crescimento avaliada apds
trés ou quatro semanas.

Apesar das técnicas atuais e dos diferentes protocolos descritos na
literatura, o sucesso da utilizagdo da criopreserva¢ao para novas espécies ainda
depende da otimizagdo de cada passo sucessivo (DUSSERT; ENGELMANN;
NOIROT, 2003).

Para a mangabeira algumas etapas ja foram estudadas previamente,
como a produ¢@o de unidades encapsuldveis, também denominada de sementes
sintéticas. Esse ¢ um dos primeiros passos para a criopreservagao pela técnica de
encapsulamento desidratagdo e encapsulamento vitrificagao.

A constituicdo das unidades encapsuldveis de mangabeira e o meio de
conversdo utilizando-se como explante segmentos caulinares foram avaliados
por Nogueira (2010), no qual foi obtido 90% de sobrevivéncia dos &pices
inoculados em meio de cultura WPM, contendo metade da concentracdo de sais
e suplementado com 8,87uM BAP, enquanto na constitui¢io da matriz da
capsula de alginato foi empregado o meio WPM. A mesma autora observou que
essas capsulas apos serem submetidas a imersdo em nitrogénio liquido, os
explantes contidos nela ndo sobreviveram, porém nesse estudo foi possivel a
conservacdo dessas unidades encapsulaveis, em geladeira, por curto periodo.

Silva (2010) estudando a criopreservagdo de embrides de mangabeira
ndo obteve sucesso com o emprego da técnica de vitrificagdo utilizando a
solucdo de DMSO nas concentragdes de 0, 5, 10 e 15%. Mesmo os embrides que

nao foram imersos em nitrogénio liquido, apresentaram uma forte redug¢ao na
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porcentagem de germinagdo quando a concentragdo de DMSO foi superior a
cinco por cento.

Atualmente, existem somente protocolos de conservagdo in vitro da
mangabeira baseados em crescimento lento (SA; LEDO; LEDO, 2011;
SANTOS et al., 2011), mas essas técnicas necessitam de repicagens com uma
certa periodicidade o que expde ao risco de contaminagdo e, consequentemente,
a perda do material. Dessa forma, pode-se notar que existe uma caréncia de
técnicas de conservacdo in vitro a longo prazo, como a criopreservagdo, para a

mangabeira.
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CAPITULO 2

Cultivo in vitro: germinacao de embrides zigoticos, producao de unidades
encapsulaveis, enraizamento in vitro e aclimatizacao
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RESUMO

O cultivo in vitro é uma técnica que pode ser empregada para diversas
finalidades desde a multiplicacdo de material em larga escala, em condic¢des
assépticas, até a conservagdo e intercAmbio de material genético entre
instituicdes de pesquisa. Para a mangabeira, uma espécie nativa do Brasil e que
possui grande potencial econdmico, as pesquisas relacionadas a multiplicagdo in
vitro ainda necessitam de estudos mais aprofundados em algumas etapas da
micropropagacdo. Objetivou-se avaliar a germinacdo in vitro de embrides
zigbticos, a producdo de unidades encapsulaveis, o meio de cultivo para apices
caulinares, o efeito de diferentes concentragdes e tipos de auxina no
enraizamento in vitro e diferentes substratos na fase de aclimatizag@o, assim
aprimorando a micropropagacdo para a espécie. Embrides zigdticos de
mangabeira foram excisados e desidratados em camara de fluxo laminar por
diferentes tempos (20, 60, 100 e 120 minutos) e inoculados em meio WPM. Foi
investigada a constituicdo da capsula de alginato suplementada com diferentes
formulagdes de sais (WPM ou MS) para a producdo de unidades encapsulaveis
utilizando apices de mangabeira (0,5 — 1 mm). Para o meio de cultivo para
apices caulinares foi investigada a formulagdo MS e WPM, ambas acrescidas de
8,87 uM de 6-benzilaminopurina (BAP). No enraizamento in vitro foram
avaliados os efeitos de diferentes auxinas (AIA, ANA, AIB) em diferentes
concentragoes (0; 2,46; 4,92; 9,84 ¢ 19,68 uM). Na aclimatizacdo foram
avaliados diferentes substratos (vermiculita, Multiplant®, ¢ uma mistura de
vermiculita e Multiplant® 1:1). A excisdo de embrides de mangabeira é viavel
para a germinagdo in vitro, mas periodos de desidratacdo de 120 minutos
reduzem a sobrevivéncia. Quanto as unidades encapsuldveis a constitui¢do da
capsula com o meio WPM ou MS garantiram elevada sobrevivéncia. Os apices
caulinares apresentaram maior crescimento quando cultivados em meio MS
acrescido de 8,87 uM de BAP. O emprego de 9,84 pM das auxinas avaliadas
promoveu um maior desenvolvimento em termos de massa das raizes. A
aclimatizacdo pode ser realizada com sucesso, utilizando-se como substrato a
vermiculita, substrato comercial-Multiplant® ¢ a mistura 1:1 dos substratos
anteriores.

Palavras-chave: Hancornia speciosa. Rizogénese in vitro. Embrides zigéticos.
Unidades encapsulaveis.
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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 uM 6-
benzylaminopurine (BAP) for the shoot tips regeneration were investigated. The
effect of different auxins (IAA, NAA, IBA) at different concentrations (0, 2.46,
492, 9.84 and 19.68 uM) during in vitro rooting was evaluated. The
acclimatization was performed wusing 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 uM BAP. The use of 9.84 pM 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 INTRODUCAO

A cultura de tecidos vegetais é uma ferramenta importante para a
compreensdo de eventos bioldgicos, como a formacdo de raizes, efeito de
reguladores de crescimento na fisiologia do vegetal e desenvolvimento de
embrides. Além disso, pode ser utilizada em programas de melhoramento
genético, principalmente, na propagagdo massal de cultivares (MOYO;
STADEN, 2013), bem como para a conservagdo de material genético (BHATTI;
JHA, 2010).

Entre as técnicas envolvidas na cultura de tecidos vegetais, a
micropropagacdo pode ser definida como uma forma de propagacdo vegetativa
in vitro, utilizando-se pequenos explantes. Essa técnica geralmente envolve
quatro etapas distintas: o estabelecimento do explante, multiplicagdo de
brotagdes, enraizamento in vitro e aclimatizagdo (ROUT; MOHAPATRA; JAIN,
2006).

A micropropaga¢do também pode ser utilizada para espécies que
apresentam dificuldades na propagagdo sexuada e vegetativa convencional,
como ¢ o caso da mangabeira. Essa espécie nativa do Cerrado apresenta
sementes recalcitrantes (PINHEIRO et al., 2001) e a propagacdo por estaquia €
pouco difundida devido a falta de estudos (SOARES et al., 2006).

Com relagdo ao cultivo in vitro da mangabeira algumas etapas ja foram
investigadas, entre as quais: a germinagdo in vitro (LEDO et al, 2007;
MACHADO et al., 2004; PINHEIRO et al., 2001; SOARES et al., 2009), a
excisdo e germinacdo de embrides zigdticos (FREIRE et al., 2011), calogénese
(FRAGUAS; VILLA; LIMA, 2009), indugio de brotagdes (MACHADO et al.,
2004; SOARES et al., 2007, 2011), crescimento lento (SA; LEDO; LEDO,
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2011; SANTOS et al., 2011), efeito de diferentes vedagdes e tipos de explantes
na micropropagacao (SA et al., 2012).

De acordo com Lédo et al. (2007), a germinagao in vitro é a forma mais
comum de estabelecimento de material e apresenta como vantagens explantes
mais vidveis e mais responsivos. Entretanto, outros explantes também podem ser
utilizados para o estabelecimento da cultura, como segmentos foliares,
caulinares e embrides zigoticos. Esses ultimos podem ser empregados para o
estudo de aspectos fisiologicos do desenvolvimento inicial da planta (HU;
FERREIRA, 1998). Para a mangabeira, a germinagdo de embrides zigoticos foi
realizada por Freire et al. (2011), mas ndo existem na literatura estudos
relacionados a dessecacdo dos embrides por periodos curtos antes da sua
inoculacio in vitro.

A cultura de tecidos também permite a producdo de unidades
encapsuldveis que consiste no encapsulamento de explantes em uma matriz de
alginato. Os explantes podem ser apices caulinares, embrides ou outras partes
capazes de serem convertidas em plantulas in vitro ou ex vitro (YUGAR et al.,
2009). As unidades encapsulaveis possuem um grande potencial de aplicagdes
pois facilitam o manuseio dos explantes, possuem um amplo uso na conservagao
e intercambio de material genético (RAI et al., 2009).

