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RESUMO GERAL

NOGUEIRA, Gabricla Ferreira. Criopreservacdo e producdo de sementes
sintéticas in vitro de mangabeira. 2010. 72 p. Dissertagio (Mestrado em
Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

A mangabeira ¢ uma espécie medicinal e frutifera do Cerrado que
apresenta dificuldades de propagacdo por meio de sementes, devido,
principalmente a baixa taxa de germinagdo e a recalcitrancia. Além disso, vem
sofrendo acelerado processo de erosdo genética em consequéncia da exploragdo
extrativista. Torna-se relevante o desenvolvimento de metodologias alternativas
para a conservagao in vitro da espécie. Objetivou-se neste trabalho o estudo de
aspectos da criopreservacdo e da producdo de sementes sintéticas de
mangabeira, a partir de explantes obtidos in vitro. Quanto ao crescimento e a
viabilidade celular de calos fridveis de mangabeira, observou-se diferenca
significativa entre as solugdes crioprotetoras utilizadas no pré-tratamento desses
calos. As solugdes de vitrificagdo PVS2 e PVS2 modificado inibiram o
crescimento dos calos e reduziram a viabilidade desses em, pelo menos, 80%.
Calos expostos a solucdo B (8% DMSO + 0,4M sacarose) foram os que
apresentaram melhores resultados quanto a viabilidade celular (110%) e
aumento de matéria fresca (45%). Para a criopreservagdo, o teste de tetrazolio
mostrou-se eficiente na determinagdo da viabilidade dos calos de mangabeira.
Observou-se uma reducdo da viabilidade entre o 10° e 30° dia de cultivo e por
meio da analise ultra-estrutural pdde-se constatar a presenca de células
plasmolisadas e rompidas além de um grande acumulo das solugdes
crioprotetoras. Em relagdo a producdo de sementes sintéticas a partir de gemas
apicais foi determinada a constituicdo ideal de sais associada & matriz de
alginato de sodio assim como o armazenamento dessas em diferentes
temperaturas. Para a regeneracdo das gemas apicais verificou-se que, quanto
maior os niveis de sais disponiveis no meio de cultura, menor ¢ a necessidade de
sais associados a matriz de encapsulamento. Aos 45 dias de cultivo, a taxa de
regeneracdo foi de 70% e o comprimento das brotagdes apresentou média de
2,25 cm. Quanto ao armazenamento, observou-se maior tolerancia das sementes
sintéticas a temperatura de +4 °C quando adicionou-se sacarose (1 e 3%) a
matriz de alginato de sodio, atingindo média de 60% de regeneracgao.

* Comité Orientador: Renato Paiva — UFLA (Orientador), Daiane Peixoto Vargas —
UFLA.



Termos para indexagdo: Hancornia speciosa, crioprotetor, viabilidade celular,
microscopia eletronica, unidade encapsulavel.
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GENERAL ABSTRACT

NOGUEIRA, Gabriela Ferreira. Cryopreservation and in vitro synthetic seed
production of mangabeira. 2010. 72 p. Dissertation (Master in Crop Science) —
Federal University of Lavras, Lavras, MG."

The mangabeira is a medicinal and fruit species of the Brazilian Cerrado
that presents propagation difficulties through seeds, due, mainly to the low
germination rate and recalcitrance. Furthermore, it undergoes an accelerated
genetic erosion process as a consequence of the extractivist exploitation. As a
result, the development of alternative methodologies for the in vitro
conservation of the species becomes relevant. The aim of this work was to study
the cryopreservation aspects and synthetic seeds production of mangabeira,
starting from in vitro obtained explants. As a result for the growth and the
cellular viability of the mangabeira friable calli, a significant difference was
observed among the cryoprotectant solutions used in the pre-treatment of these
calli. The vitrification solutions PVS2 and modified PVS2 inhibited the calli
growth and reduced their viability by at least 80%. Calli exposed to the solution
B (8% DMSO + 0.4M sucrose) were those which presented better results related
to the cellular viability (110%) and fresh matter increase (45%). For the
cryopreservation, the tetrazolium test was shown efficient in the determination
of the mangabeira calli viability. A viability reduction was observed between the
10" and 30™ day of cultivation. Through the ultra-structural analysis it was
possible to observe the presence of plasmolyzed and broken cells besides a high
accumulation of the cryoprotectant solutions. Related to the production of
synthetic seeds originated from apical buds, the optimum salt constitution
associated to the sodium alginate matrix was determined as well as their storage
at different temperatures. For the regeneration of the apical buds it was verified
that the higher levels of available salts in the culture medium, the less the need
of salts associated to the encapsulation matrix. At 45 days of cultivation, the
regeneration rate was 70% and the length of the shoots presented an average of
2.25 cm. For the storage, the highest tolerance of the synthetic seeds was
observed at the temperature of +4 °C when sucrose was added (1 and 3%) to the
sodium alginate matrix, reaching an average of 60% regeneration.

Index terms: Hancornia speciosa, cryoprotectant, cell viability,
electronmicroscopy, encapsulable unit.

" Guidance Committee: Renato Paiva - UFLA (Adviser), Daiane Peixoto Vargas —
UFLA.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO

Com uma extensa superficie de terras e uma grande parte dessas terras
apropriadas para o cultivo, o Brasil tem a disposi¢do, recursos hidricos
abundantes, um clima tropical e subtropical e ¢ considerado um dos paises com
maior diversidade bioldgica no mundo. Fato que confere ao pais uma
responsabilidade global maior em proteger seus recursos genéticos (Rylands &
Brandon, 2005).

Os recursos genéticos sdo a base da subsisténcia da humanidade,
utilizados ha milénios tanto na alimentag8o in natura, como também pelo uso de
seus subprodutos. Suprimem as necessidades basicas e ajudam a resolver
problemas como a fome e a pobreza. Dada a sua vital importancia € necessario
conserva-los para beneficios das geragdes presentes e futuras (Santos &
Bettencourt, 2001).

A conservagdo pode ser realizada dentro ou fora do habitat natural.
Entretanto, a vulnerabilidade das plantas, as intempéries climaticas e os ataques
de patogenos em condi¢cdes de campo tém dificultado a conservagdo dos
recursos genéticos in situ.

A conservagdo ex Situ é, muitas vezes, a unica opg¢do vidvel para evitar a
extingdo de espécies nativas e de grande interesse econdomico. De acordo com
Veiga et al. (2006), essa conservagdo desdobra-se em varias modalidades entre
as quais destaca-se a conservagdo in Vvitro, as cole¢des de campo, em cdmaras
frias e em nitrogénio liquido (-196° C).

Nas ultimas décadas, a tecnologia de criopreservacdo de plantas tem
evoluido rapidamente como a maneira mais promissora no armazenamento a
longo prazo dos recursos genéticos vegetais. Além disso, tem sido considerada a

técnica de maior potencial para preservar espécies que se propagam



vegetativamente ou que possuem sementes inviaveis, intermedidrias ou
recalcitrantes (Santos, 2000).

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomez) ¢ uma importante espécie
do Cerrado e apresenta potencial para ser utilizada no estudo da conservagio in
vitro. Seus frutos sdo amplamente comercializados além de apresentarem
aplicacdo medicinal, melifera e ornamental. No entanto, a recalcitrancia de suas
sementes inviabiliza a conservacao da espécie pelos métodos tradicionais.

A criopreservagdo da mangabeira surge como uma alternativa de
conservagdo in vitro da espécie, tornando viavel sua utilizagdo comercial por
meio da micropropagacdo, pesquisa com fitoterapicos para elaboragdo de novos
produtos e o condicionamento a longo prazo em criobancos.

Por meio dos avangos tecnologicos, protocolos de micropropagacao
foram otimizados para a mangabeira (Soares et al., 2007) e através da sua
reprodutibilidade, garantem a obtenc¢dao de plantas uniformes, com fidelidade
genética da planta-mde e isentas de contaminantes. Fatores esses que sdo
essenciais para escolha do explante a ser criopreservado.

Contudo a diversidade de respostas entre os diferentes tecidos de uma
mesma espécie, ou mesmo os distintos comportamentos citologicos e
morfoanatdmicos ressaltam a necessidade do aprimoramento das ferramentas
tecnologicas que viabilizem a criopreserva¢do da mangabeira e permitam o uso
de suas potencialidades.

Objetivou-se, no presente trabalho, o estudo de aspectos da
criopreservagdo ¢ da producao de sementes sintéticas de mangabeira, a partir de

explantes obtidos in vitro.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas lenhosas nativas do Cerrado

Com quase 55.000 espécies nativas, o Brasil ¢ considerado o pais com a
maior biodiversidade do planeta. Essas espécies estdo distribuidas em seis
biomas distintos: Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal e os
Pampas.

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro, sendo superado em area
apenas pela Amazénia. E a mais diversificada savana tropical do mundo.
Apresenta grande diversidade de habitats e 44% da flora é endémica (Klink &
Machado, 2005). Ocupa 23% do territorio nacional, porém 55% do Cerrado ja
foram desmatados ou transformados pela agdo humana (Machado et al., 2004).

Em funcdo da riqueza bioldgica e da alta pressdo antrdpica a que vem
sendo submetido, o Cerrado ¢ considerado um dos Hotspots mundiais, ou seja,
considerado uma darea critica para conserva¢do (Conservation International,
2009).

As espécies frutiferas nativas do Cerrado ocupam lugar de destaque no
ecossistema brasileiro com grande aceitacdo popular no ambito industrial,
medicinal e alimentar. Contudo, somente 2,2% do bioma estdo legalmente
protegidos e existem estimativas indicando que, pelo menos, 20% das espécies
endémicas e ameacadas permanecem fora dos parques e reservas existentes
(Klink & Machado, 2005).

Neste contexto insere-se a mangabeira (Hancornia speciosa Gomes),
pertencente a familia da Apocynaceae que se destaca como importante frutifera
nativa do Cerrado. Contudo, a dificuldade de propagagéo pela via convencional
e os impactos causados pela exploragdo extrativista tém colocado a espécie em

risco eminente de extingao.



2.2 Descricéo da espécie

A mangabeira ¢ uma planta arborea de porte médio, que atinge de 5 a 10
metros de altura. E encontrada em viérias regides do pais, desde os Tabuleiros
Costeiros e Baixadas Litoraneas do Nordeste, onde é mais abundante, até as
areas sob Cerrado da Regido Centro-Oeste; verifica-se ainda sua ocorréncia nas
Regides Norte e Sudeste.

