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Resposta da mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) a vitrificacdo em
gotas
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Resumo - A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma arvore nativa do Brasil, com grande
importancia econdmica e social, ameacada de extincdo em algumas areas de ocorréncia natural. A
aplicagdo de técnicas de criopreservacao € um desafio pela natureza recalcitrante das sementes, porém
necessaria para sua preservacgdo, sendo imperativa a criacdo de protocolos vidveis para esta planta. O
objetivo do presente trabalho foi aplicar a técnica de vitrificagdo em gotas em explantes de mangabeira
do acesso Oiteiro proveniente do Banco Ativo de Germoplasma de Mangaba da Embrapa Tabuleiros
Costeiros. As sementes obtidas de frutos maduros foram inoculadas em meio WPM, 0,09 M sacarose e
4% de gelificante com pH ajustado para 5,8). Os meristemas apicais foram excisados das plantulas e
inoculados em meio de WPM suplementado com 0,6 M de sacarose e 4 g/L de Gelrite®, com pH
ajustado a 5,8 por 24 horas. Em seguida, foram imersas em solucéo de carregamento contendo meio MS
com 2 M glicerol e 0,4 M sacarose por 20 minutos. Na sequéncia foram colocados em gotas de solucéo
crioprotetora PVS2 por 30 e 50 minutos antes de serem transferidos para criotubos e armazenados em
nitrogénio liquido. O delineamento foi o inteiramente casualizado com quatro repeti¢6es por tratamento,
totalizando quatro criotubos. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey p < 0,05, utilizando-se 0 software SISVAR. Os resultados apontaram que o tempo
de exposigdo de 30 minutos é o mais indicado e ha necessidade de maiores tempos de avaliagdo para a
analise de reducdo das taxas de sobrevivéncia dos explantes.

Termos para indexagéo: Hancornia speciosa Gomes, criopreservacdo, cultura de tecidos de plantas.
Introducgéo

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma éarvore tropical nativa do Brasil da familia
Apocynaceae, de porte médio, encontrada no Centro-Oeste, Sudeste, Norte e Nordeste do pais (SILVA, 2004).
Seu fruto é do tipo baga, elipsdide ou arredondado (Costa et al., 2011) rica em ferro e vitamina C, propagado
naturalmente por sementes e coletada de forma extrativista em Sergipe de dezembro a abril (Lima, 2010).

Sergipe é um dos maiores produtores de mangaba, juntamente com Minas Gerais e Bahia, possuindo
grande importancia social, econdmica (Silva Junior, 2004), e cultural (Costa et al., 2011). Os produtos da
mangabeira sdo consumidos puros e processados, em forma de geleias, sucos, sorvetes e licores, produzidos pelos
préprios catadores, influenciando diretamente na sobrevivéncia destes trabalhadores, responsaveis por 60% de sua
renda familiar anual (Lima, 2011).

ConstrugOes urbanas e praticas agricolas séo responsaveis pela devastacdo das arvores nativas (Santos,
2015), sendo de grande importancia a conservagao das espécies em bancos de germoplasma com o uso de técnicas
de criopreservagdo (Lima, 2011).

A criopreservacdo é uma alternativa para conservacdo a longo prazo da mangabeira, devido a
recalcitrancia de suas sementes, sendo a vitrificagdo em gotas uma das técnicas mais eficientes (Santos, 2015). A
solucdo de vitrificagdo PVS2 impede a cristaliza¢do e desidratagdo, entretanto em niveis altos de concentragéo ou
devido ao tempo de exposicao pode ser toxico para os explantes e causar sua morte (Santos, 2015; Fuller, 2004).
O objetivo do presente trabalho foi avaliar a viabilidade de meristemas apicais do acesso Oiteiro (Ol) do Banco
Ativo de Germoplasma de Mangaba (BAG Mangaba) da Embrapa Tabuleiros Costeiros a técnica de
vitrificacdo em gotas.
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Material e métodos

A coleta dos frutos maduros “de caida” do acesso Oiteiro (Ol) foi realizada no BAG Mangaba,
em Itaporanga d’Ajuda, SE, durante os periodos de frutificacdo, de dezembro a maio. A despolpa das
sementes foi realizada em laboratorio de cultura de tecidos de plantas da Embrapa Tabuleiros Costeiros
com auxilio de peneiras e Tween 20®. Em camara de fluxo laminar as sementes foram imersas em
alcool por 30 segundos, seguida da imersdo com hipoclorito de sédio por 15 minutos, sob agitacdo. As
sementes foram submetidas a trés lavagens com agua destilada e autoclavada.