Com relagdo a mangabeira, a producdo de unidades encapsulaveis foi
realizada por Nogueira (2010), utilizando como explante gemas apicais, porém
para criopreservagdo o tamanho desse explante ndo é o mais adequado sendo
necessario investigar a viabilidade da técnica para apices caulinares, com no
maximo 1 mm?.

Outro ponto da cultura de tecido da mangabeira que precisa ser
otimizado € o enraizamento in vitro € a aclimatizacdo, 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
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citocinina empregada na fase de multiplicagdo produzia um efeito residual
negativo no enraizamento. Para H. speciosa ainda se faz necessaria a avaliagdo
do efeito de diferentes auxinas e concentragdes no enraizamento in vitro, apos a
minimizag¢do do efeito residual da citocinina utilizada na fase multiplicagao.
Com relacdo a fase de aclimatizagdo das plantulas de mangabeira
multiplicadas in vitro existe uma caréncia de estudos sobre a utilizacdo de
diferentes substratos. Essas informagdes sfo importantes, pois os explantes
desenvolvidos in vitro estdo em uma condi¢do na qual os fatores estressantes sao
controlados ao maximo e a mudanga dessa condi¢do para campo ou casa-de-
vegetacdo necessita de uma fase de aclimatizagdo (HAZARIGA, 2003).
Objetivou-se avaliar diferentes técnicas como a germinagdo in vitro de
embrides zigbticos, producdo de unidades encapsulaveis, o meio de cultivo para
estabelecimento de dpices caulinares, o efeito de diferentes concentragdes e tipos
de auxina no enraizamento in vitro da mangabeira e diferentes substratos na fase

de aclimatizacdo, assim aprimorando a micropropagacio para a espécie.

2 MATERIAL E METODOS

Para os experimentos descritos nos itens 2.1 e 2.2, foram utilizados
como fonte de explantes, brotagdes de mangabeira previamente multiplicadas in
vitro em meio Wood Plant Medium (WPM) (LLOYD; MCCOWN, 1980)
suplementado com 8,87 uM de 6 benzilaminopurina (BAP), 0,09 M de sacarose,
geleificado com 7 g L' de agar, pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem 2

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

2.1 Meio de cultivo para apices caulinares
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Apices caulinares com cerca de 1mm” foram excisados com o auxilio de
um microscopio estereoscopico e inoculados em meio WPM e MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), ambos com a auséncia ou 8,87 uM de BAP,
suplementados com 0,09 M de sacarose, 20 ppm de acido ascdrbico, geleificado
com 7 g L' de agar e pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem a 121°C,
durante 20 minutos. Apos a inoculagdo, os apices foram mantidos no escuro por
sete dias e, em seguida, transferidos para sala de crescimento com fotoperiodo
de 16 horas e irradidncia de 36 pmol m™s™.

Aos 30 dias foram analisados o numero de folhas ¢ a massa de matéria
fresca dos apices caulinares. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com seis repeti¢cdes por tratamento, cada repeti¢do constituida por

uma placa de Petri, com 10 &pices caulinares.

2.2 Unidades encapsulaveis

Apices caulinares de mangabeira, com cerca de Imm?, foram excisados
com o auxilio de microscopio estereoscopico ¢ imersos em matriz de alginato de
sodio 2,5% constituido das formulagdes de sais WPM ou MS, ambas acrescidas
de 8,87 uM BAP e pH ajustado em 5,8. Os éapices foram resgatados
individualmente com o auxilio de uma pipeta automatica e gotejados (250 pL)
em solugdo de cloreto de célcio (100 mM), para a complexacdo, durante 20
minutos.

As capsulas complexadas foram imersas em solu¢do de nitrato de
potassio (100 mM) por 15 minutos para a descomplexagdo e, em seguida,
lavadas com agua destilada e autoclavada. As unidades encapsulaveis foram
inoculadas nos diferentes meios de cultura WPM ou MS, também acrescido de

8,87 uM de BAP e suplementado com 0,09 M de sacarose, 7 g L' de 4gar e pH
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ajustado em 5,8. Apds a inoculagdo, cépsulas foram mantidas em sala de
crescimento a 25 + 2°C, 16h de fotoperiodo e irradiancia de 36 pmol m™s™.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2x2 (capsulas x meios), com nove repeticdes, cada repetigdo composta
por trés tubos com uma unidade encapsuldvel em cada. Apds 30 dias foi avaliada

a sobrevivéncia dos apices.

2.3 Germinacéo e criopreservacado de embrides zigoticos

Frutos maduros de mangabeira foram coletados em Itaporanga-SE e
despolpados com o auxilio de uma peneira. As sementes foram lavadas com
agua corrente em abundancia.

Em cdmara de fluxo laminar (CFL), as sementes foram imersas em
alcool 70% por 60 segundos e, em seguida, imersas em hipoclorito de sddio (2%
de cloro ativo), por 12 minutos. Decorrido esse intervalo, as sementes foram
enxaguadas trés vezes em agua destilada e autoclavada.

Os embrides foram excisados com o auxilio de pingcas e bisturis e
acomodados sobre um disco de papel filtro estéril (¢ = 6 cm), em uma placa de
Petri e desidratados em CFL por diferentes periodos de tempo (20, 60, 100 ¢ 120
minutos) para determinacdo da umidade e para a germinagdo in vitro dos
embrides criopreservados ou ndo. A temperatura da sala de inocula¢do foi
mantida em 25° £ 2°C. Apds esses intervalos, os embrides foram diretamente
inoculados em meio de cultura ou sofreram uma reidratagdo osmocondicionada.

A curva de desidratacdo dos embrides apos a exposigdo em CFL foi
determinada utilizando-se trés repeticdes, cada uma constituida de sete
embrides. A massa fresca e seca foi determinada com o auxilio de uma balanga

de precisdo. Para a determinagdo da massa seca, os embrides permaneceram por
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48 horas, em uma estufa a 60 °C. A umidade dos embrides foi expressa em
porcentagem.

Para a reidratagdo, os embrides foram acondicionados em criotubos e foi
adicionado 4 mL de meio MS liquido, suplementado com 1M de sacarose.
Foram utilizados trés embrides por criotubo. Apés 30 minutos, 1 mL do meio
contendo 1M de sacarose foi retirado e substituido por uma solugdo de meio MS
suplementada com 0,3M de sacarose. Esse procedimento foi repetido por trés
vezes até atingir os 60 minutos (tempo total de reidratagdo osmocondicionada).
Os embrides, reidratados pelo osmocondicionamento ou nao, foram inoculados
em meio MS, acrescido de 0,09 M de sacarose e geleificado com 3 g L de
Phytagel (FREIRE et al.,, 2011). O pH foi ajustado em 5,8 antes da
autoclavagem a 121°C, durante 20 minutos. Apds a inoculagdo, os embrides
foram mantidos em sala de crescimento a 25+2°C, 16h de fotoperiodo e
irradiancia de 36 pmol m™s™.

Para a criopreservagdo, os embrides zigdticos de mangabeira, apos os
periodos de desidratag@o foram imersos em nitrogénio liquido por 24 horas antes
do descongelamento em banho-maria a 40 + 2 °C, durante dois minutos. Apds o
descongelamento, os embrides foram reidratados de forma osmocondicionada
antes da inoculagdo em meio de cultura.

Aos 30 dias foi avaliada a porcentagem de germina¢ao, o comprimento
da parte aérea e o numero de folhas. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado e com nove repetigcdes por tratamento. Os embrides ndo
imersos em nitrogénio liquido foram expostos ou ndo & reidratacdo
osmocondicionada, sendo que cada repetigdo era composta por um tubo de
ensaio com um embrido. Para os embrides imersos em nitrogénio liquido foram

utilizadas 21 repeti¢des, cada uma composta por um tubo contendo um embrido.

2.4 Enraizamento in vitro de brotagdes de mangabeira
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Brota¢des de mangabeira multiplicadas in vitro, com aproximadamente
5 cm de comprimento, foram individualizadas e transferidas para meio WPM,
com metade da concentra¢do dos sais, suplementado com 0,09M de sacarose,
geleificado com 7 g L™ 4gar e pH ajustado em 5,8, antes da autoclavagem. Apos
15 dias, as brotacdes foram inoculadas em meio de inducdo de enraizamento que
consistia de: WPM basal e WPM com diferentes concentragdes (2,46; 4,92; 9,84
e 19,68 uM) das auxinas acido 3-indol acético (AIA), acido naftalenoacético
(ANA) e acido indolbutirico (AIB), suplementado com 0,09 M de sacarose,
geleificado com 7 g L' de agar e pH ajustado em 3,8 antes da autoclavagem.