Apresenta frutos aromaticos ricos em vitaminas A, Bl, B2 e C,
saborosos e nutritivos, com ampla aceitacdo de mercado, tanto para o consumo
in natura quanto para fabrica¢do de doces, compotas, geléias, licores, xaropes,
vinhos e vinagres (Ledo et al., 2007). A palavra mangaba é de origem indigena e
significa “coisa boa de comer”.

A casca, devido a propriedade adstringente, ¢ o latex exudado por toda a
planta sdo também empregados na medicina popular contra a tuberculose,
ulceras e herpes. A arvore ¢ ainda melifera e ornamental (Soares et al., 2007 ).

No Nordeste, ¢ uma das mais requisitadas produtoras de matéria-prima
para a industria entre as frutas nativas dessa regido, entretanto, ¢ explorada de
forma extrativista e por isso, vem sofrendo acelerado processo de erosdo
genética (Pinheiro et al., 2001).

Além disso, as sementes da mangabeira pertencem a categoria de
sementes recalcitrantes que apresentam grande sensibilidade ao dessecamento e
ao frio. Para que mantenham sua viabilidade durante o armazenamento a curto
prazo, devem ser conservadas com contetido de 50% umidade e temperaturas de
15° C e 20° C (Salomao et al., 2004).

Devido ao curto periodo de armazenamento das sementes € 0 insucesso
da sua propagagdo por estaquia, metodologias de micropropagacdo foram

desenvolvidas recentemente, visando a produgdo de mudas dessa espécie de

maneira uniforme e independente da época do ano (Bastos et al., 2007; Soares et



al, 2008). De acordo com Salomio et al. (2004), ndo ha estratégias para
conservagdo in situ dessa espécie.

Diante do exposto, verifica-se que a mangabeira ¢ uma boa op¢do no
ambito da fruticultura, porém ha a necessidade de desenvolvimento de

protocolos para a conservacao da espécie.

2.3 Conservacao da variabilidade genética

Diante da destrui¢do em ritmo acelerado das vegetagdes nativas, a
conservacao dos recursos genéticos de plantas tornou-se uma questdo de
interesse global. E uma medida de prevengdo & erosio genética e tem por
objetivo promover a preservagdo com a menor perda possivel da integridade
genética.

Os recursos genéticos sdo conservados em bancos e colegdes de
germoplasma, que sdo unidades conservadoras de material genético de uso
imediato ou com potencial de uso futuro. Podem-se conservar nos seus habitats
naturais (in situ), em condi¢des diferentes as do seu habitat natural (ex situ), ou
combinando os métodos de maneira complementar. A selecdo de um ou varios
métodos depende das necessidades, possibilidades e da espécie em foco (Santos
& Bettencourt, 2002).

A conservacio ex situ desdobra-se em varias modalidades como: a
conservagdo a campo, em camaras frias, em laboratorios in vitro e em botijoes
de nitrogénio liquido (Veiga et al., 20006).

Atualmente, a maneira mais eficiente de conservacao ¢ sob a forma de
sementes. No entanto, esse tipo de armazenamento nem sempre ¢ viavel, porque
algumas plantas ndo produzem sementes e, portanto, elas s6 sdo propagadas
vegetativamente; as sementes de certas espécies deterioram-se rapidamente

devido a acdo de patogenos, sementes intermediarias e recalcitrantes



permanecem vidveis apenas por um periodo limitado, como ¢ o caso da
mangabeira (Bekheet, 2007).

A preservagdo de material genético in vitro ¢ uma técnica promissora de
manutencdo de genes. Entretanto a manuten¢do da cultura necessita de
subcultivos periddicos, ha risco de perda por contaminacao e possibilidade de
variagdo genética ao longo do cultivo (Carvalho & Vidal, 2003). Para a
conservagdo do material in vitro existem dois métodos principais: o crescimento
lento (periodos médios) e a criopreservagao (periodos longos).

Dentre esses métodos, a criopreservagdo vem se destacando no cenario
mundial. Essa técnica caracteriza-se pela manutencdo da estrutura vegetal em
nitrogénio liquido, seja em estado liquido (-196° C) ou em vapor

(aproximadamente -150° C).

2.4 Criopreservacao

A conservacdo a longo prazo das espécies nativas do Cerrado pode ser
obtida através de metodologias de criopreservagao.

A criopreservacao a -196° C no nitrogénio liquido apresenta diversas
vantagens de armazenamento em relagdo as condigdes in vitro: o risco de
contamina¢do e de erro humano é menor, ndo ha necessidade de subcultivos
periddicos, o tempo de armazenamento pode ser prolongado e ha um menor
custo de manutencao (Winkelmann et al., 2004). A técnica ¢ capaz de garantir a
utilizagdo segura e eficiente de conservacao a longo prazo de diversos tipos de
explantes (Engelmann, 2004).

A criobiologia, ao proporcionar uma reducgdo drastica do metabolismo
celular, mantém intacto o material bioldgico conservado, assegurando-lhe alta

estabilidade genética e fisiologica (Engelmann, 2004).



Diferentes métodos de criopreservagdo tém sido utilizados
especificamente para cada material biologico, como por exemplo; protoplastos,
suspensdes celulares, calos, gemas apicais e laterais, meristemas, sementes
recalcitrantes e ortodoxas, embrides somaticos e zigoticos.

Os métodos de criopreservagdo podem ser desdobrados em etapas
conhecidas como: pré-crescimento, crioprote¢do, resfriamento, armazenamento,
descongelamento e recuperagdo do crescimento (Withers & Williams, 1998).

Na etapa de pré-crescimento as condigdes de cultivo sdo manipuladas
para melhorar a tolerdncia ao congelamento, adicionando-se compostos com
atividade osmotica ou outros aditivos ao meio de cultura (Carvalho & Vidal,
2003). Panis et al. (2005) afirmaram que a chave para o sucesso da
criopreservagdo ndo estd com a tolerincia ao congelamento, mas com a
tolerancia a desidratacdo e sua inducao.

E fato que o elevado teor de agua intracelular pode resultar na formagio
de cristais de gelos e, consequentemente causar danos celulares irreversiveis. A
formagdo de gelo causa ruptura do sistema de membranas celulares, resultando
em perda da semipermeabilidade e da compartimentacdo celular, levando a
morte da célula. Portanto, a 4gua precisa ser removida antes do congelamento,
para evitar as injurias (Engelmann et al., 1997)

Por isso, as técnicas de criopreservagdo desenvolvidas mais
recentemente sao mais simples e estdo baseadas na vitrificacdo (Santos, 2000),
que pode ser definida como a passagem de agua diretamente da fase liquida para
a fase amorfa ou de vidro, evitando a formacao de gelo cristalino (Fahy et al.,
1984).

A vitrificacdo pode ser obtida por meio da desidratacdo dos tecidos para
um teor de umidade em que ndo exista agua livre para a cristalizacdo antes de

mergulha-lo em nitrogénio liquido. Essa desidratacdo pode ser obtida por



evaporagdo da agua ou por tratamento com solugdes concentradas de
crioprotetores quimicos (Santos, 2001)

Diferentes solugdes de vitrificagdo tém sido desenvolvidas com sucesso
por diversos grupos de pesquisas na area de criobilogia (Gonzalez-Arnao et al.,
2008), entretanto estudos referentes ao mecanismo de acdo dessas solucdes

ainda sdo incipientes.

2.5 Crioprotecéo

Os crioprotetores sdo compostos quimicos capazes de proteger os
tecidos vegetais dos efeitos danosos causados pelos cristais de gelo, formados
dentro e fora da célula durante o processo de congelamento. Sdo capazes de
baixar a temperatura na qual o congelamento ocorre reduzindo assim, o tamanho
dos cristais de gelo formados (Withers, 1998 citado por Carvalho & Vidal 2003)

Essas substincias devem possuir, como propriedades essenciais, uma
baixa toxicidade para as células e alta solubilidade em agua. Contudo, a
exposi¢do direta de amostras para qualquer solugdo de vitrificagdo muitas vezes
leva a efeitos prejudiciais devido a toxicidade causada pela sua elevada
concentragdo (Gonzalez- Arndo et al., 2008).

Veiga et al. (2006) ressaltaram que, poucos tecidos vegetais sdo capazes
de sobreviver em temperaturas ultra-baixas sem a prote¢do proporcionada por
tratamentos quimicos especiais. Especialmente quando se trata de espécies de
origem tropical, pois essas ndo desenvolvem mecanismos de tolerancia ao frio, e
sdo, portanto, altamente sensiveis a baixas temperaturas (Engelmann, 2000).

Os crioprotetores podem ser classificados como intracelulares ou
permeaveis e extracelulares ou impermeaveis. De acordo com Felizardo et al.
(2007), os crioprotetores intracelulares sdo substancias quimicas que retiram a

agua da célula durante o processo de congelamento; ja os crioprotetores



extracelulares como a sacarose, manitol, trealose recobrem a superficie celular e
estabilizam a membrana, ajudando, portanto, a minimizar e reparar os possiveis
danos celulares causados pelo processo de congelamento. Entre os crioprotetores
intracelulares mais utilizados podem ser citados dimetilsulfoxido (DMSO),
glicerol, metanol e etileno glicol.

A crioprotecdo tem sido aplicada a uma ampla variedade de tecidos
vegetais como calos, dpices caulinares, suspensoes celulares, embrides zigoticos
com a vantagem principal de ndo ser necessaria a utilizacdo de congeladores
programaveis, sendo possivel a imersdo direta em nitrogénio liquido (Sakai &

Engelmann, 2007)

2.6 Técnicas de determinacéo da viabilidade celular apés a criopreservacio

Atualmente, existem diversos testes qualitativos e quantitativos
disponiveis para estudar o efeito de varios tipos de estresse na sobrevivéncia de
células e tecidos vegetais (Verleysen et al., 2004).

A redugdo do cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazélio (CTT) é descrito como
um dos testes mais confidveis para medir a viabilidade dos tecidos vegetais
(Mikula et al., 2006). Baseia-se na atividade enzimatica de células vivas
demonstrando o nivel respiratério da amostra testada (Whiters, 1985). A
atividade de enzimas desidrogenases mitocondriais reduz o CTT ao trifenil
formazan, de coloracao vermelha (Steponkus & Lanphear, 1967).

