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Aplicacdes de técnicas para conservacao a longo prazo de recursos
genéticos de mangabeira
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Resumo - O trabalho teve como objetivo analisar e validar o protocolo de encapsulamento-vitrificacdo
de acesso de mangabeira do Banco de Germoplasma da Embrapa Tabuleiros Costeiros. Foram utilizados
apices caulinares provenientes de plantulas assépticas cultivadas in vitro. Os explantes foram pré-
cultivados por 30 dias em trés meios, sendo 0 M1 composto por WPM, prolina e sacarose € 0 M2, por
WPM, prolina, ABA e sacarose e 0 M3, por WPM, ABA e sacarose. Ap0s o pré-cultivo, os apices foram
encapsulados e submetidos ao processo de criopreservagdo. Apds 24 horas, as capsulas foram
descongeladas e os explantes cultivados em meio de pds-cultivo e mantidos por 24 horas na auséncia de
luz. No final desse periodo, foram transferidas para meio de regeneracao, sendo mantidos em sala de
crescimento com fotoperiodo de 12 horas. As variaveis porcentagem de sobrevivéncia foram tomadas
aos 30, 60 e 90 dias. A sobrevivéncia dos explantes ao encapsulamento-vitrificagdo foi de 70% para o
M1; 60% para 0 M2 e 0% para 0 M3. Foi observado uma maior eficiéncia dos meios de pré-cultivo
contendo prolina na sobrevivéncia dos explantes.

Termos para indexacéo: Hancornia speciosa Gomes; Encapsulamento-vitrificacdo; Conserva¢do; Mangaba.
Introducgéo

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma arvore de porte médio pertencente a familia
Apocynaceae que possui uma altura variavel de quatro a sete metros, com crescimento lento e copa
ampla, possuindo latex de cor branca ou réseo-palida (Monachino, 1945). Seu fruto, a mangaba, é do
tipo baga elipsoidal, contendo entre duas e 15 sementes chatas e com polpa de sabor suave. E uma planta
nativa do Brasil, sendo vista nas regifes dos tabuleiros costeiros, cerrados e chapadas do pais. Possui
uma importéncia econdmica e cultural em comunidades que dependem do seu extrativismo, como o
exemplo das catadoras de mangaba em Sergipe. Por estarem localizadas em regides de grande
especulacdo imobiliaria e constantes praticas agricolas, a mangabeira corre o risco de extingcdo em
algumas areas de ocorréncia. Para evitar a perda da variabilidade da espécie, se torna necessario a busca
por alternativas de conservagéo e preservacao desse material genético. Assim, a criopreservacgao se torna
uma alternativa para a problematica.

A criopreservagdo consiste no processo de congelamento do material em nitrogénio liquido a uma
temperatura de -196 °C para que as atividades celulares sejam reduzidas, evitando a degradacdo do
material genético e a morte celular.

O trabalho teve como objetivo analisar e validar o protocolo de encapsulamento-vitrificagdo e
verificar a resposta dos acessos de mangabeira do Banco de Germoplasma da Embrapa Tabuleiros
Costeiros a essa técnica de criopreservagao.

Material e métodos

Para o inicio das atividades, foi realizada a coleta de frutos maduros (“de caida”) de mangabeira
no Banco Ativo de Germoplasma (BAG Mangaba) da Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizado no
municipio de Itaporanga d’Ajuda, Sergipe. Em seguida, o material coletado foi transferido ao
Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa Tabuleiros Costeiros, no municipio de
Aracaju, Sergipe. A extracdo das sementes ocorreu por meio de despolpamento manual com lavagem
em polisorbato 20 e agua estéril para retirada total da polpa, seguida de secagem em temperatura
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ambiente em um recipiente com papel toalha por 24 horas, a fim da retirada do excesso de agua.
Posteriormente, foi realizada em camara de fluxo laminar a etapa de assepsia das sementes, com a
imersdo em alcool etilico 70% por cinco minutos, seguido de uma lavagem de 15 minutos em solugédo
de hipoclorito de sédio (2-2,5% de cloro ativo) e, por fim, cinco lavagens em &gua destilada autoclavada.
Ap0s a assepsia, para obtencdo de plantulas assépticas, as sementes foram inoculadas em meio de cultura
Wood Plant Medium-WPM (Lloyd; Mccown, 1980), pH 5,7-5,8, com 3% de sacarose e gelificado com
4% de agente gelificante substituto de &gar (Phytagel®). As culturas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura variando de 25 + 2° C, umidade relativa do ar média em torno de 70% e
fotoperiodo de 12 horas de luz branca fria (52 pmol m?/s de irradiancia).

Os éapices caulinares de mangabeira foram excisados de plantulas assépticas cultivadas in vitro,
provenientes do acesso Agua Boa (Salvaterra, Ilha do Marajo - Pard) do BAG Mangaba. Os explantes
com aproximadamente 1,0-2,0 mm, foram pré-cultivados em diferentes meios, sendo o meio 1 (M1)
composto por WPM suplementado com prolina 2,15 mM, sacarose 0,09 M e gelificado com 4% de
Phytagel® ; o0 meio 2 (M2) composto por WPM suplementado com prolina 2,15 mM, &cido abscisico
3,8 UM e sacarose 0,09 M e gelificado com 4% de Phytagel® e o meio 3 (M3) composto por WPM
suplementado com prolina 2,15 mM, &cido abscisico 3,8 UM, sacarose 0,09 M e gelificado com 4% de
Phytagel®. Para o controle, os apices caulinares foram inoculados em meio de regeneragdo WPM,
suplementado com 3% de sacarose, 1 mg/L de BAP e 4 g/L de Gelrite®. Para o encapsulamento, ap6s
0 periodo do pré-cultivo, os apices caulinares foram imersos por cinco minutos, em 100 mL do meio de
cultura MS (Murashige; Skoog, 1962), sem Ca*?, acrescido da solucéo de alginato de sédio 3% (m/v)
Sigma-Aldrich A20-33, para a formacao das capsulas. Posteriormente, com o auxilio de uma pipeta de
Pasteur estéril, foram aspirados e depositados na solugdo de 100 mM de cloreto de célcio (CaCly),
Sigma-Aldrich C10-16, por 20 minutos, sob agitacdo, para polimerizacdo das capsulas contendo os
meristemas.