Ap6s seis dias no meio de indugdo de enraizamento, as brotagdes foram
transferidas para o meio de expressio WPM, suplementado com 0,09M de
sacarose, 1 g L™ de carvio ativado, pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem.

Durante o experimento, as brotagdes foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura de 25 + 2°C, irradiancia de 36 pmol.m™s” e com
fotoperiodo de 16 horas. Apenas durante o periodo que permaneceram no meio
suplementado com auxina, as brotagdes permaneceram no escuro.

Apds 30 dias, foram avaliadas as seguintes varidveis: porcentagem de
enraizamento, nimero de raizes, comprimento da maior raiz ¢ massa de matéria
fresco das raizes. Foram utilizadas cinco repetigdes por tratamento e cada

repeticao foi constituida de cinco tubos de ensaio com uma brotagdo por tubo.

2.5 Aclimatizacgdo

Brotagdes de mangabeira foram enraizadas utilizando-se o meio de
indugdo de enraizamento, WPM suplementado com 9,84 pM de AIB, 0,09M

sacarose, geleificado com 7 g L' de agar e pH ajustado em 5,8 antes da
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autoclavagem. As brotagdes permaneceram por seis dias nesse meio, sendo em
seguida transferidas para o meio WPM, suplementado com 0,09M de sacarose, 1
g L de carvio ativado, pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem.

Apos 30 dias as brotacdes enraizadas foram aclimatizadas utilizando-se
trés diferentes substratos: vermiculita, substrato comercial- Multiplant®, e uma
mistura (vermiculita + substrato comercial; 1:1). As plantulas foram mantidas
em sala de crescimento com temperatura média de 28° + 3°C, fotoperiodo de 16
horas e irradiancia de 36 pmol. m™s™.

Decorridos 30 dias, foram avaliadas a sobrevivéncia, a massa fresca e
seca do sistema radicular e o incremento no comprimento das plantas. O
delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com 20 repeti¢des, e, em
cada repeticdo uma planta por tubete.

O teor de clorofila foi determinado através de um medidor portatil,
modelo SPAD-502 (Soil Plant Analysis Development, Minolta, Japdo). Para a
determinac@o do indice foi realizada a média de trés medigdes por folha, com
cinco repeti¢des por tratamento. Os dados foram obtidos de uma das folhas do

primeiro par, completamente expandido.

2.6 Andlises estatisticas

Utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 2011), os dados foram
submetidos a ANAVA, as médias quantitativas foram analisadas por

regressao e as qualitativas pelo teste de Tukey, e, para ambos foi utilizado P <

0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Meio de crescimento para apices caulinares

Foi observada a sobrevivéncia de apices caulinares de mangabeira em
todos os meios de cultivo analisados, entretanto, a adi¢ao de 8,87 uM de BAP ao
meio MS permitiu uma maior massa de matéria fresca dos apices (Figura 1).
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Figura 1 Massa de matéria fresca de apices caulinares de mangabeira inoculados em
diferentes meios de cultura. Médias (£ Erro Padrdo) seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.

O efeito do BAP, com relagdo ao nimero de folhas foi significativo

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

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

adicdo de BAP, diferiram significativamente dos controles. Diferentemente da
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massa fresca dos &pices 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 Numero médio de folhas por apices caulinares de mangabeira inoculados em
diferentes meios de cultivo. Médias (£ Erro Padrio) seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.

Jain et al. (2009) observaram que o meio WPM suplementado com BAP
promoveu maior crescimento em dapices caulinares de Harpagophytum
procumbens, em comparagao ao meio MS.

O maior crescimento em termos de massa de matéria fresca dos apices
caulinares (Figura 3), bem como o maior nimero de folhas esta relacionado ao
efeito das citocininas na regulacdo da divisdo celular e desenvolvimento do
meristema apical (GEORGE; HALL; KLERK, 2008; PERILLI;
MOUBAYIDIN; SABATINI, 2010; WERNER; SCHMULLING, 2009).
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Figura 3 Foto aos 30 dias ap6s a inoculagdo dos &pices caulinares em meio MS acrescido
de 8,87 uM BAP. Barra=1cm

3.2 Unidades encapsulaveis

Foram observadas eclevadas taxas de sobrevivéncia dos apices
encapsulados, com média geral de 74%, porém ndo foram observadas diferencas
significativas nas diferentes constituigdes de cépsulas e meio de cultivo. Na
figura 4 ¢ apresentado um apice caulinar com alguns primordios foliares em

crescimento.
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Figura 4 Unidade encapsulavel de mangabeira aos 30 dias apds a inoculagdo. A seta
indica o rompimento da capsula e o crescimento do apice caulinar. Barra = 0,5
cm.

A porcentagem de sobrevivéncia obtida nesse estudo foi similar a obtida
por Asmah et al. (2011) que obtiveram taxas superiores a 70%, dependendo da
constituicdo da capsula em hibridos de Acacia. Esses resultados positivos
utilizando apices caulinares com tamanho inferior a 1 mm?® servem de base para
protocolos de conservacdo in vitro que envolvam o uso de unidades
encapsuldveis como o encapsulamento-desidratagdo e encapsulamento-
vitrificagdo (RAI et al., 2009). Dessa forma, mostra-se promissor o avango de

estudos utilizando essa técnica de cultura de tecidos.

3.3 Germinacao e crioprervagdo de embrides zigdticos

Os embrides criopreservados ndo sobreviveram ao processo, enquanto

os embrides ndo imersos em nitrogénio liquido ndo apresentaram diferenga
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significativa em nenhum dos parametros analisados para a inoculagdo direta no
meio de cultivo ou com a reidratagdo osmocondicionada.

Os embrides zigoticos apresentaram teor de umidade inicial de 66% e ao
final dos 120 minutos de desidratagdo em CFL essa umidade foi reduzida até
atingir 25% (Figura 5). Esses valores sdo bem superiores aos observados em
sementes de pinhdo-manso que podem ser desidratadas ao nivel de 8% de
umidade o que permite tolerar a imersdo em nitrogénio liquido (SILVA et al.,

2011).
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Figura 5 Curva de desidratagdo de embrides zigoticos de mangabeira submetidos a
diferentes tempos de desidratagdo em camara de fluxo laminar a 25°C.

A desidratacdo de embrides de mangabeira por 20 minutos em CFL néo
foi danosa, sendo observada 100% de germinagdo. Entretanto, ap6s 120 minutos

de desidratagdo a germinacgdo foi reduzida drasticamente para 33% (Figura 6).



46

100

n y=-0,006x2+0,2241x+ 96,398
P80 - R?=0,9586
Fo ¢
20 -
O L] L] L] L] L]
20 40 60 80 100 120

Tempode desidratacdo (min)

Figura 6 Porcentagem de germinacéo de embrides zigdticos de mangabeira submetidos a
diferentes tempos de desidratagdo em camara de fluxo laminar a 25 °C.

Essas médias de germinagdo sdo superiores as observadas por Freire et
al. (2011), que obtiveram 92% utilizando meio MS sem adicdo de
fitorreguladores para a germinagdo de mangabeira. Engelmann (2011) descreve
que a desidratacdo de embrides zigdticos tem como dificuldade o fato da
complexicidade de tecidos que compdem o embrido e t€ém uma sensibilidade
diferenciada a desidratagao.

A germinacgdo teve inicio aos cinco dias apos a inocula¢do dos embrides,
quando foi possivel observar o crescimento da radicula, bem como mudanca na

cor dos cotilédones devido a formagdo das clorofilas (Figura 7).
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Figura 7 Embrido zigotico de mangabeira germinando in vitro ap6s 5 dias de inoculaggo
em Meio MS basal. Barra=1 cm

Com relagdo ao numero de folhas nas plantulas oriundas dos embrides
que sofreram desidratagdo, pode-se observar que conforme houve um maior

tempo de desidratacdo, reduziu-se a quantidade de folhas (Figura 8).
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Figura 8 Numero médio de folhas de plantulas obtidas a partir da germinagdo de
embrides zigodticos, aos 30 dias de cultivo in vitro.