De acordo com Verleysen et al. (2004), o CTT ¢ um método de
referéncia da ISTA (International Seed Testing Association) utilizado em
ensaios de viabilidade de sementes. Porém, também pode ser aplicado para testar
a atividade bioquimica dos tecidos vegetais apos a criopreservacdo. Esse teste

permite que os pesquisadores avaliem a eficacia e/ou letalidade da técnica de
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congelamento ou crioprotetores utilizados para a protecdo do material vegetal
(Joshi & Teng, 2000).

Outras tecnologias tém se mostrado eficientes na avaliagdo dos tecidos
apds criopreservacao. No entanto, poucos trabalhos encontrados na literatura
tém relatado andlises genéticas ou morfologicas dos tecidos apds congelamento.

A analise ultra-estrutural por meio do microscépio eletronico de
varredura vem auxiliar os estudos relacionados a criopreservagdo. Devido as
caracteristicas peculiares do MEV, como largo aumento e aspecto tridimensional
das imagens, ¢ possivel realizar um exame mais detalhado da superficie das
amostras ¢ a integridade das células (Alves, 2004).

O estudo da viabilidade celular e analise ultra-estrutural dos explantes,
apds a criopreservagdo, possui carater inédito e essencial para que se possa

recomendar a criopreservacdo como um método seguro e eficaz na conservagao

do germoplasma de espécies nativas.

2.7 Producao de sementes sintéticas

Muitas frutiferas tropicais apresentam caracteristicas que dificultam a
sua conservagdo por meio dos métodos tradicionais. Espécies intermediarias e
recalcitrantes podem ser armazenadas por curto periodo de tempo. Os bancos de
germoplasma in Situ estdo continuamente expostos aos desastres naturais,
ataques de patogenos e microrganismos. E, o intercAmbio desses genes
apresentam alto risco de transferéncia das doencas (Rai et al., 2009).

Em decorréncia destes problemas, o uso da tecnologia denominada de
sementes encapsuladas ou sementes sintéticas, tem-se destacado na conservagao
e intercambio de germoplasma dessas espécies. E andloga & semente verdadeira

ou boténica, e consiste de um propagulo (embrides somaticos, apices caulinares
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ou gemas axilares) envolto por uma ou mais camadas de compostos artificiais,
formando uma capsula — o endosperma sintético (Diniz, 2004).

O conceito foi estabelecido por Murashige em 1977, porém o primeiro
trabalho publicado com sementes sintéticas foi desenvolvido por Kitto & Janick
(1982). Esses autores produziram sementes sintéticas a partir de embrides
somaticos de cenoura utilizando uma resina solivel de polietileno-6xido —
Polyox. Posteriormente, outros trabalhos obtiveram resultados relevantes no
encapsulamento de propagulos utilizando hidrogel de alginato (Rai et al., 2009).

O alginato de s6dio é o principal gel para o encapsulamento devido as
suas propriedades geleificantes, baixo custo, facilidade de uso e auséncia de
toxicidade (Redenbaugh et al., 1986; Guerra et al., 1999).

A matriz alginato envolvendo os propagulos proporciona resisténcia
para sua manipulagdo e transporte, ¢ também preserva a viabilidade caso a
matriz seja enriquecida com substancias nutritivas (Prewein & Wilhelm 2003
citado por Pintos et al., 2008). Varios podem ser os elementos incorporados a
matriz de encapsulamento como macro, micronutrientes, vitaminas, carboidratos
e fitorreguladores (Guerra et al., 2001).

E uma tecnologia de baixo custo e rapida multiplicagdo dos propagulos,
apresenta baixo risco de variagdes somaclonal e facilidade de manuseio, além de
permitir o intercambio de germoplasmas (Santos, 2004; Rai, et al., 2009) . O
encapuslamento tem se destacado como uma excelente ferramenta em trabalhos
de conservagdo de gendtipos in vitro, principalmente por meio da

criopreservagdo (Pereira et al., 2008; Wang, et al., 2005) (Figura 1).
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Sementes Sintéticas

Propagacéo Conservagéo Transporte

Plantas raras ou ameacadas
Plantas modificadas geneticamente

Intercdmbio de

| T germoplasmas

P antas c.o'm. sementels ¥nV1ave1s, Material livre de

intermedidrias e recalcitrantes contaminantes
Armazenamento de | .| Armazenamento a longo
curto a médio prazo | prazo (criopreservacao)

Manutengdo sob temperatura reduzida Encapsulamento — desidratagio

e/ou baixa luminosidade Encapsulamento — vitrificagdo

Retardadores de crescimento

Osmorreguladores

Combinag¢do de mais tratamentos

FIGURA 1 Esquema da tecnologia de sementes sintéticas e suas aplicagdes
(adaptado de Rai et al., 2009)

Para aprimorar a conservagdo, a longo prazo, das sementes sintéticas
diferentes técnicas tém sido desenvolvidas (Rai et al., 2009), com destaque para
o encapsulamento-desidratacdo e encapsulamento-vitrificagdo (Santos, 2000;
Wang et al., 2005; Pintos et al., 2008). Na temperatura do nitrogénio liquido, as
reagdes metabolicas sdo praticamente inexistentes, garantindo conservacido a
longo prazo e com alta integridade genética.

Apesar de todo o potencial da técnica, os estudos relacionados ao tipo de
explante, constituigdo e consisténcia da capsula, condicdo de cultivo e

armazenamento ainda sdo incipientes (Guedes et al., 2007).
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2.8 Avancos cientificos na conservacéo de espécies nativas

O aumento da agdo antropica, em consequéncia do avango da fronteira
agricola, vem colocando em risco varias espécies de plantas nativas e exoticas.
Agoes e esforgos continuos devem ser desenvolvidos para que o maximo de
material genético de valor atual ou potencial seja conservado (Wetzel et al.,
2007).

O emprego de um sistema de manutencdo, a médio e longo prazo, para
conservacao de estruturas organizadas com alta estabilidade genética e bioldgica
de espécies com sementes recalcitrantes ou intermediarias ¢ de fundamental
importancia para armazenamento dos acessos num Banco de Germoplasma
(Carvalho & Vidal, 2003).

Na atualidade, a criopreservacdo ¢ a técnica de maior potencial para
assegurar a conservacdo ex Situ do germoplasma dessas espécies, por longos
periodos de tempo e com controle sanitario, porém ainda ¢ um grande desafio.

Os protocolos de criopreservacdo exigem a otimizagdo de inumeras
variaveis, incluindo o tamanho da amostra, o tipo e a concentracio do
crioprotetor, o teor de 4gua da amostra durante congelamento e
descongelamento (Bekheet et al., 2007).

Recentemente, diversas técnicas de criopreservagdo tém sido
desenvolvidas com sucesso para todos os tipos de explantes, incluindo
suspensdes de células e calos, apices e embrides somaticos e zigbticos, tanto de
espécies de clima temperado como tropical.

A criopreservagdo também pode ter outros usos que ndo a conservacao
de germoplasma, como crioselecdo, ou seja, selecdo através do congelamento de
amostras com propriedades especiais, ou crioterapia com eliminacgdo de virus de

plantas infectadas por meio de criopreservacio do apice (Engelmann, 2004).
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Devido ao elevado potencial, a criopreservagdo pode se tornar a técnica
mais frequentemente empregada para conservagdo a longo prazo dos recursos

genéticos vegetais.
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CAPITULO 2

CRIOPRESERVACAO DE CALOS DE MANGABEIRA
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1 RESUMO

A mangabeira vem se destacando no cenario nacional por possuir frutos
nutritivos e saborosos. Devido ao alto valor econdmico, a recalcitrancia das
sementes e a exploracdo extrativista tem se intensificado a necessidade de
conservagdo in vitro dessa espécie. A criopreservacdo é capaz de garantir a
conservacdo a longo prazo de germoplasmas vegetais e tem sido aplicada com
sucesso em diversos tipos de explantes. No entanto, poucos siao os
entendimentos quanto a influéncia dos pré-tratamentos e da temperatura de -
196° C nos tecidos vegetais. Objetivou-se, neste trabalho, verificar o efeito das
solucdes crioprotetoras e da criopreservagao em calos de mangabeira.. Os calos
de mangabeira foram desidratados e pré-tratados com diferentes solucdes
crioprotetoras (solugdo A, solug¢do B, PVS2 ¢ PVS2 modificado) por 20 minutos
e em seguida, inoculados em meio de cultivo WPM + 8,28 uM de Picloram +
0,46 pM de Cinetina A matéria fresca e a viabilidade celular por meio do teste
CTT foram determinados ao 30° dia de cultivo. Quanto a criopreservacgao, os
calos foram desidratados, pré-tratados com os crioprotetores e rapidamente
imersos em nitrogénio liquido (NL) onde permaneceram por 24 horas. Apos o
descongelamento, os calos foram inoculados no meio de inducdo contendo 6%
de manitol por 48 horas e posteriormente, transferidos para novo meio, contendo
3% de sacarose. Amostras foram coletadas para a determinacdo da viabilidade
celular e também para andlise ultra-estrutural em microscopio eletronico de
varredura. Observou-se comportamento distinto dos calos apds tratamento com
as solucdes crioprotetoras. Os calos expostos a solugdo B demonstraram alta
viabilidade celular (68,8%) e aumento de matéria fresca (45%); o contrario foi
observado para os calos pré-tratados com as solugdes de vitrificagdo PVS2 e
PVS2 modificado, que nao apresentaram sinal de recuperagdo. Ambos os
tratamentos apresentaram queda de aproximadamente 63% na viabilidade
celular, ao 10° dia de cultivo. Em rela¢do aos calos criopreservados, constatou-
se reducdo da viabilidade celular entre o 30° dia e 60° dia de cultivo e, por meio
da andlise ultra-estrutural, verificou-se a presenca de células plasmolisadas e um
grande acimulo das solugdes crioprotetoras nos calos apos a criopreservagao.