Na fase de encapsulamento-vitrificacdo dos apices caulinares, as capsulas foram tratadas com
Solugdo de Carregamento (2,0 M de glicerol + 0,4 M sacarose) por 20 minutos antes da imerséo na
Solugdo de Vitrificacdo para Planta 2 (PVS2), composta por 30% de glicerol, 15% de etileno glicol,
15% de dimetilsulfoxido (DMSO) e 0,4 M de sacarose (Sakai et al., 1990) 4°C a 0°C para o tempo de
exposicdo de 25 minutos. Ap6s o tratamento com PVS2, as cépsulas foram inseridas em tubos
criogénicos de 2,0 mL e mergulhadas em nitrogénio liquido (NL), onde permaneceram por 24 horas.
Apos a criopreservacdo, o reaquecimento foi realizado em banho-maria a 40°C por trés minutos. Em
seguida, as capsulas foram tratadas em uma placa de Petri contendo solugdo de descarregamento (1,2 M
sacarose) a 25 °C durante 15 minutos. Posteriormente, as capsulas foram inoculadas em meio de pds-
cultivo, constituido por sais basais do WPM, suplementado com sacarose 0,3 M por 24 horas na auséncia
de luz. E por fim, inoculadas em meio de regeneragdo WPM suplementado com 0,2 uM BAP. Os
explantes foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 12 horas de luz branca fria
(52 umol m?s de irradiancia), a temperatura de 25 + 2 °C.

As variaveis porcentagens de sobrevivéncia e regeneracdo foram tomadas aos 30, 60 e 90 dias.
Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia, utilizando o programa estatistico SISVAR (versdo 5.6).

Resultados e Discussao

Houve efeito significativo dos meios de pré-cultivo na sobrevivéncia dos meristemas apicais aos
30, 60 e 90 dias (Tabela 1, Figuras 1 e 2). O meio composto por WPM + ABA ndo obteve sucesso a
longo prazo. Entretanto, os meios WPM + prolina e WPM + prolina + ABA, ambos com prolina,
apresentaram porcentagens de sobrevivéncia aos 90 dias de 70 e 60%, respectivamente. De acordo com
experimentos de criopreservacdo de gemas laterais de mangabeira conduzidos por Prudente et al.
(2010), as taxas de sobrevivéncia dos explantes cultivados por 24 horas em meio WPM com 0,1 M de
prolina foram de 83,3%. Esses resultados corroboram com os obtidos no presente trabalho,
comprovando o desempenho da prolina como bioprotetor da membrana celular contra os danos
provocados pelas baixas temperaturas da criopreservacéo.



Anais do X Seminério de Iniciacdo Cientifica e P6s-graduacéo da Embrapa Tabuleiros Costeiros 66

Tabela 1. Porcentagem de sobrevivéncia de meristemas apicais do acesso de mangabeira Agua Boa
submetidos a trés meios de pré-cultivo e a técnica de encapsulamento-vitrificacdo aos 30, 60 e 90 dias.

Meios de pré-cultivo 30 dias 60 dias 90 dias
WPM + prolina | 100a | 90a | 70a
WPM + prolina + ABA 100a 60a 60a
WPM + ABA 20b Ob Ob

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Tukey.

Figural. A - Meristems encapsulados no meio WPM + prolina; B - meristemas encapsulados no meio WPM +
prolina + ABA; C - meristemas encapsulados no meio WPM + ABA.

Figura 2. Meristemas sobreviventes apds o0 encapsulamento-vitrificacdo. A - meio WPM + prolina; B - meio WPM
+ prolina + ABA; C - meio WPM + ABA.

Tratamentos com prolina sdo notérios por proteger as plantas contra baixas temperaturas e
dessecacdo (Nieves et al., 2001), como demonstrado em um estudo com encapsulados desidratados de
embriGes somaticos de cana-de-agucar (Nieves et al., 2001). A alta concentracdo de sacarose no meio
de pré-cultivo reduz a desidratacdo do explantes. Portanto, € necessério que a aplicagdo dos
crioprotetores, como a prolina, seja feita para que a membrana celular fique estavel durante todo o
processo e que a célula tenha suas atividades metabdlicas normalizadas apds o descongelamento
(Carpentier et al., 2010). Sdo observadas grandes variacGes em relacdo as concentragdes necessarias dos
agentes crioprotetores a depender da técnica, tipo e espécie da planta utilizada (Nadarajan; Pritchard,
2014).

Os meios 1 (WPM+prolina) e 2 (WPM+prolina+ABA) foram estatisticamente iguais e superiores
ao meio 3 (WPM+ABA).

Conclusoes

Os meios de pré-cultivo possuem influéncia apds a técnica de encapsulamento-vitrificagdo. A
presenca de prolina nos meios de pré-cultivo M1 e M2 favorecem a sobrevivéncia dos meristemas
apicais apo6s a criopreservacdo na técnica encapsulamento-vitrificagéo.
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