O numero de quatro folhas observado nesse experimento para o tempo
de 20 minutos de desidratagdo ¢ inferior ao observado por Freire et al. (2011) de
5,2 folhas para a mesma espécie. Entretanto, Freire et al. (2011) ndo submeteram
os embrides a nenhum periodo de desidratagdo antes da inoculagao.

O comprimento da parte aérea seguiu a mesma tendéncia observada para
a germinacdo e para o numero de folhas, ou seja, conforme os embrides
zigbdticos foram submetidos a tempos maiores de desidratacdo, houve uma

reduc@o no tamanho das plantulas obtidas (Figura 9).
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Figura 9 Comprimento médio da parte aérea de plantulas obtidas a partir da germinacao
de embrides zigdticos, 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 plantulas
obtidas a partir da germinacao de embrides zigdticos em meio MS basal.

A redug@o na porcentagem de germinagdo, comprimento da parte aérea
e numero de folhas em fungdo da desidratacdo, foram provavelmente
ocasionadas por modificacdes deletérias intracelulares provocadas pela
desidratacdo. De acordo com Sershen et al. (2012), a desidratagdo provoca
alteragdes em diversas organelas como mitocondrias, reticulo endoplasmatico e
complexo de golgi, o que compromete o metabolismo do embrido.

Sementes recalcitrantes como a de mangabeira apresentam um elevado
conteudo de dgua, dessa forma, mesmo o embrido excisado necessitaria de uma
reducdo na umidade, caso o objetivo seja a criopreservacdo (SERSHEN et al.,
2012). A partir dos resultados obtidos nesse experimento, a desidratacdo em

CFL a 25°C por 120 minutos reduziu a umidade dos embrides a 25% (Figura 5),
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comprometendo cerca de 60% da sobrevivéncia (Figura 6), provavelmente
devido a complexidade e sensibilidade dos tecidos que compdem o embrido,
pois conforme Engelmann (2011) esses sdo os fatores que limitam a
sobrevivéncia dos embrides zigéticos de espécies recalcitrantes a dessecacdo e

congelamento em nitrogénio liquido.

3.4 Enraizamento in vitro de brotagdes de mangabeira
O enraizamento in vitro de brotacdes de mangabeira apresentou

diferenca significativa (p=0,0096) para a interagdo “fitorregulador x
concentragdo”. Foi observada uma diferenca entre os reguladores apenas na
concentragdo de 2,46 pM onde a auxina AIB promoveu 92% de enraizamento,
diferindo do ANA e AIA nas mesmas concentragdes equimolares (Figura 10).

Na figura 11 ¢ apresentada uma brotacdo de mangabeira enraizada in vitro.
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Figura 10 Porcentagem de enraizamento in vitro de mangabeira utilizando diferentes
auxinas (AIA, ANA e AIB) e concentracdes. Médias (= Erro Padrio),
seguidas pela mesma letra na comparagdo entre reguladores para a mesma
concentragdo ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia pelo teste
de Tukey.
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Figura 11 Brotagdo de mangabeira enraizada in vitro com o emprego de 4,92 uM de
AIB.

O fato da mangabeira apresentar a formacdo de raizes sem o
fornecimento exdgeno de auxina indica que os niveis endogenos sdo 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 formacao de
raizes adventicias mesmo na auséncia de aplicagdo de auxina exodgena.

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 adi¢io de 3 mg L' de AIB para a mangabeira. A
porcentagem obtida nesse estudo também foi superior a obtida por Soares et al.
(2007), avaliando o efeito da utilizagdo de ANA e AIB em diferentes
concentragdes onde observaram que o primeiro fitorregulador ndo favoreceu o
enraizamento in vitro, enquanto que o AIB promoveu o enraizamento em 20%
dos explantes, quando foi utilizada a concentragdo de 3,0 mg L™

Porém, em um estudo posterior realizado por Soares et al. (2011) foi
obtido o enraizamento in vitro em todas as brotagdes utilizando 1,0 mg L' de
AIB. Esse resultado com maior éxito no enraizamento foi atribuido a eliminagdo
do efeito residual do regulador de crescimento utilizado na fase de

multiplicag@o, sendo o BAP ¢ a cinetina os fitorreguladores com maiores efeitos
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inibitorios no desenvolvimento radicular. Porém, apds a deteccdo desse efeito
residual e sua elimina¢do nao foram realizados estudos avaliando-se a acdo de
diferentes concentragdes de auxina no enraizamento in vitro.

Os resultados presentes nesse estudo com relacdo a porcentagem de
brotagdes enraizadas com a aplicagdo de AIB no meio de cultura estdo de acordo
com Campos et al. (2013) que obtiveram médias 92% em amburana de cheiro
(Amburana cearensis) utilizando 10 uM de AIB. Ao comparar a porcentagem de
enraizamento obtida para a mangabeira em relacdo as diferentes auxinas pode-se
observar que, em baixas concentra¢des como 2,46 uM, o AIB ¢ superior ao AIA
e ANA. Bandeira et al. (2012) também observaram que a aplicagdo de AIB ¢
superior a0 ANA, no enraizamento de ameixeira japonesa.

O numero de raizes apresentou diferenca significativa (p = 0,0045) para
a interagdo “fitorregulador x concentracao”. O maior numero de raizes obtido foi
de 4,9 raizes utilizando 19,68 uM de AIA. Esse resultado diferiu
significativamente em relacdo ao efeito do ANA e AIB nas mesmas

concentragoes (Figura 12).
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Figura 12 Numero de raizes obtidas a partir do enraizamento in vitro de mangabeira,
utilizando diferentes auxinas (AIA, ANA e AIB) e concentragdes. Médias (+
Erro Padréo) seguidas pela mesma letra na comparagao entre reguladores para
uma mesma concentragdo ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey.

Pode-se observar que, em baixas concentragdes (2,46 uM) o AIB ¢
superior a0 ANA promovendo maior niimero de raizes. Foi observada uma
reduc@o no valor médio do nimero de raizes, quando a concentra¢do de AIB foi
19,68 uM (Figura 12).

Com relacdo ao comprimento da maior raiz, foi observada diferenga
significativa (p=0,0084) para a “interagdo concentragdo x fitorregulador”. O
tratamento controle apresentou média geral de comprimento da maior raiz de 27
mm, enquanto para a concentracdo de 2,46 ¢ 4,92 pM de AIB foram obtidas
raizes com 32 e 35 mm, respectivamente, diferindo do AIA ¢ ANA nas mesmas

concentragoes (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) ¢
concentragdes. Médias (= Erro Padrio) seguidas pela mesma letra na
comparagdo entre reguladores para uma mesma concentra¢do ndo diferem
entre si, ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.

Tanto os valores do numero de raizes quanto o comprimento da maior
raiz apresentados neste trabalho s@o superiores aos obtidos no enraizamento in
vitro descrito por Soares et al. (2011) para a mesma espécie, que obtiveram a
média de 1,7 raizes e com comprimento da maior raiz de 0,94 cm, utilizando 1
mg L' de AIB. Para outras espécies, o emprego de acido indolbutirico também
promoveu a formagdo de raizes, como em Citrus macrophylla que apresentou
1,5 raizes, com comprimento médio de 2,4 cm, quando se empregou uma
concentracgio de 3,0 mg L' de AIB (TALLON; PORRAS; TORNERO, 2012).

Outra variavel analisada que apresentou diferenga significativa com
relagdo a concentracdo de fitorregulador empregada foi a massa fresca das raizes
(» = 0,0015). A maior média de massa fresca das raizes foi obtida com a
concentragdo de 9,84 pM das auxinas avaliadas (Figura 12), apresentando o

valor médio de 44 mg.
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Figura 14 Massa fresca das raizes de brotacdes de mangabeira enraizadas in vitro
utilizando diferentes concentragdes das auxinas AIA, ANA e AIB.

Assim como para a mangabeira, Santos et al. (2006) observaram que a
aplicagdo de auxina (AIB) favoreceu a formagdo e desenvolvimento in vitro do
sistema radicular de pequi, mas para essa espécie os melhores resultados foram
obtidos com a adigdo de 3 mg L' de AIB. A aplicagio de AIB também mostrou-
se favoravel no enraizamento in vitro de jenipapeiro que, diferentemente da
mangabeira, na sua auséncia ndo foi observado enraizamento (ROCHA et al.,

2008).