Termos para indexagdo: Hancornia speciosa, in vitro, vitrificagdo, nitrogénio
liquido.
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2 ABSTRACT

The mangabeira has become a fruit of interest on the national scene for
possessing nutritious and tasty fruits. Due to its high economic value, the
recalcitrance of its seeds and the extractivist exploitation, it has intensified the
need of in vitro conservation of this species. Cryopreservation is a technique
capable of ensuring the long-term conservation of plant germplasm and has been
applied successfully in several explants types. However, there are few insights
about the influence of the pre-treatments and the temperature of -196° C on the
plant tissues. The aim, in this work, was to verify the effect of the cryoprotectant
solutions and the cryopreservation on mangabeira calli. The mangabeira calli
were dehydrated and pre-treated with different cryoprotectant solutions (solution
A, solution B, PVS2 and modified PVS2) for 20 minutes and then, inoculated in
WPM + 8.28 uM Picloram + 0.46 uM Kinetin culture medium. The fresh matter
and cellular viability were determined through the TTC test on 30™ day of
cultivation. For the cryopreservation, the calli were dehydrated, pre-treated with
the cryoprotectants and quickly immersed in liquid nitrogen (LN) where they
remained for 24 hours. After thawing, the calli were inoculated on the induction
medium containing 6% mannitol for 48 hours and later, transferred to a new
medium, containing 3% sucrose. Samples were collected for the determination
of the cellular viability and also for ultra-structural analysis under scanning
electron microscopy. Distinct calli behavior was observed after treatment with
the cryoprotectant solutions. The calli exposed to solution B demonstrated high
cellular viability (68.8%) and fresh matter increase (45%); the opposite was
observed for the calli pre-treated with the PVS2 and modified PVS2 vitrification
solutions, that did not present recovery signs. Both treatments presented a
decline of approximately 63% in the cellular viability, on the 10" day of
cultivation. Related to the cryopreserved calli, a cellular viability reduction was
verified between the 30™ and 60™ day of cultivation and, through ultra-structural
analysis, the presence of plasmolyzed cells and a high accumulation of the
cryoprotectant solutions was verified in the calli after the cryopreservation.

Index terms: Hancornia speciosa, in vitro, vitrification, liquid nitrogen.

22



3 INTRODUGCAO

Nas ultimas décadas, as tecnologias de criopreservagdo de plantas tém
evoluido rapidamente, abrindo portas a possibilidade de armazenamento, a longo
prazo, de valiosos recursos genéticos de diversas culturas e espécies florestais
(Panis & Lambradi, 2005).

A criopreservacdo ¢ definida como a conserva¢do de material biologico
em nitrogénio liquido a -196° C. Nessa temperatura, todas as divisdes celulares e
processos metabolicos sdo interrompidos, 0 que permite a conservagao por um
periodo ilimitado de tempo, exigindo um minimo de espago e manutencao
(Engelmann, 2004).

No entanto, a maioria dos tecidos empregados na criopreservagdo de
células (calos, apices caulinares, embrides, entre outros) contém grande
quantidade de 4gua livre. E a formacdo de gelo no meio intracelular causa
ruptura do sistema de membranas celulares, resultando em perda da semi-
permeabilidade e da compartimentagao celular (Santos, 2001).

As técnicas de criopreservacdo desenvolvidas mais recentemente estio
baseadas na vitrificagdo, processo pelo qual a 4gua sofre uma transicdo da fase
liquida para um estado s6lido amorfo e metaestavel (Sakai & Engelmann, 2007),
e ¢ obtida por meio da desidratacdo dos tecidos através de tratamento com
solucdes concentradas de crioprotetores (Santos, 2001).

Com auxilio de algumas tecnologias é possivel analisar o estresse ¢ 0s
danos causado aos tecidos apds exposi¢do ao nitrogénio liquido. Tem-se
destacado os testes de viabilidade que permitem um prognostico rapido e preciso
dos efeitos da criopreservacao (Verleysen, 2004), além da analise ultra-estrutural
por meio do microscopio eletronico de varredura, capaz de produzir imagens

tridimensionais e de alta resolucdo da superficie da amostra.
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De acordo com Engelmann (2004), existem grupos de plantas potenciais
para conservacdo a longo prazo em temperatura ultra-baixa, na qual se destacam
as espécies que apresentam sementes intemediarias ou recalcitrantes, que nao
toleram o armazenamento por meio da metodologia convencional (bancos de
germoplasma).

Dentre clas estd a mangabeira (Hancornia speciosa Gomez), arvore
pertencente a familia das Apocinaceas encontrada naturalmente no Brasil. Os
frutos séo ricos em nitrogénio, vitamina C e lipideos e sdo consumidos in natura
e no preparo de sorvete, pudim, suco, geléia entre outros. A madeira ¢
empregada na carpintaria, producdo de lenha e carvao e, na medicina popular, o
latex ¢ utilizado no tratamento de doengas venéreas, tuberculose e verrugas
(Salomao et al., 2004).

No Nordeste, onde é explorada de forma extrativista, essa espécie vem
sofrendo acelerado processo de erosdo genética (Pinheiro et al., 2001). Além
disso, as sementes da mangabeira sdo recalcitrantes, isso €, perdem rapidamente
o poder germinativo assim que sdo retiradas dos frutos, inviabilizando a sua
conservacdo por longos periodos de tempo (Soares et al., 2007).

Objetivou-se, com este trabalho, verificar o efeito das solucdes

crioprotetoras e da criopreservacdo em calos de mangabeira.

4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de
Tecidos de Plantas, Setor de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia na

Universidade Federal de Lavras, Lavras - MG.
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4.1 Inducdo de calos em explantes foliares de mangabeira

Segmentos foliares foram excisados de plantulas preestabelecidas in
vitro. Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio, contendo meio de
cultura. WPM (Lloyd & McCown, 1980), suplementado com 8,28 puM de
Picloram e 0,46 pM de Cinetina e acrescido de 3% de sacarose, de acordo com
protocolo estabelecido em testes preliminares. O meio foi solidificado com 0,6%
de agar e o pH ajustado em 5.8, antes da autoclavagem a 121° C, por 20
minutos.

Apbs a inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento
sob irradidncia de 43 pmol m™ s™, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25
+ 2° C, para obtenc¢ao dos calos.

Os subcultivos foram realizados a cada 60 dias e os calos oriundos do
segundo subcultivo serviram como fonte de explantes para os experimentos
subsequentes, pois apresentaram melhores resultados de viabilidade em testes

realizados anteriormente.

4.2 Efeito das solucbes crioprotetoras no crescimento dos calos

Calos de mangabeira com aspecto friavel e coloragdo variando do verde
ao vermelho-escuro, estabelecidos no item 4.1, foram desidratados por 72 horas
em meio de cultura WPM, suplementado com 8,28 uM de Picloram ¢ 0,46 uM
de Cinetina acrescido de 6% de manitol e solidificado com 0,6% de agar. Apds
inoculacdo, permaneceram por 48 horas na presenga de luz.

Apo6s o periodo de desidratacdo, os calos foram tratados com diferentes
solucdes quimicas — crioprotetores — Solu¢ao A (meio de cultura + 2,0M glicerol
+ 0,4M sacarose), Solugdo B (meio de cultura + 0,4M sacarose + 8% DMSO),
PVS2 (3,26M glicerol + 2,42M etileno glicol + 1,9M DMSO + 0,4M sacarose) e
PVS2 modificado (40% glicerol + 45% sacarose + 10% etileno glicol + 10%
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DMSO) (Sakai et al., 1990) ¢ incubados em gelo durante 20 minutos . As
solucdes foram esterilizadas em filtro Millipore 0,22 pM e o pH ajustado para
5,8.

O excesso dos crioprotetores foi retirado por meio de papel filtro
autoclavado e os calos inoculados em meio de cultura WPM, suplementado com
8,28 uM de Picloram e 0,46 pM de Cinetina e acrescido de 3% de sacarose e
0,6% de agar. .

No tratamento controle, os calos foram desidratados por 72 horas em
meio de cultura WPM, suplementado com 8,28 pM de Picloram e 0,46 pM de
Cinetina acrescido de 6% de manitol e solidificado com 0,6% de agar, porém
nao foram expostas as solugdes crioprotetoras.

Posteriormente, foi estabelecido 300 mg de matéria fresca de calo, por
tubo ensaio, para todos os tratamentos analisados. Os calos foram mantidos em
sala de crescimento sob irradiancia de 43 pmol m™ s, fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25 + 2° C, e a matéria fresca determinada ap6és um més de
cultivo.

O experimento foi conduzido segundo um delineamento inteiramente
casualizado, constituido de 10 repeticdes por tratamento. Os dados foram
submetidos a analise de varidncia pelo programa estatistico SISVAR (Ferreira,
2000), sendo as médias comparadas pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de

significancia.

4.2.1 Teste de viabilidade celular

Para verificar a viabilidade celular dos calos de mangabeira, antes e
depois dos pré-tratamentos com crioprotetores (item 4.2), amostras foram
recolhidas e quantificadas, através do corante cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazolio
(CTT).

26



Em cada tratamento, a amostragem foi feita de maneira aleatoria
coletando-se pequenas por¢des dos calos que foram subdivididas em 5 amostras,
de 100 mg cada.

Em tubos de ensaio, cada amostra foi homogeneizada em 3 mL do
reagente de CTT 0,6% (p/v) preparado em solugdo-tampao fosfato pH 7,4. A
mistura foi incubada por 24 h no escuro, a 28° C. Apos esse periodo, foram
adicionados 7 mL de etanol 95% (v/v) e o composto colorido, formazan,
extraido mediante incubacdo dos tubos em agua fervente durante cinco minutos
(Benson, 1994).

O material foi centrifugado a 6000 rpm, durante 10 minutos, para a
separacdo dos solidos. O sobrenadante foi reservado para as leituras de
absorbancia no espectrofotdmetro Beckman modelo DU640B, a 490 nm de
comprimento de onda.

O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramente
casualizado com 5 repeticdes de 100 mg de calo por coleta. A producdo de
formazan foi expressa em porcentagem em relacdo ao tratamento controle,
calculado como (absorbancia dos tratamentos/ absorbancia do controle) x 100
(Mikula et al., 2006), sendo um indicativo da viabilidade celular.

Os dados foram analisados pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade, no Programa Estatistico SISVAR (Ferreira, 2000).

4.3 Tolerancia de calos friaveis ao congelamento

Calos de mangabeira com aspecto fridvel estabelecidos no item 4.1 foram
inoculados em meio de cultura WPM, suplementado com 8,28 uM de Picloram e
0,46 uM de Cinetina acrescido de 6% de manitol, permanecendo por 48 horas na

presenga de luz.
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Apos o periodo de desidratacdo, os calos foram pré-tratados com
diferentes solugdes crioprotetoras — Solucdo A, Solugdo B, PVS2 (Sakai et al.,
1990) e incubados em gelo por 20 minutos. Os calos foram colocados em
criotubos (capacidade de 2,0 mL) com nova solug¢do crioprotetora previamente
resfriada, e imersos diretamente em nitrogénio liquido (NL) por um periodo de
24 horas.