Ap0s a assepsia, foi feita a inoculacdo das sementes em meio de germinagdo com WPM (Lloyd;
Mccown, 1980) suplementado com 0,09 M sacarose, 4% de Phytagel® e pH ajustado para 5,8 (Santos
et al., 2015). As culturas (seis sementes por frasco) foram mantidas em sala de crescimento com 25°C,
e fotoperiodo de 16 horas 36 umol m? s por 30 dias. Apds as excisdes, os segmentos nodais foram
colocados em meio de pré-cultivo (WPM + 0,6 M de sacarose e 4 g/L de Gelrite®, com pH ajustado a
5,8) por 24 horas em placas de Petri de poliestireno estéreis (SOARES, 2011). Apo6s as 24 horas, para a
realizacdo da vitrificacdo em gotas, foram colocados em solucéo de carregamento (2 M glicerol e 0,4 M
sacarose dissolvidos em meio MS (Murashige; Skoog, 1962) por 20 minutos, e em seguida, imersos em
gotas de Solucdo de Vitrificacdo para Plantas 2 (PVS2) por 30 e 50 minutos sobre placas de aluminio.

Os meristemas apicais foram inoculados em meio WPM com 0,3 M de sacarose por 24 horas e
depois em solucéo de carregamento MS (Murashige; Skoog, 1962) com 2 M glicerol e 0,4 M sacarose
por 20 minutos. Ap6s o tratamento em solucdo de carregamento, foram dispostos em gotas de solucao
de vitrificagdo PVS2 (Sakai, 1995) composta 30% de glicerol (v/v), 15% de etilenoglicol (v/iv) e 15 %
de dimetil sulféxido (DMSO) (v/v) e sacarose 0,4 mol L sobre placas de aluminio, por 30 e 50 minutos.
Dado o tempo de exposicdo ao PVS2, as gotas com os explantes foram imersas em nitrogénio liquido
dentro de criotubos de 2 mL por 30 minutos. Para o reaquecimento os explantes foram colocados em
solucdo de descarregamento (WPM, 1,2 M de sacarose) em temperatura ambiente por 15 minutos
(Santos et al., 2015). Ap6s reaquecidos, foram inoculados em meio de pés cultivo (WPM com 0,3 M de
sacarose, 20 ppm de acido ascoérbico, 2,2 g/L de Gelrite® e pH ajustado a 5,8) e mantidos no escuro por
24 horas. Apoés as 24 horas, foram trocados para meio de regeneragdo (WPM, 0,09 M de sacarose, 2
mg/L de BAP, 20 ppm de &cido ascérbico e 2,2 g/L de Gelrite®), mantido por seis dias no escuro antes
de transferido para 12 horas de fotoperiodo, 70% de umidade relativa do ar. As avaliacbes de
sobrevivéncia dos explantes foram feitas 30 e 60 dias apds a inoculago.

O delineamento usado foi o inteiramente casualizado com quatro repeti¢cGes por tratamento,
totalizando quatro criotubos. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey p < 0,05, utilizando-se o0 software SISVAR.

Resultados e discussao

N&o houve diferenca significativa entre os tempos de exposi¢ao ao PVS2 na sobrevivéncia dos
meristemas apicais aos 30 e 60 dias (Tabela 1).

Tabela 1: Percentagem de sobrevivéncia e regeneragdo de meristemas apicais do acesso de mangabeira
Oiteiro (OI) em funcéo do tempo de exposi¢do ao PVS2 apos a criopreservagdo. 2020.

Tempo Sobrevivéncia Sobrevivéncia (%)  Sobrevivéncia (%) Sobrevivéncia (%)
exposicdo (%) aos 30 dias aos 30 dias aos 60 dias aos 30 dias
(min) NL+ Controle NL- NL+ Controle NL-
30 75,00a 100 31,25a 75,00
50 75,50a 100 37,50a 75,00

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A regeneracdo s6 foi observada no tempo de exposicdo de 50 minutos na solugéo crioprotetora
PVS2, mesmo com valores baixos 12,50% (dados ndo apresentados). Santos et al. (2015) trabalhando
com vitrificagdo em gotas de mangabeira alcangou 45% de regeneragdo com 15 mim de PVS2. A alta
concentracao de sacarose dos meios pode ser uma das razdes para as taxas altas de sobrevivéncia mesmo
com o0 uso do PVS2, servindo como protetor contra desidratagdo dos tecidos durante a criopreservagdo
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(Burritt, 2008). O estudo realizado por Santos et al. (2015) demonstrou que a exposic¢do de 15 minutos
ao PVS2 ndo foi suficiente para proteger os apices caulinares dos efeitos deletérios do nitrogénio liquido.

As taxas de viabilidade dos explantes com a utilizacdo de técnicas de vitrificacdo em gotas
demonstra a importancia da técnica para a conservagdo a longo prazo das mangabeiras, assim como
outras espécies nativas, especialmente com sementes recalcitrantes (Santos et al., 2015).

Concluséao

A técnica de vitrificacdo em gotas pode ser aplicada para a conservacdo a longo prazo da
mangabeira, entretanto sdo necessarios mais estudos com a variagdo do tempo de exposicao para alcance
de maior sobrevivéncia.
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