3.5 Aclimatizacao de brotacdes de mangabeira enraizadas in vitro

Na fase de aclimatizago, ndo foram observadas diferencas significativas
em nenhum dos pardmetros de crescimento analisados, sendo a média geral de
sobrevivéncia 90%, independente do tipo de substrato. Esses resultados sdo

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

O comprimento da maior raiz apresentou a média geral de 8,74 cm, com
em média de 2,7 raizes, a massa fresca das raizes apresentou média geral de 78
mg enquanto a massa fresca da plantula foi de 304 mg. A altura final média foi

de 6,6 cm.

3.6 Teor de clorofila de brotacgdes aclimatizadas

As medidas realizadas com o clorofildémetro mostraram uma diferenga
significativa entre os substratos utilizados para o teor de clorofila de brotacdes

apos 30 dias de aclimatizagdo (Figura 15).
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Figura 15 Indice de clorofila de plantas de mangabeira aclimatizadas em diferentes
substratos (verm= vermiculita; mult="Multiplant®; verm + mult=
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®

vermiculita + Multiplant™). Médias (+ Erro Padrao) seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significincia pelo teste de
Tukey.

Os valores obtidos por meio do clorofilometro permitem inferir que as
plantas aclimatizadas no substrato vermiculita apresentaram folhas com maiores
teores de clorofila, uma vez que esse equipamento permite uma alta correlagdo
com os conteidos de clorofila na folha (JESUS; MARENCO, 2008). Esses
maiores valores de clorofila podem auxiliar na fase de aclimatizagdo e
transplantio para o campo (BALDOTTO et al., 2009), pois ¢ um dos fatores que

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

4. CONCLUSOES

Apices caulinares de mangabeira in vitro podem ser cultivados em meio
MS com a adi¢do de 8,87 uM de BAP.

Apices caulinares podem ser encapsulados em matriz de alginato
compostas de sais MS ou WPM.

Embrides zigdticos de mangabeira podem ser desidratados em cadmara
de fluxo laminar por até 20 minutos, sem comprometer a taxa de germinacao.

O enraizamento in vitro da mangabeira pode ser realizado em meio
WPM sem adi¢do de auxina e o emprego de 9,84 UM 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 sobrevivéncia de mudas

micropropagadas de mangabeira durante a aclimatizacao.
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RESUMO

A mangabeira ¢ uma espécie nativa dos Tabuleiros Costeiros do
Nordeste e Cerrado, porém, devido a especulagdo imobilidria e expansdo da
agricultura, vem sofrendo um processo de erosdo genética. Como forma de
minimizar esse problema, estratégias de conservagao ex situ podem ser adotadas,
mas por apresentar sementes recalcitrantes, a mangabeira ndo pode ser
conservada em bancos de sementes convencionais. Dessa forma torna-se
necessario o desenvolvimento de outras estratégias de conservacdo. A
criopreservagdo consiste no armazenamento de material biologico em
temperatura ultrabaixa (-196 °C) o que garante a preservagdo por periodos
indeterminados. Objetivou-se desenvolver protocolos de criopreservagdo de
apices caulinares de mangabeira utilizando as técnicas de droplet vitrification ¢
vitrificacdo. Brotagdes de mangabeira estabelecidas in vitro tiveram os apices
caulinares excisados com o auxilio de um bisturi em microscépio
estereoscopico. Esses explantes foram utilizados para os experimentos de
tempos de imersdo em solu¢do de carregamento (20, 60, 90 ¢ 120 minutos),
seguida ou ndo pela imersdo por 15 minutos em solugao de vitrificacao vegetal 2
(PVS2). Foi avaliado o efeito de diferentes tempos de imersdao em PVS2 (15, 30,
45 e 60 minutos) de apices caulinares nao pré-cultivados ou pré-cultivados em
meio WPM, com 0,3 M de sacarose por 0, 24 ¢ 48 horas. Para esse tltimo foram
apenas avaliados os tempos de 15 e 30 minutos em PVS2, antes da
criopreservacdo pela técnica de droplet vitrification. Também foi avaliada a
criopreservagao pela técnica de vitrificagdo utilizando-se os periodos de 15, 30,
45 e 60 minutos em PVS2. Foram testados os meios WPM com 8,87 uM de
BAP ¢ WPM com 3,33 uM de BAP ¢ 0,27 uM de ANA, para a regeneracao dos
apices criopreservados. O tempo de imersdo na solu¢do de carregamento por 20
minutos, com a posterior imersdo em PVS2, permitiu a criopreservagdo. Ambas
as técnicas de droplet vitrification e vitrificagdo permitiram a criopreservagao de
apices caulinares de mangabeira. Também foi observado que o tempo de 24
horas e o meio WPM, acrescido de 3,33 uM de BAP 0,27 uM de ANA,
permitem uma maior porcentagem de retomada de crescimento de apices apos a
criopreservagao.

Palavras-chave: Hancornia speciosa Gomes. Droplet vitrification. Vitrificagdo.
Criopreservacao. Conservacao 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 uM BAP and
WPM with 3.33 uM BAP plus 0.27 uM 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 uM BAP and 0,27 uM NAA
allowed a better regrowth percentage of cryopreserved shoot tips.

Keywords:  Hancornia speciosa. Droplet vitrification.  Vitrification.
Cryopreservation. /n vitro conservation.
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1 INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) ¢ uma frutifera nativa do
Brasil que ocorre nos biomas da Mata Atlantica e Cerrado. A espécie possui
potencial econdomico devido a utilizacdo de seus frutos para o consumo in
natura, além da producdo 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
latex possui propriedades anti-inflamatorias (MARINHO et al., 2011). Essas
recentes descobertas apontam também o potencial medicinal dessa espécie.

Entre as principais dificuldades para a exploragdo comercial dessa
espécie, estdo o fato das sementes serem recalcitrantes e a dificuldade na
propagacdo assexuada. Além disso, a mangabeira vem sofrendo processo de
erosdo genética em diversas populagdes naturais devido a expansdo da atividade
agropecudria e crescimento das cidades nas areas naturais de ocorréncia (SA;
LEDO; LEDO, 2011). Nesse sentido, estudos de micropropagagio sio
necessarios para permitir a multiplicagio dos genotipos de interesse (SA et al.,
2012), além de garantir formas para a conservagdo in vitro da diversidade da
espécie (SANTOS et al., 2011).

Atualmente, a conservacao de populagdes de mangabeira ¢ realizada por
meio de bancos de germoplasma em campo, mas esses exigem um grande aporte
financeiro (LI; PRITCHARD, 2009) e estdo suscetiveis ao ataque de pragas e
doengas (BARRACO; SYLVESTRE; ENGELMANN, 2011). Outra estratégia
adotada ¢ o desenvolvimento de protocolos de conservacdo in vitro através da
técnica de crescimento lento com o emprego de sorbitol (SANTOS et al., 2011),
manitol e acido abscisico (SA; LEDO; LEDO, 2011). Engelmann (1991) e Lata

et al. (2010) citam que a reducdo da temperatura do ambiente de cultivo € o
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principal recurso para obter-se o crescimento lento, entretanto, para mangabeira
ndo existe nenhum relato na literatura do uso deste recurso para a conservagao in
Vvitro.

A adogao dessa estratégia de conservagdo in vitro tem como vantagem a
maior facilidade de troca de material vegetal entre instituicdes (PANTENA;
BARBA, 2011). Entretanto, esse ¢ um tipo de conservagdo a médio prazo que
exige manutencdo constante das colegdes in vitro, aumentando os custos € o
risco inerente de contaminagdo (BURRIT, 2008).

Ja a criopreservagdo, que € a conservagdo in vitro de material biologico
em temperatura ultrabaixa (-196°C), em nitrogénio liquido (ENGELMANN,
2011), é uma técnica muito bem-vinda de conservagdo ex sifu, principalmente
para as espécies em que a conservacdo em bancos de sementes ndo ¢ viavel
(PILATTI et al., 2011), seja pela incapacidade de producdo de sementes de
algumas espécies ou por possuirem sementes recalcitrantes (KACZMARCZYK
et al.,, 2011). O armazenamento em nitrogénio liquido ¢ um método seguro e
economicamente vidvel (SANT et al., 2008) e permite a conservagdo in vitro a
longo prazo (CASTILLO et al., 2010; CEJAS et al., 2012; REED et al., 2011).