Os calos criopreservados foram descongelados mergulhando os criotubos
em banho-maria por 5 minutos, a temperatura de 37 + 2° C e posteriormente,
colocados sobre papel-filtro para retirar o excesso de solugao.

Apo0s a criopreservacgdo, os calos foram inoculados em meio de cultura
WPM, suplementado com 8,28 uM de Picloram e 0,46 uM de Cinetina contendo
6% manitol e solidificado com 0,6% de 4gar, permanecendo por mais 48 horas
na presenca de luz.

Quanto ao tratamento controle, os calos foram inoculados no mesmo meio
de cultura contendo 6% de manitol por 48 horas, porém nao foram expostos ao
NL.

Transcorridas as 48 horas, os calos foram transferidos para novo meio de
cultura, contendo 3% de sacarose e mantidos em sala de crescimento sob
irradiancia de 43 umol m™ s™', fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2°
C.

O experimento foi conduzido segundo um delineamento inteiramente
casualizado, constituido de 10 repeti¢des por tratamento e resultados analisados

pelo Programa Estatistico SISVAR (Ferreira, 2000).
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4.3.1 Viabilidade celular ap6s exposi¢édo ao nitrogénio liquido

Para verificar a viabilidade celular dos calos no periodo de 30 e 60 dias de
cultivo apds tratamentos, amostras foram recolhidas e quantificadas através do
corante cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazélio (CTT).

A amostragem foi feita de maneira aleatéria coletando-se pequenas
porgdes dos calos e subdividindo-as em 5 amostras de 100 mg cada.

Em tubos de ensaio, cada amostra foi homogeneizada em 3 mL do
reagente de CTT 0,6% (p/v) preparado em solucdo-tampao fosfato pH 7,4. A
mistura foi incubada por 24 h no escuro, a 28° C. Apds esse periodo, foram
adicionados 7 mL de etanol 95% (v/v) e o composto colorido, formazan,
extraido mediante incubacdo dos tubos em agua fervente, durante cinco minutos
(Benson, 1994)..

O material foi centrifugado a 6000 rpm durante 10 minutos para a
separagdo dos solidos. O sobrenadante foi reservado para as leituras de
absorbancia no espectrofotdmetro Beckman modelo DU®640B, a 490 nm de
comprimento de onda.

O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramente
casualizado com 5 repeticdes de 100 mg de calo, por coleta. A produgido de
formazan foi expresso em porcentagem em relacdo ao tratamento controle,
calculado como (absorbancia dos tratamentos/ absorbancia do controle) x 100
(Mikula et al., 2006), sendo um indicativo da viabilidade celular.

Os dados foram analisados pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade, no Programa Estatistico SISVAR (Ferreira, 2000).
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4.3.2 Anélise ultra-estrutural dos calos criopreservados

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Microscopia e
Analise Ultra-estrutural, no Departamento de Fitopatologia, na Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.

Para microscopia eletronica de varredura, amostras de calos
criopreservados foram coletadas no periodo de 48 horas e 30 dias apds
exposicdo ao NL, além do tratamento controle. Esses foram imersos em solugéo
fixadora (Karnovisk) pH 7,2 por um periodo minimo de 24 h, lavados em
tampdo cacodilato por trés vezes, pds-fixados em tetroxido de 6smio 1% por 1
hora, a temperatura ambiente. Apds esse periodo, os calos foram lavados por trés
vezes em agua destilada e, em seguida, desidratados em gradiente de acetona
(25%, 50%, 75%, 90% e 100% por trés vezes).

Posteriormente, o material foi levado ao aparelho de ponto critico para
completar a secagem, montado em Stubs e coberto com ouro. Os espécimes
foram observados no Microscopio Eletronico de Varredura LEO Evo 40,

segundo metodologia descrita por Alves, 2004.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Influéncia de diferentes solucgdes crioprotetoras no crescimento de calos

mangabeira

Os calos de mangabeira oriundos do 2° subcultivo que foram utilizados
como fonte de explantes nos experimentos subseqiientes (origem), apresentaram
alta viabilidade celular, com média de 0,4249 de absorbincia. Entretanto,
quando inoculados em meio de desidratagdo, contendo 6% de manitol, observou-

se uma perda significativa de viabilidade (0,2660 de absorbancia) (Figura 1).
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FIGURA 1 Média de absorbancia dos calos utilizados como fonte de explante
(origem) e ap6s 48 horas em meio de desidratagdo contendo 6% de
manitol. Barras seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, ao
nivel de 5% de significancia pelo Teste Scott-Knott.

Na reducdo do metabolismo das plantas tem-se utilizado como estratégia
modificagdes nas condi¢des fisicas (temperatura) ou quimicas do meio de
cultivo, adicionando nutrientes orgénicos e inorgénicos, reguladores osmoticos
ou inibidores de crescimento (Roca et al., 1991).

O manitol apresenta um efeito retardante no crescimento e
desenvolvimento de um grande niimero de espécies e ¢ utilizado com bastante
frequéncia na conservagdo in vitro. Normalmente, esste carboidrato é adicionado
ao meio para reducdo do seu potencial hidrico, impedindo a absor¢ao de sais e
nutrientes do meio (Ledo et al., 2007).

Sendo considerada uma fase critica, o insucesso na criopreservacao
causada por danos nos tecidos possivelmente pode estar relacionado a fase de
desidratagdo, ou seja, antes mesmo da exposi¢do dos explantes ao NL.

O manitol remove o excesso de agua intracelular através do gradiente
osmotico fazendo com que o crescimento da cultura ocorra mais lentamente
(Dumet et al., 1993). Esse fato pode explicar o efeito altamente estressante do

manitol sobre as culturas (Ledo et al., 2007).

31



Outros carboidratos tém sido utilizados no pré-cultivo dos explantes a
serem criopreservados como, por exemplo, a sacarose, manose, frutose e sorbitol
os quais s3o adicionados isoladamente ou em combinagdo. Bekheet et al. (2007)
estudaram diversos agucares no pré-cultivo de Phoenix dactylifera e constaram
que a sacarose foi o crioprotetor mais eficaz no aumento da tolerancia ao
congelamento. Resultados semelhantes foram encontrados por Fang et al. (2004)
e Danso & Ford-Lloydna (2004) na criopreserva¢do de embrides somaticos de
cacau e aipim, respectivamente.

Seguindo os passos convencionais da criopreservagdo, apos o periodo de
desidratagdo, os calos friaveis de mangabeira passaram por diferentes pré-
tratamentos com as solugdes crioprotetoras a fim de determinar a influéncia
dessas solugdes quimicas no crescimento dos calos da espécie estudada.

Na analise da viabilidade celular dos calos ao 10° e 30° dia de cutlivo,
apods o pré-tratamento com as solugdes crioprotetoras, verificaram-se diferengas

significativas entre os diferentes tratamentos (Tabela 1).

TABELA 1 Viabilidade celular de calos de mangabeira, expressa em
porcentagem de formazan produzido em relagdo ao controle, ao
10° e 30° dia de cultivo ap6s o pré-tratamento com diferentes
solugdes crioprotetoras.

Tratamentos Dias de cultivo

10 30
Controle 100,0 a* 100,0 a
Solugdo A 542 ¢ 72,2 b
Solucao B 68,8 b 110,0 a
PVS 2 37.0¢c 14,67 ¢
PVS 2 modificado 379 ¢ 22,33 ¢

* Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem estatisticamente entre si
(P<0,05), pelo Teste de Scott-Knott.

Observou-se que, ao décimo dia de cultivo, os calos de mangabeira

expostos a solucdo B apresentaram maior viabilidade (68,8%) em relacdo aos
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outros crioprotetores e, igualaram-se ao tratamento controle quanto a produgdo
de formazan no 30° dia de cultivo.

Apesar das solugdes de vitrificagdo, PVS2 e PVS2 modificado, serem
utilizadas com bastante frequéncia na criopreservagao de um grande numero de
espécies, observou-se neste trabalho um efeito negativo no crescimento dos
calos de mangabeira. Ao 10° e 30° dia de cultivo, ambos os tratamentos
apresentaram queda na viabilidade celular em relag@o ao tratamento controle.

A solugdo B possui 0 DMSO como componente em maior quantidade.
Esse crioprotetor ¢ permeavel & membrana celular e ¢ amplamente utilizado nas
pesquisas da criobiologia por promover maior estabilidade da membrana celular,
durante todo processo de congelamento (Rodrigues et al., 2001). O que
possivelmente ocorreu neste trabalho, em que a alta capacidade de penetracao do
DMSO e a maior estabilidade das células resultaram em melhor recuperagao dos
calos pré-tratados com a solugdo B (Tabela 1). Chenshun et al. (2003)
observaram maior sobrevivéncia dos calos de Artimisia annua quando foram
pré-tratados com 5% (v/v) de DMSO.

Os agentes crioprotetores penetrantes diminuem as lesdes de origem
quimica ou mecénica que o congelamento causa sobre a célula. Essas solu¢des
possuem estruturas que lhes permitem fazer ligagdes de hidrogénio com as
moléculas de agua, diminuindo a 4gua livre a cristalizagdo (Molina et al., 2006).
Entretanto, os crioprotetores podem ser toxicos ou podem causar estresse
osmoético, levando a morte as células ou modificando sua resposta morfogenética
em cultura (Sakai, 1995; Santos, 2001).

Matsumoto et al.(2004) avaliaram os efeitos de crioprotetores na
criopreservacdo de calos embriogénicos de D. longan e constataram que a
mistura de 5% de glicerol + 5% de DMSO proporcionou a maior quantidade de
matéria fresca dos calos, enquanto a solugdo de vitrificacdo PVS2 foi toxica para

os calos dessa espécie.
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Em relagdo a matéria fresca dos calos de mangabeira, ap6s um més em
meio de cultivo, observou-se média final de 0,73 gramas no tratamento em que
os calos ndo foram pré-tratados com as solugdes crioprotetoras (controle), sendo
estatisticamente superior aos demais tratamentos (Figura 2).

Nao houve diferengas significativas quanto a matéria fresca dos calos
apds pré-tratamento com as diferentes solucdes crioprotetoras. Entretanto, os
calos submetidos ao pré-tratamento com solucdes A e B obtiveram um aumento
de matéria fresca de aproximadamente 45% em relagdo a matéria fresca inicial.
O contrario foi observado para os calos pré-tratados com as solugdes de
vitrificagdo PVS2 e PVS2 modificado, em que esses ndo obtiveram ganhos de

matéria, apos 30 dias de cultivo.
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Controle Solugéo A Solugéo B PVS2 PVS2
Modificado

Peso Fresco (g)

m Matéria fresca 30 dias @ Diferenca de matéria fresca ‘

FIGURA 2 Matéria fresca dos calos de mangabeira 30 dias ap6s pré-tratamento
com diferentes solucdes crioprotetoras e a diferenca de peso em
relacdo a matéria fresca inicial (0,3 gramas). Barras seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia
pelo Teste Scott-Knott.

Esses resultados obtidos para massa fresca confirmam o comportamento

da viabilidade celular dos calos apresentados na Tabela 1 por meio do teste de
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CTT, demonstrando mais uma vez que as solugdes PVS2 ¢ PVS2 modificado
sdo prejudiciais aos calos de mangabeira.

A redugdo do CTT ¢ descrito como um dos testes mais confidveis para
medir a viabilidade das culturas de tecidos vegetais. O teste ¢ baseado na
atividade enzimatica de células vivas demonstrando o nivel respiratorio da
amostra testada (Whiters, 1985). De acordo com Silva (2009), quanto maior o
numero de células vivas e maior sua atividade metabdlica, maior sera a
quantidade de Formazan produzida.

Recentemente, o teste de CTT tem se destacado em multiplas
finalidades. Block & Brouwer (2002) relacionaram o vigor de algumas linhagens
e hibridos de B. napus baseado na capacidade do material (explante) em reduzir
o CTT. Silva (2009) utilizou o teste CTT na quantificagdo da viabilidade celular
de calos de Byrsonima intermedia. Enquanto, Verleysen et al. (2004) e Mikula et
al. (2006) avaliaram a viabilidade de apices caulinares de Azalea e suspensdes

de Gentiana apos a criopreservagao.

5.2 Efeito da criopreservacao em calos fridveis de mangabeira

Os calos de mangabeira selecionados para o processo de criopreservagao
apresentavam aspecto friavel e coloragdo variando desde o verde-claro ao
vermelho-escuro. Entretanto, apds a exposi¢do ao NL o aspecto desses calos

passou a uma coloragdo marron-escuro conforme a Figura 3.
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FIGURA 3 Aspecto visual dos calos de mangabeira utilizados para a
criopreservacdo (A, B e C) e apds a exposicdo ao nitrogénio
liquido (- 196 °C) (D, E ¢ F).

Apbés a criopreservagdo, a viabilidade celular, analisada por meio do
Teste com CTT indicou diferengas significativas entre os diferentes tratamentos
(Tabela 2). Observou-se uma redugdo consideravel da viabilidade dos calos

criopreservados entre o 30° dia e o 60° dia de cultivo.

TABELA 2 Viabilidade celular de calos de mangabeira, expressa em
porcentagem de formazan produzido em relagdo ao controle, ao
10° e 30° dia de cultivo apds exposi¢do ao nitrogénio liquido (-

196° C)
Tratamentos Dias de cultivo
30 60
Controle 100,0 a 100,0 a
Solugdo A 654Db 18,3 b
Solucdo B 36,9 ¢ 5,45 ¢
PVS2 36,8 ¢ 6,62 ¢

* Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem estatisticamente entre si
(P<0,05), pelo Teste de Scott-Knott.
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Dentre todas as solugdes crioprotetoras utilizadas, a solugdo A foi a que
manteve a maior viabilidade celular dos calos de mangabeira criopreservados,
atingindo uma média de 65% de produg¢do de formazan ao 30° dia de cultivo. O
glicerol, principal componente da solugdo A, destaca-se por ser um composto
nao toéxico, osmorregulador, sendo capaz de manter a estabilidade da parede
celular e a vitalidade da mesma durante o processo de congelamento (Arruda et
al., 2007).

Os crioprotetores (DMSO, etileno glicol, glicerol entre outros) sdo
compostos quimicos utilizados para protegdo do material biologico, porém
podem ser responsaveis pela baixa viabilidade e menor taxa de regeneracdo apos
periodo de armazenamento (Verleysen et al., 2004), como pode ser observado
neste trabalho.

Apos exposi¢do a temperatura de -196° C, o material biolégico tem
células vivas, enfraquecidas e mortas o que, possivelmente, pode fornecer
informagdes err6neas sobre a viabilidade celular (Mikula et al., 2006). De
acordo com Santos (2000) as células podem dar reagdo de coloragdo positiva
imediatamente depois do descongelamento.

Mikula et al. (2006), observaram uma reducdo significativa na
viabilidade das suspensdes celulares de Gentiana spp, 24 horas apds a
criopreservagdao. Os mesmos autores recomendaram que o teste CTT deva ser
realizado 48 horas ap6s descongelamento a fim de extinguir a atividade
enzimatica das células danificadas. Assim, neste trabalho as analises foram
realizadas em intervalos de tempo maiores a fim de obter resultados mais
confiaveis da viabilidade dos calos criopreservados.

Além da viabilidade celular, foi realizada uma analise ultra-estrutural
nos calos de mangabeira criopreservados 24 horas e¢ 30 dias apds o
descongelamento a fim de compreender melhor os efeitos do NL e a agdo das

solugdes crioprotetoras nas células.
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Observou-se uma predomindncia de células isodiamétricas nos calos de
mangabeira em todos os tratamentos analisados(Figura 4 a 7). No tratamento
controle as células apresentaram-se integras, porém verificou-se a presenca de
aglomerados de células plasmolisadas que ndo se recuperaram, mesmo 30 dias

apos o periodo de desidratagdo (Figura 4 A-D).

FIGURA 4 Anaélise ultra-estrutural dos calos de mangabeira provindos do
tratamento controle. Ap6s o periodo de desidratacdo (A = 20um e
B = 10pm), 30 dias em meio de cultivo (C = 10um e D =20um) e
aspecto geral das células plasmolisadas (setas em B e D).

Provavelmente, a perda da integridade celular e os danos irreversiveis
em algumas células podem estar relacionados & concentragdo ou tempo de
exposi¢do do tecido ao manitol.

A desidratagdo que, a principio parece uma etapa simples, ndo é um
processo trivial, pois a dgua tem muitas fungdes bioldgicas fundamentais nas

células de organismos vivos. E importante solvente, meio de transporte ¢ um
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constituinte essencial e estabilizador da estrutura das macromoléculas e
organelas (Santos, 2001).

Volk & Caspersen (2007) observaram que a extensdo da plasmolise nas
células em resposta a desidratagdo ¢ altamente dependente do tipo de célula,
tamanho e outras caracteristicas fisiologicas. Esses autores demonstraram que
células menores, vacuolos pequenos e citoplasma denso apresentam menor
retragdo do volume celular.

Embora os mecanismos fisiologicos subjacentes a tolerancia a
dessecag@o nio tenham sido completamente esclarecidos, o acaimulo de agucares
soluveis e outros solutos, ¢ amplamente reconhecido como uma parte importante
da protegdo do estresse celular (Crowe et al., 1992 citado por Hincha et al.,
1999). As plantas utilizam adaptagdes bioquimicas para lidar com situagdes de
estresse de forma a ndo afetar a integridade celular.

Pelas observacdes no MEV verificou-se a formagdo de um envoltorio
em torno das células para todas as solucgdes crioprotetoras utilizadas (Figuras 5,
6 e 7). Essa capa protetora, possivelmente, permite maior integridade celular e
mantém a viabilidade do calo quando exposto a temperatura ultrabaixa de -196°
C.

Os calos criopreservados na presenca da solugdo A apresentaram, em
sua grande maioria, células integras, porém observou-se a presenga de algumas
células plasmolisadas e rompidas (Figura 5 A-B). Constatou-se a permanéncia

da capa protetora por até 30 dias apos o descongelamento (Figura 5 C-D).
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FIGURA 5 Analise ultra-estrutural de calos mangabeira criopreservados na
presenca da solu¢do A. Apds periodo de descongelamento (A =
100um e B = 10pum) e 30 dias em meio de cultivo (C=10pm e D =
20pm) com destaque para o acimulo da solucdo crioprotetora na
superficie células (seta em D).

A conservacdo de germoplasma através do congelamento mantém as
caracteristicas do material e suas alteragdes sdo menores do que qualquer outro
método convencional. Mesmo assim, nem sempre ¢ possivel manter uma
integridade celular, pois a agua congelada tem um comportamento peculiar:
expande-se ao cristalizar e, ao fundir-se, tem a tendéncia de recristalizar
formando longos e protundentes cristais de gelo (Carneiro & Cal-Vidal, 2000).

Esses cristais geram uma série de danos mecanicos, bioquimicos e
osmoticos aos tecidos (Carvalho, 2007). O que possivelmente tenha ocorrido nos
calos criopreservados quando se observa o aspecto danificado de algumas
células, independente da solucdo crioprotetora utilizada.

Na presenca da solugdo B, observou-se um menor acimulo do

crioprotetor aos 30 dias de cultivo, em relagdo as outras solugdes utilizadas na
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criopreservacdo dos calos de mangabeira. Entretanto, constatou-se um grande
numero de células danificadas de acordo com a analise ultra-estrutural dos calos
(Figura 6 A-D).

FIGURA 6 Analise ultra-estrutural de calos de mangabeira criopreservados na
presenca da solugdo B. Apds periodo de descongelamento (A =
20um e B = 10um) com destaque para o acumulo da solucdo
crioprotetora na superficie células (seta em B) e 30 dias em meio de
cultivo (C =100pum e D = 10pum).

Comportamento semelhante foi observado para a solugdo de vitrificagdo
PVS2 (Figura 7 A-D), na qual muitas células encontravam-se rompidas ou
envoltas pela camada protetora. Esses aspectos observados, provavelmente,
influenciaram na viabilidade celular dos calos apos a exposi¢do ao NL. Portanto,
a andlise ultra-estrutural dos calos vem complementar os resultados obtidos pelo

Teste de CTT demonstrados na Tabela 2.
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FIGURA 7 Analise ultra-estrutural de calos de mangabeira criopreservados na
presenca da solugdo vitrificagdo PVS2. Apds periodo de
descongelamento (A = 100um e¢ B = 20pum), 30 dias em meio de
cultivo (C = 10um e D = 100um) e aspecto geral das células
plasmolisadas (seta em C).