Uma vez que esta espécie ndo possui nenhuma forma estabelecida de
conservacao a longo prazo, objetivou-se avaliar a eficiéncia das técnicas droplet
vitrification e vitrificagdo para a criopreservacdo de apices caulinares de

mangabeira.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Sementes de mangabeira foram coletadas no municipio de Pirambu-SE,
Brasil. Os frutos foram despolpados e, em camara de fluxo laminar, as sementes
foram desinfestadas com hipoclorito de soédio (2% de cloro ativo) durante 15
minutos, em seguida lavadas com agua destilada e autoclavada em abundancia e
inoculadas em meio WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980), suplementado com
0,09M de sacarose, 7 g L™ 4gar e pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem 2
121°C, durante 20 minutos (SOARES et al., 2009). Os explantes foram mantidos
em sala de crescimento com temperatura de 25°+2°C, irradiancia de 36 umol.m’
s ¢ com fotoperiodo de 16 horas. Apds 30 dias foram iniciados os ciclos de
multiplicagdo.

A partir das plantulas obtidas pela germinacdo in vifro, segmento nodais
de mangabeira foram excisados ¢ multiplicados em meio WPM, suplementado
com 8,87 uM BAP (6-benzilaminopurina), 0,09M de sacarose e geleificado com
7g L' 4gar (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 entdo os apices caulinares foram extraidos para os testes de criopreservacao.

A temperatura da sala de crescimento durante a fase de micropropagagio
ou de cultivo dos éapices caulinares foi de 25°+ 2°C, com fotoperiodo de 16h e

irradiancia de 36 pmol m™s™.
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2.2. Efeito da solucdo de carregamento na criopreservacdo de apices de

mangabeira

Os épices caulinares (1 mm?®) utilizados na criopreservagio foram
excisados de brotagdes de mangabeira multiplicadas in vifro com auxilio de um
bisturi ¢ um microscopio estereoscopico, em seguida foram submetidos a um
pré-cultivo em meio WPM, suplementado 0,3 M de sacarose por 24 horas.
Decorrido este intervalo, os apices caulinares foram submetidos a diferentes
tempos de exposi¢cdo (20, 60, 90 e 120 minutos) a solugdo de carregamento
composta de 2 M de glicerol + 0,4 M de sacarose dissolvido em meio Murashige
e Skoog (1962), seguido ou ndo pela imersdo em plant vitrification solution
2(PVS2) a 0°C, 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 dimetilsufoxido + 0,4
M de sacarose, todos dissolvidos em meio MS liquido (SAKAI; KOBAYASHI;
OIYAMA, 1990).

A criopreservagdo foi realizada conforme a técnica de droplet
vitrification (PANIS; PIETTE; SWENNEN, 2005) onde, antes da imersdo em
nitrogénio liquido (NL), os &pices foram acomodados em tiras de papel aluminio
(1,5 x 0,5 cm), sobre uma superficie gelada. Os apices caulinares ficaram
imersos no NL por, no minimo 30 minutos, antes do descongelamento em uma
solucdo de descarregamento composta de 0,4 M de sacarose dissolvido em meio

MS. Todas as solugdes tiveram o pH ajustado em 5,8 e foram filtro-esterilizadas.



71

2.3 Comparacao entre as técnicas de droplet vitrification e vitrificagdo

2.3.1 Droplet Vitrification

Os apices caulinares de mangabeira com cerca de 1,0 mm’ foram
excisados e imersos por 20 minutos, em solucdo de carregamento a temperatura
ambiente. Em seguida, foi testada a imersdo em PVS2 a 0°C, por diferentes
intervalos de tempo (15, 30, 45 e 60 minutos). Os apices foram acomodados em
tiras de papel aluminio (1,5 x 0,5 cm) sobre uma superficie gelada antes da
imersdo em NL, onde permaneceram por 30 minutos. Apds esse periodo, foi
realizado o descongelamento por 15 minutos a temperatura ambiente em

solucdo de descarregamento.

2.3.1.1 Pré-cultivo em alta concentragdo de sacarose

O efeito do pré-cultivo dos apices caulinares em meio WPM com 0,3 M
de sacarose foi avaliado. Os apices foram pré-cultivados por 24 horas, em
seguida tratados com solugdo de carregamento por 20 minutos, antes da
exposi¢do ao PVS2 (0°C) por 15, 30, 45 e 60 minutos ou, pré-cultivados por 48
horas, em seguida tratados com solu¢do de carregamento por 20 minutos, antes
da exposi¢do ao PVS2 (0°C) por 15 ou 30 minutos. Apds o tratamento com
PVS2, os épices caulinares foram imersos em NL por 30 minutos e o
descongelamento/descarregamento foi realizado em solug@o de descarregamento

a temperatura ambiente por 15 minutos.
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2.3.2 Vitrificacéo

A criopreservacao dos apices por vitrificagdo foi realizada conforme
metodologia descrita por Charoensub et al. (2003). Apices 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 solucdo de
carregamento por 20 minutos antes da exposi¢do ao PVS2 (0°C) por 15, 30,45 ¢
60 minutos. Os apices 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 (40°+2°C) por dois minutos. Apo6s o descongelamento, a PVS2 foi
rapidamente removida com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e substituida por
1,0 mL de solugdo de descarregamento a temperatura ambiente. O

descarregamento ocorreu durante 15 minutos.

2.4 Pds-descongelamento

Apos o descongelamento/descarregamento, os dpices caulinares foram
inoculados e pds-cultivados por 24h, no escuro, em meio WPM com 0,3 M de
sacarose, 20 ppm é4cido ascorbico, 7 g L 4gar e pH 5,8. Apés esse periodo, os
apices foram transferidos para o meio WPM, acrescido de 8,87 uM BAP, 7 g L'
agar, 20 ppm acido ascorbico, 0,09M de sacarose ¢ pH de 5,8. Os explantes
foram mantidos por mais seis dias no escuro e entdo transferidos para sala de
crescimento com fotoperiodo de 16h por mais 21 dias, totalizando 30 dias de
cultivo. Esse procedimento foi realizado para os experimentos de
criopreservacdo descritos anteriormente e, para todos, foram avaliadas a

retomada de crescimento dos apices e a formagao de calos.
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Os apices que sobreviveram ao processo de criopreservagao, decorrida a
primeira avaliagdo foram transferidos para tubos contendo o mesmo meio

descrito acima ¢ mantidos nas mesmas condigdes de crescimento.

25 Teste de meio de retomada de crescimento de &pices apds a

criopreservacio

Neste experimento foi avaliado o efeito de diferentes composigdes de
meio de cultura na fase de retomada de crescimento dos apices caulinares de
mangabeira criopreservados. A excisdo dos apices caulinares foi realizada
conforme descrito anteriormente ¢ os apices foram pré e pds-cultivados, em
meio WPM suplementado com 0,3 M de sacarose. O tempo de imersdo em
solucdo de carregamento foi de 20 minutos e o de imersdo em PVS2 a 0°C foi de
30 minutos. Decorrido esses intervalos, os apices foram imersos em NL,
permanecendo por, no minimo, 30 minutos. O descongelemento foi realizado em
solucdo de descarregamento por 15 minutos. Apés o pos-cultivo, foram testados
dois meios (WPM, suplementado com 8,87 uM de BAP e 20 ppm de acido
ascorbico e 0,09 M de sacarose ¢ WPM suplementado com 3,33 uM BAP, 0,27
UM acido naftalenoacético (ANA), 100 ppm de acido ascorbico, 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™ de agar. Apés 30 dias, foi avaliada a retomada de

crescimento dos apices caulinares.
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2.5 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado.

Para testar o efeito da solugdo de carregamento foram utilizadas quatro
repeti¢cdes por tratamento, cada repeticdo contendo cinco apices caulinares. Para
o teste do tempo de exposicdo ao PVS2 (droplet vitrification ou vitrificacio)
foram utilizadas cinco repeticdes independentes por tratamento, cada uma
composta por sete apices criopreservados e trés sem imersdo no NL (controle).
Os dados foram transformados através do arcosseno da porcentagem inicial.

Para o teste de regeneragdo de apices caulinares criopreservados foram
utilizadas quatro repeti¢des com 10 apices caulinares para cada tratamento.