O estudo e a elucidagdo do mecanismo de agdo das solugdes
crioprotetoras ainda € incipiente. Mas por meio da andlise ultra-estrutural dos
calos criopreservados, pode-se inferir que o acumulo das solugdes crioprotetoras
pode estar relacionado a sua composi¢do (alta viscosidade) ou a sua remocgao
ndo foi suficiente.

A criopreservacao baseada na técnica de vitrificagdo ja mostrou-se
eficiente para diversos tipos de explantes como apices caulinares (Pennycooke &
Towill, 2000), calos embriogénicos (Sudarmonowati, 2001; Chenshu et al.,
2003, Matsumoto et al., 2004), suspensdes celulares (Seijo, 2000; Ishikawa et
al., 2005).

Pesquisas na area de criobilogia vém se destacando no cendrio mundial

com o objetivo de compreender os mecanismos biologicos envolvidos em todas
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as etapas da conservacdo. Entretanto, diante da diversidade de respostas entre as
diferentes espécies vegetais, torna-se cada vez mais relevante o desenvolvimento

de pesquisas para o estabelecimento de protocolos de criopreservagao.

6 CONCLUSOES

As solugdes crioprotetoras Solugdo A, Solucdo B, PVS2 e PVS2
modificado apresentam efeitos significativos no crescimento de calos de
mangabeira.

As solugdes de vitrificagdo PVS2 e PVS2 modificado promovem uma
queda consideravel na viabilidade celular dos calos.

O teste CTT ¢ eficiente na determinagdo da viabilidade dos calos de
mangabeira criopreservados.

Verifica-se elevado numero de células plasmolisadas e o acimulo das

solugdes crioprotetoras nos calos apos criopreservagao.
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CAPITULO 3

SEMENTE SINTETICA A PARTIR DE GEMAS APICAIS DE
MANGABEIRA: CARACTERIZAGCAO NUTRICIONAL E
ARMAZENAMENTO
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1 RESUMO

A tecnologia de produgdo de sementes sintéticas vem se revelando como
importante ferramenta em trabalhos de micropropagagdo e conservagdo in vitro
de germoplasmas. O baixo custo, a rapida multiplicagdo e a facilidade de
manuseio ¢ armazenamento dos propagulos fazem da técnica uma alternativa
para a conservagdo da mangabeira. A mangabeira ¢ uma importante frutifera
nativa do Cerrado, porém a sensibilidade de suas sementes ao dessecamento
inviabiliza a conservacdo da espécie por meio dos métodos tradicionais.
Objetivou-se, neste trabalho, foi determinar a necessidade nutricional para
regeneracdo das sementes sintéticas de mangabeira e desenvolver um método
para seu armazenamento. Gemas apicais foram misturadas a matriz de alginato
de sodio 2,5%, gotejadas em CaCl, por 20 minutos e posteriormente, imersas em
KNO; para a descomplexacdo das capsulas. Foi testada a constituicdo de sais e
agua associados a matriz de alginato de sodio e a concentragdo de sais do meio
de cultura (WPM e 2WPM). Quanto ao armazenamento, foi avaliada a
associa¢do de diferentes concentragdes de sacarose a matriz de alginato. As
gemas apicais encapsuladas foram armazenadas em temperatura de +£4° C por 7,
15 e 30 dias e em nitrogénio liquido por 60 minutos. O emprego do meio WPM
associado a matriz de encapsulamento e a inoculagdo em meio WPM contendo
metade da concentragdo de seus sais promoveram taxa de 90% de regeneragdo
das sementes sintéticas. A adi¢do de sacarose a matriz de alginato de sodio
propiciou maior tolerancia na conservacao das sementes sintéticas a temperatura
de + 4° C, atingindo média de 60% de regeneragdo. Nao houve regeneragdo das
capsulas apos exposicao ao nitrogénio liquido (-196° C).

Termos para indexag¢do: Hancornia speciosa, alginato de sodio, gemas
apicais, meio de cultura.

49



2 ABSTRACT

The synthetic seed production technology has come to be an important
tool in micropropagation and in vitro germplasm conservation work. The low
cost, the fast multiplication and the ease of handling and storage of the seedlings
make the technique an alternative for the mangabeira propagule conservation.
The mangabeira is an important native fruit from Brazilian Cerrado, however the
sensitivity of its seeds to drying makes the conservation of the species unfeasible
through the traditional methods. The aim of this work was to determine the
nutritional necessity for the regeneration of synthetic mangabeira seeds and to
develop a method for their storage. Apical buds were mixed to the 2.5% sodium
alginate matrix, dripped in CaCl, for 20 minutes and later, immersed in KNO;
for the descomplexation of the capsules. The constitution of salts and water
associated to the sodium alginate matrix and the concentration of the culture
medium salts (WPM and 2WPM) were tested. For the storage, the association
of different sucrose concentrations to the alginate matrix was evaluated. The
encapsulated apical buds were stored at £ 4° C for 7, 15 and 30 days and in
liquid nitrogen for 60 minutes. The use of WPM medium associated to the
encapsulament matrix and the inoculation in WPM medium containing half its
salts concentration promoted a 90% synthetic seed regeneration rate. The
sucrose addition to sodium alginate matrix propitiated the highest tolerance in
the conservation of the synthetic seeds at = 4° C, reaching an average of 60%
regeneration. There was no regeneration of the capsules after exposure to the
liquid nitrogen (-196° C).

Index terms: Hancornia speciosa, sodium alginate, apical buds, culture
medium.
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3 INTRODUGCAO

Diante da biodiversidade do Cerrado, a implementacdo de protocolos de
conservacao de espécies frutiferas nativas ¢ de grande relevancia para a
preservacgdo de espécies desse bioma. O Cerrado representa um complexo bioma
rico em heterogeneidade de habitats e diversidade vegetal que ocupa cerca de
23% do territorio nacional. Grande parte desse ecossistema ja foi alterado em
fun¢do da ocupagao agricola e urbana.

Neste cenario, o Cerrado tem sido agredido e depredado, colocando em
risco de extingdo varias espécies de plantas, entre elas algumas frutiferas nativas
(Soares et al., 2009). A mangabeira (Hancornia speciosa Gomez), pertencente a
familia Apocynaceae, estd inserida como importante espécie do Cerrado e de
grande potencial para o estudo da conservagéo in vitro.

Planta arborea de porte médio, atinge de 5 a 10 metros de altura. Embora
também seja produtora de latex, o fruto, denominado “mangaba” ¢ o seu
principal produto. A mangaba apresenta 6timo aroma e sabor, sendo utilizada na
producdo de doces, xarope, compotas, vinho, vinagre e principalmente suco e
sorvete (Souza Neto et al., 2002).

Contudo, suas sementes sdo extremamente recalcitrantes o que dificulta
o armazenamento pelos métodos tradicionais. Além disso, o extrativismo ¢&,
atualmente, a sua Unica forma de exploracao (Soares et al., 2007). Assim, uma
técnica eficiente de conservacdo de germoplasma precisa ser desenvolvida para
essa espécie.

A tecnologia de sementes sintéticas baseada no encapsulamento de
propagulos (embrides somaticos, gemas apicais e laterais, tecidos
meristematicos) em uma capsula de hidrogel foi proposta por Redenbaugh et al.

(1984). As principais vantagens dessa tecnologia sdo a protecdo dos propagulos,
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facilidade de armazenamento, conservagdo e intercambio de germoplasmas
(Guerra et al., 1999; Rai et al., 2009).

A matriz alginato de s6dio envolvendo os propagulos proporciona
resisténcia para sua manipulagdo e preserva a viabilidade caso a matriz seja
enriquecida com substincias nutritivas (Prewein & Wilhelm 2003 citado por
Pintos et al., 2008). A adi¢cdo de nutrientes, fontes de carbono, reguladores de
crescimento e agentes antimicrobianos na matriz de alginato facilita o
crescimento ¢ a sobrevivéncia dos propagulos encapsulados (Guerra et al.,
2001).

As sementes sintéticas podem ser armazenadas a curto prazo em
temperatura de +4° C ou, a longo prazo, em nitrogénio liquido. Além de
manterem a integridade genética do material, requerem minimo espago de
armazenamento e manutencao (Rai et al., 2009).

A tecnologia de encapsulamento vem se destacando nos ultimos anos
como importante ferramenta na propagacdo e conservagdo de germoplasmas
vegetais e, de acordo com Diniz (2004), essa técnica é absolutamente inovadora
no Brasil. Objetivou-se, neste trabalho, determinar a necessidade nutricional
para germinacdo das sementes sintéticas de mangabeira e desenvolver um

método para seu armazenamento.

4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de
Tecidos de Plantas, Setor de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia na

Universidade Federal de Lavras, Lavras — MG.
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4.1 Caracteristicas nutricionais da matriz de encapsulamento e meio de

cultura na producéo de sementes sintéticas de mangabeira

Brotagdes de mangabeira estabelecidas em meio de cultura WPM (Lloyd
& McCown, 1980) + 8,87 uM de BAP acrescidos de 3% sacarose e solidificado
com 0,6% de agar, de acordo com o protocolo estabelecido por Soares et al.
(2007), foram utilizadas como fonte de explante.

Gemas apicais foram excisadas das brotagdes de mangabeira e
misturadas & matriz de alginato de sddio 2,5% (SIGMA) e, com auxilio de pipeta
automatica e ponteiras autoclavadas, as gemas foram resgatadas individualmente
e gotejadas em solucdo com cloreto de calcio (100 mM) na qual permaneceram
por 20 minutos.