Os dados foram submetidos a ANAVA e analisados por regressdo, teste
de Tukey ou pelo teste de ¢ (P<0,05), utilizando-se o software SISVAR
(FERREIRA, 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da solugdo de carregamento na criopreservacao de apices

A criopreservacdo de apices de mangabeira apenas foi obtida com
sucesso, quando se utilizou a PVS2 apo6s o tratamento com a solugdo de
carregamento. Os diferentes tempos de imersdo a solucdo de carregamento,
seguido pela imersdo em PVS2 ndo afetaram a taxa de sobrevivéncia ou de
retomada de crescimento dos &pices caulinares de mangabeira, apresentando

média geral de 92,5% e 77%, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1: Sobrevivéncia e retomada de crescimento de 4pices caulinares de mangabeira
criopreservados com diferentes tempos de exposicdo a solugdo de carregamento, antes

da exposi¢ao ou nao a PVS2 por 15 minutos.

Solugdo de carregamento PVS2 Sobrevivéncia Retomada de
(minutos) (%) crescimento (%)
20 - 0b 0b
20 + 100+ 0,0 a 78+14,0a
60 - 0b 0b
60 + 100+ 0,0 a 80+11,0a
90 - 0b 0b
90 + 90+5,0a 85+9,0a
120 - 0b 0b
120 + 80+11,0a 65+10,0a

Meédias (+ erro padrao) com as mesmas letras nas colunas ndo diferem pelo teste de
Tukey (P<0,05)

O emprego da solucdo de carregamento tem como efeito iniciar o
processo de desidratacdo das células devido ao gradiente osmdtico da solugdo. A
exposic¢do por diferentes periodos a essa solu¢do também foi estudado por Panis,
Piette ¢ Swennen (2005), onde foi observado que a imersdo por até sete horas
ndo afetava a taxa de regeneracdo em bananeira. Porém, Takagi et al. (1997)
observaram que para taro (Colocasia esculenta (L) Schott) existe uma forte
queda na sobrevivéncia dos explantes criopreservados, a partir de 20 minutos de
exposi¢do a solugdo de carregamento.

Ainda de acordo com Takagi et al. (1997), a determinagdo do tempo
adequado de imersdo a solucdo de carregamento ¢ necessaria para que ocorra
uma desidratacdo suficiente do explante e, a0 mesmo tempo, uma diminui¢do
dos efeitos deletérios causados pelo estresse osmotico e pela citotoxicidade das
solugdes. Esses fatores sdo determinantes para o sucesso da criopreservagao.

A técnica de droplet vitrification, assim como outras técnicas baseadas
na vitrificagdo, tem como ponto-chave a sobrevivéncia ao processo de
desidratagdo pela solugcdo de PVS2, resistindo ao congelamento rapido com

pouca ou nenhuma redugdo adicional de sobrevivéncia. O pré-cultivo e a etapa
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de carregamento podem influenciar na tolerancia e exposi¢cdo a PVS2 (SAKAI;
ENGELMANN, 2007).

3.2 Comparacao entre as técnicas de droplet vitrification e vitrificacdo

3.2.1 Droplet vitrification sem pré-cultivo dos apices caulinares

Com relagdo a retomada de crescimento dos apices caulinares sem pré-
cultivo, em meio WPM com altas concentragdes de sacarose, a interagdo “tempo
de exposicdo ao PVS2 X tipo de explante (controle e &pices criopreservados)”
foi significativa (p= 0,00269). Apices ndo criopreservados apresentaram 100%
de retomada de crescimento, apds 15 e 30 minutos de exposi¢do ao PVS2. Apds
a criopreservagdo, a reducdo na taxa de retomada de crescimento foi observada
e, de acordo com o teste de regressdo, a maxima taxa estimada de retomada de
crescimento (81%) ocorreria aos 51 minutos de tratamento com o PVS2. Esse
resultado ¢ similar & média real (82%) observada aos 60 minutos de exposigdo
ao PVS2. Entretanto, ap6s 15 minutos de exposi¢cdo ao PVS2, somente 45% dos
apices criopreservados retomaram o crescimento (Figura 1). A formagdo de calo
nos explantes foi inferior a 4,6% e ndo houve diferenga significativa (p= 0,77)

entre os diferentes periodos de exposi¢ao a solugdo de vitrificagdao vegetal.
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Figura 1 Porcentagem de retomada de crescimento de apices de mangabeira ndo
imersos em nitrogénio liquido (- NL) ou criopreservados (+ NL) pela
técnica de droplet vitrification sem pré-cultivo.

O tratamento com tempo de 15 minutos de exposicdo a solugdo de
vitrificagdo ndo deve ter promovido uma desidratacdo e osmoprotecdo ideal,
dessa forma células com alto conteudo de agua livre, quando expostas ao NL,
podem sofrer danos irreversiveis nas membranas devido aos efeitos da
cristalizagdo (MAZUR, 1984; SURANTHRAN et al., 2012). O uso da PVS2
permite ndo apenas a desidratacdo, essencial para evitar a cristalizagdo da agua,
mas também promove efeitos coligativos de crioprotecdo e de redugdo na
mobilidade de moléculas, permitindo que as células vitrifiquem durante a

imersdo no NL (VOLK; WALTERS, 2006).
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3.2.2 Droplet vitrification com pré-cultivo dos &pices caulinares

O pré-cultivo dos apices caulinares em 0,3 M de sacarose por 24 horas
promoveu um aumento nas porcentagens de retomada de crescimento em todos
os tempos de imersdo em PVS2 testados para os explantes submetidos ao NL
(Figura 2), quando comparados aos nao pré-cultivados (Figura 1). A interacao
“tempo de exposicdo ao PVS2 x tipo de explante (controle x 4pices
criopreservados)” foi significativa (p = 0,0079). De acordo com a curva de
regressao, apices caulinares criopreservados apresentaram 90% de retomada de

crescimento ap6s 49 minutos de exposi¢do ao PVS2 (Figura 2).
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80 _// \
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§ 40 A R?=0,7903
m
%20 .
0 T v 1
15 30 45 60

Tempo de imersio em PVS2 (min)

Figura 2 Porcentagem de retomada de crescimento de apices de mangabeira ndo imersos
em nitrogénio liquido (- NL) ou criopreservados (+ NL) pela técnica de
droplet vitrification apds 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 exposi¢do ao PVS2 (67%, Figura 2).

Esta porcentagem representa um incremento de 22% com relagdo aos explantes
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ndo pré-cultivados em meio com 0,3 M de sacarose ¢ expostos a PVS2 pelo
mesmo periodo de tempo (Figura 1).

O incremento na sobrevivéncia dos explantes pode ser atribuido ao
efeito benéfico da absor¢ao de sacarose durante o pré-cultivo que promove tanto
a reducdo do conteudo de dgua dos explantes por desidratacao (efeito osmotico)
quanto a reduc¢do do ponto de congelamento da agua presente nos tecidos
(PANIS et al., 1996). Além disso, a sacarose aumenta a prote¢do das membranas
celulares durante o resfriamento (CARPENTIER et al., 2010; QUAIN et al.,
2009). De acordo com Burrit (2008), os agucares soluveis, glicose e frutose,
exercem um importante papel na estabilizagdo da bicamada fosfolipidica e de
proteinas em condigdes de baixas quantidades de agua.

A formagdo de calo nos explantes pré-cultivados foi de 16% em média.
Embora esse valor seja maior que o obtido para explantes ndo pré-cultivados
(4,6%), ndo foi observada diferenca estatistica (p = 0,56) para os diferentes
tempos de exposi¢do ao PVS2.

A criopreservagdo de apices caulinares pela técnica de vitrificagdo
também necessita do uso de solugdes constituidas por substincias que
promovam a osmoprote¢do. Além disso, a alta osmolaridade dessas solugdes
promovem uma desidratagdo severa do explante. Assim, o sucesso da
criopreservagdo estd ligado ao balango hidrico nas células e ao uso de
substancias crioprotetoras (VOLK; WALTERS, 2006).

Crioprotetores podem ser toxicos (FULLER, 2004) ¢ as substancias que
compdem a PVS2, principalmente o DMSO, podem levar a morte celular,
especialmente se a imersdo ocorre em temperaturas superiores a 0°C ou se o
periodo de exposi¢ao for muito prolongado (FULLER, 2004; PANIS; PIETTE;
SWENNEN, 2005).

Na tentativa de elevar a porcentagem de sobrevivéncia e, a0 mesmo

tempo, reduzir o periodo de tratamento com PVS2, apices 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, ndo houve diferencas significativas com
relacdo a retomada de crescimento dos apices apds 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 ndo foram submetidos ao pré-cultivo (Figura 1) enquanto
que os apices tratados por 30 minutos em PVS2 (Figura 3) apresentaram uma
reducdo na retomada de crescimento de, aproximadamente, 30% quando
comparado aos nao pré-cultivados (Figura 1). A formagao de calo nos explantes
pré-cultivados por 48 horas em WPM contendo 0,3M de sacarose foi de cerca de

4%, ndo diferindo da porcentagem observada para explantes ndo pré-cultivados.
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Figura 3 Porcentagem de retomada de crescimento de apices de mangabeira controle e
criopreservados pela técnica droplet vitrification ap6s pré-cultivo, em meio
com 0,3M de sacarose por 48 horas. Letras maitisculas sdo comparac¢des
entre diferentes periodos de exposicdo ao PVS2 para éapices caulinares
imersos (+NL) ou ndo (-NL) em nitrogénio liquido. Letras minusculas sdo
comparagdes dentro de cada periodo de PVS2. Médias (% erro padrio) com
a mesma letra, para cada tipo de comparagao, ndo diferem entre si de acordo
com o teste de Tukey (P < 0,05).

O choque osmético provocado pelas solugdes de carregamento, PVS2 e
descarregamento utilizadas na criopreservagdo, principalmente pela longa
exposi¢do ao PVS2 somado ao efeito do pré-cultivo em alta concentragdo de
sacarose, podem promover efeitos deletérios nos explantes (HALMAGY]I;
PINKER, 2006; RABA’A; SHIBLI; SHATNAWI, 2012). Essa redugdo da
sobrevivéncia dos explantes apds periodos 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 trés dias em 0,3-0,7M de sacarose também apresentavam redugao

na sobrevivéncia ap6s a criopreservagao.

3.2.3 Vitrificacéo

Com relagdo a técnica cldssica de vitrificacdo, foram observadas
diferencgas significativas na retomada de crescimento de apices de mangabeira
criopreservados, com relacdo ao tempo de exposicdo ao PVS2 (p = 0,0001)
Usando-se a curva de regressdo, foi possivel estimar o méaximo valor de
retomada de crescimento, 74% aos 60 minutos de imersio em PVS2. A
retomada de crescimento para os apices nao criopreservados niao apresentou
diferenca significativa (p=0,0665) com média geral de 85% e apenas 7% dos
apices tratados com PVS2 por 15 minutos e criopreservados usando a técnica de

vitrificagdo retomaram o crescimento apds o descongelamento (Figura 4).
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Figura 4 Porcentagem de retomada de crescimento de 4pices de mangabeira imersos em
nitrogénio liquido pela técnica de vitrificagdo apds pré-cultivo por 24 horas,
em meio com 0,3 M de sacarose.

De maneira geral, as taxas de retomada de crescimento utilizando a
vitrificagdo (Figura 4) foram inferiores as obtidas pela técnica de droplet
vitrification (Figura 2). Esse baixo percentual de retomada de crescimento com
periodos inferiores a 30 minutos de PVS2 também foi observado em apices de
Carica papaya L. criopreservados pela técnica de vitrificagdo (TSAI et al.,
2009). Assim como na mangabeira, Chen et al. (2011) observaram que o método
da droplet vitrification foi mais eficiente na criopreservacdo de lirio quando
comparado a vitrificagao.

Ao comparar as duas técnicas aplicadas, percebe-se que a principal
diferenca refere-se ao processo de descongelamento. Droplet vitrification ¢ a
vitrificag@o classica envolvem taxas de congelamento ultrarrapida (PANIS et al.,
2011; SAKAIL;, ENGELMAN, 2007) e rapida (MAZUR, 1984; PANIS;
LAMBARDI, 2005), respectivamente. Desta forma, evitando-se a cristalizagio

da dgua (MAZUR, 1984). Entretanto, o descongelamento na droplet vitrification
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permite também um descongelamento ultrarrapido (CONDELLO et al., 2011,
PANIS et al, 2011; PANIS; PIETTE; SWENNEN, 2005; SAKAI
ENGELMAN, 2007), enquanto o método de vitrificagdo, permite apenas, um
rapido reaquecimento.

A fase de descongelamento ¢ um dos pontos criticos na criopreservagao
devido ao fenomeno da recristalizagdo (HOPKINS et al., 2012). A
recristalizagdo pode ocorrer caso o descongelamento ndo seja rapido o suficiente
para prevenir o fendmeno da agregacdo de pequenos cristais, levando ao
crescimento do cristal de gelo. A formagdo de cristais de gelo geralmente
promove danos celulares (GONZALEZ-ARNAO et al., 2008; HOPKINS et al.,
2012; MAZUR, 1984).

O aumento na porcentagem da retomada de crescimento dos apices
caulinares tratados com PVS2 por somente 15 minutos estd diretamente
relacionado com o pré-cultivo em 0,3 M de sacarose por 24 horas (Figura 1 e 2).
Ja para os explantes que foram pré-cultivados com a mesma concentragao de
sacarose ¢ periodo de exposi¢do na técnica de vitrificacdo apresentaram menores
porcentagens de retomada de crescimento, entretanto, essa reducdo
provavelmente nao foi motivada pelas etapas anteriores ao congelamento, pois o
congelamento ¢ ultra-rapido (MAZUR, 1984; PANIS; LAMBARDI, 2005) e,
também nado estd relacionado a excis@o ou toxicidade, pois os controles (ndo
inserido no nitrogénio liquido) exibiram elevadas taxas de retomada de
crescimento (86%). A menor taxa de retomada de crescimento dos apices de
mangabeira criopreservados pela técnica de vitrificagdo pode ter sido
influenciada pelo descongelamento mais lento e, consequentemente, pela
recristalizagao.

O sucesso da aplicagdo da droplet vitrification em apices de mangabeira,
comprova o potencial dessa técnica para a criopreservagdo de uma variedade de

espécies vegetais, como observado anteriormente para crisantemo (LEE et al.,
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2011), lirio (CHEN et al., 2011), mamao (KAITY et al., 2008), banana (PANIS;
PIETTE; SWENNEN, 2005), entre outras. Com relagdo a vitrificacdo, 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 a
criopreservacdo de sementes ortodoxas (NOGUEIRA et al., 2011; PILLATTI et
al., 2011). O desenvolvimento de protocolos de criopreservagdo utilizando a
vitrificagdo e droplet vitrification pode contribuir efetivamente para a
criopreservagdo de outras espécies nativas, principalmente aquelas que possuam
sementes recalcitrantes. Como evidenciado nesse estudo, os apices submetidos a
criopreservagdo apresentaram altas porcentagens de retomada de crescimento e
apresentaram desenvolvimento normal com emissdo de novas folhas e aumento

de tamanho (Figura 5).

A

r

Figura 5 Apices caulinares de Hancornia speciosa apos a criopreservagio pela técnica
de droplet vitrification. Apices caulinares com um dia (A), 30 dias (B) e 90
dias (C), apos a criopreservag@o. Barras = 1 mm (A e B) e 1 cm (C).

3.3 Efeito do meio de cultivo na etapa p6s-descongelamento

Foi observada uma diferenca significativa na regeneracdo dos apices

caulinares (p = 0,045), com relagdo ao meio de cultivo empregado na etapa de
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pos-descongelamento, a combinagdo de BAP ¢ ANA, bem como a adi¢do da
polivinilpirrolidona juntamente com o acido ascérbico permitiram uma maior

retomada de crescimento (Figura 6).
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Figura 6 Porcentagem de retomada de crescimento de apices caulinares de mangabeira
criopreservados e inoculados em diferentes meios de cultura. Médias (+ erro
padrdo) com a mesma letra, para cada tipo de comparagao, ndo diferem entre si,
de acordo com o teste t (P < 0,05).

4 CONCLUSOES

O tempo de imersdo em solug¢do de carregamento por 20 minutos com a
posterior imersdo em PVS2 por 15 minutos possibilita a criopreservagdo de

apices caulinares de mangabeira.
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A utilizagdo das técnicas da droplet vitrification e de vitrificagdo
mostraram-se viaveis ¢ podem ser utilizadas para a criopreservacdo de apices
caulinares de mangabeira.

O pré-cultivo dos apices caulinares de mangabeira por 24 horas, em
meio WPM com 0,3M de sacarose aumenta a sobrevivéncia dos explantes
criopreservados pela técnica droplet vitrification.

O meio WPM acrescido de 3,33 uM de BAP, 0,27 uM de ANA, 100
ppm de acido ascorbico e 800 ppm de polivinilpirrolidona pode ser empregado

na fase de cultivo dos apices caulinares apos a criopreservagao.
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