Posteriormente a fase de complexagdo, as unidades encapsulavéis foram
mergulhadas em agua destilada autoclavada para retirada do excesso de
CaCl,.2H,0 e, em seguida, imersas em solucao de nitrato de potassio (100 mM)
para a descomplexagdo das capsulas por 15 minutos (Figura 1). Foi testada a
influéncia da constituicdo de 4dgua e sais (2 WPM e WPM) associados a matriz
de alginato de so6dio assim como a concentragdo dos sais do meio de cultura

WPM e WPM com metade da concentragdo de seus sais.
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FIGURA 1 Esquema da producdo de sementes sintéticas a partir de gemas
apicais oriundas de brotagdes in vitro de mangabeira (Autor:

Nogueira, G.F.).

cultura (WPM ou %2WPM), acrescidos de 3% de sacarose e 8,87 uM de BAP e

As cépsulas contendo as gemas apicais foram inoculadas em meio de
. . . A . 2 -1 r
mantidas em sala de crescimento sob irradidncia de 43 pumol m™ s, fotoperiodo

de 16 horas e temperatura de 25 + 2° C.
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A regeneragdo, o comprimento das brota¢des, o numero de folhas ¢ a
formagdo de novas brota¢des foram avaliados a cada 15 dias até atingir 45 dias
de cultivo. Foram consideradas regeneradas as sementes sintéticas que
apresentavam as capsulas rompidas, a partir do desenvolvimento das gemas
apicais.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial (2 meio cultura x 3
capsula x 3 periodos de avaliagdo), com 10 repeticdes por tratamento, sendo
cada repeticdo composta por um tubo de ensaio contendo uma unidade
encapsulavel. Os dados foram analisados pelo Programa Estatistico SISVAR
(Ferreira, 2000), sendo as médias comparadas pelo Teste de Scott-Knott, a 5%

de significancia.

4.1.1 Enraizamento das brotacbes oriundas da germinacdo das sementes
sintéticas

Brotagdes obtidas no item 4.1 foram inoculadas em meio WPM,
contendo 14,76 uM de AIB, 3% sacarose ¢ 0,1% de carvao ativado. O meio foi
solidificado com 0,6% de 4gar, pH ajustado para 5,8 e autoclavado a 121° C por
20 minutos, de acordo com protocolo desenvolvido por Soares et al. (2007).

Apos a inoculagao, os explantes foram mantidos em sala de crescimento
a 25 = 2° C e na auséncia de luz, por periodo de 15 dias. As brotagdes foram
transferidas para novo meio WPM, porém sem reguladores de crescimento e
mantidas em sala de crescimento sob irradiancia de 43 pmol m™ s™', fotoperiodo
de 16 horas e temperatura de 25 + 2° C. A formagao de raizes foi avaliada aos 30
dias de cultivo.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com 10

repeticdes por tratamento (brotagdes com origens marcadas), sendo cada
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repeticdo composta por um tubo de ensaio contendo uma brotagdo. Os dados

foram analisados pelo Programa Estatistico SISVAR.

4.2 Armazenamento das sementes sintéticas

Foi utilizado como fonte de explante, brotacdes estabelecidas em meio
de cultura WPM + 8,87 uM de BAP, acrescidos de 3% sacarose e solidificado
com 0,6% de agar, de acordo com o protocolo estabelecido por Soares et al.
(2007).

Gemas apicais foram excisadas das brotagdes de mangabeira e
misturadas a matriz de alginato de sédio 2,5% (SIGMA), com auxilio de pipeta
automatica e ponteira autoclavadas, as gemas foram resgatadas individualmente
e gotejadas em solucdo com cloreto de calcio (100 mM) na qual permaneceram
por 20 minutos.

Foram testadas diferentes constitui¢des da matriz de encapsulamento e
seu armazenamento. Os tratamentos foram constituidos de matriz de alginato de
sodio + meio WPM; alginato de sodio + meio WPM + 1% sacarose; alginato de
sodio + meio WPM + 3% sacarose; alginato de s6dio + meio WPM + 2,0 M
glicerol + 13 % sacarose (constituicdo da solugdo A). E, o armazenamento foi
realizado a temperatura de = 4° C (geladeira) por 7, 15 e 30 dias ou em
nitrogénio liquido por 60 minutos. O grau de umidade das capsulas foi
determinado em estufa a 105° C por 24 horas.

As unidades encapsulaveis armazenadas em nitrogénio liquido (NL)
foram desidratadas em camara de fluxo laminar por 60 minutos e, em seguida,
submetidos ao armazenamento a -196 °C.

Decorrido o tempo de armazenamento, as capsulas contendo as gemas
apicais de mangabeira foram imersas em solugdo de nitrato de potassio (100

mM) para a descomplexacdo das capsulas, por 15 minutos. Essas foram
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inoculadas em meio de cultura acrescidos de 3% de sacarose ¢ 8,87 uM de BAP
e mantidas em sala de crescimento sob irradiincia de 43 pmol m? s’
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 +2° C.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial (4 constituicdes da
matriz de encapsulamento x 4 condigdes de armazenamento) com 10 repetigdes
por tratamento, sendo cada repeticdo composta por um tubo de ensaio contendo
uma unidade encapsulavel. Os dados foram analisados pelo Programa Estatistico

SISVAR e as médias comparadas pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de

significancia.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas nutricionais da matriz de encapsulamento e meio de

cultura na producéo de sementes sintéticas de mangabeira

Observou-se que a taxa de regeneragdo das sementes sintéticas in vitro,
avaliada por meio do rompimento das capsulas, foi de aproximadamente 70%

aos 45 dias de cultivo (Figura 2).
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FIGURA 2 Aspecto das sementes sintéticas, a partir do encapsulamento de
gemas apicais de mangabeira (A), rompimento das capsulas pelas
gemas regeneradas (B) e desenvolvimento das brotagdes in vitro
(©).

De acordo com a analise de varidncia, a interagdo entre a constituicdo de
agua e sais associados a matriz de alginato de sédio e a concentra¢do dos sais do
meio de cultura apresentaram diferengas significativas, quanto ao porcentual de
regeneracdo das sementes sintéticas (Tabela 1).

O aumento dos niveis de nutrientes na constituicdo da capsula resultou
em altas taxas de regeneracdo das gemas apicais, atingindo 90% quando

inoculadas em meio WPM, contendo metade da concentragdo de seus sais.

TABELA 1 Efeito da constituicdo do meio de cultura e da matriz de alginato de
sodio na regeneragdo in vitro das sementes sintéticas de mangabeira.

Constituigdo meio de Constituicdo da matriz de alginato de s6dio
cultura

H,0 2 WPM WPM
2 WPM 56,0 b* 74,0 a 90,0 a
WPM 74,0 a 74,0 a 66,0 b

* Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem estatisticamente entre si
(P<0,05), pelo Teste de Scott-Knott.

O contrario foi observado quando as sementes sintéticas foram

inoculadas em meio WPM contendo concentracdo total dos sais. Neste trabalho
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verificou-se que quanto maior os niveis de sais disponiveis no meio de cultura,
menor ¢ a necessidade de sais associados a capsula de alginato de sddio.

A capsula serve de protecdo ao propagulo contra danos mecanicos
durante a armazenagem, transporte ¢ semeadura, além de funcionar como um
endosperma sintético. Arun Kumar et al. (2005) declararam que, em alguns
casos, a auséncia de um tecido nutritivo, como o endosperma das sementes
naturais, dificulta a emergéncia e a regeneracao das sementes sintéticas.

O emprego de uma matriz de encapsulamento constituida por 75% dos
sais e vitaminas de MS, acrescido de carvdo ativado promoveu as mais altas
taxas de conversdo de sementes sintéticas de pimenta-longa (Pereira et al.;
2008). Cangahuala-Inocente et al. (2007) concluiram que o uso de BAP ¢ GA;
durante o encapsulamento, aumentou as taxas de conversdo dos embrides
somaticos de Feijoa em plantulas normais.

Castillo et al. (1998) observaram que a regeneracdo de embrides
somaticos de papaya encapsulados foi influenciada pela presenca ou auséncia de
sais na constituicdo da capsula, além de outros fatores como concentra¢do do
alginato de sodio e tempo de complexagdo em CaCL,.

Ja Cartes et al. (2009) constataram comportamentos distintos em relagdo
a regeneracdo de diferentes tipos de explantes encapsulados. De acordo com
esses autores, a germinacdo de embrides zigoticos (100%) foi substancialmente
superior ao alcangado pelos embrides somaticos (45%).

Em relacdo ao comprimento das brotagdes de mangabeira emergidas das
sementes sintéticas, nenhuma diferenga significativa foi observada para a
constitui¢do do endosperma sintético ou meio de cultura, diferentemente do fator
dias de avaliag@o. Ao 30° dia de cultivo, o comprimento das brotacdes alcangou
média de 1,31 cm, valor significativamente inferior ao observado nos 45° dia de
cultivo (2,25 cm), o que pode ser explicado pelo maior tempo de permanéncia

no meio de cultivo e, consequentemente, maior crescimento das plantulas.
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Com relagdo aos outros parametros avaliados como numero de folhas
(média de 4,61) ou formagdo de novas brotagdes (média de 1,08), ndo se
observou diferengas significativas entre os fatores estudados (meio de cultura x
capsula x periodos de avaliacdo) até os 45 dias de cultivo.

Em geral, os estudos sobre encapsulamento envolvem o emprego de
embrides somadticos como fonte de explantes, havendo poucas pesquisas
utilizando outros tipos de explantes como unidades encapsulaveis (Soneji et al.,
2002; Pereira et al., 2008). A principal vantagem desses explantes ndo
embriogénicos seria naquelas culturas onde a embriogénese somadtica ainda nao
esta bem estabelecida ou ndo produz embrides de qualidade uniforme (Rao et al.,
1998).

O interesse em utilizar a tecnologia de encapsulamento tem sido
continuamente crescente para diversas frutiferas e, recentemente, o uso de gemas
apicais como explante foram utilizadas com sucesso para espécies como kiwi,
maca, péra, abacaxi entre outros (Rai et al., 2009).

O encapsulamento de gemas apicais de mangabeira demonstrou ser uma
ferramenta promissora para propagacdo da espécie, respondendo positivamente a
regeneracdo e ao desenvolvimento in vitro, ap6s a producdo de um endosperma
sintético adequado.

De acordo com Guerra et al. (1999), a tecnologia de sementes sintéticas
ainda deve ser aprimorada para que seja amplamente empregada. Pesquisas
devem ser conduzidas principalmente no sentido de reconstituicdio dos
endospermas sintéticos (similar ao das sementes naturais), e de aprimoramento

da viabilidade e do periodo de conservagdo dessas.
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5.2 Enraizamento das brotacfes oriundas da germinacdo das sementes
sintéticas

As Dbrotagdes de mangabeira desenvolvidas in vitro a partir da
regeneracdo das gemas apicais encapsuladas em matriz de alginato de sodio
foram transferidas para meio de enraizamento seguindo o esquema padrdo da
micropropagagao.

Foi observado o enraizamento de aproximadamente 20% das brotagdes
oriundas dos tratamentos nos quais o meio WPM estava associado a matriz de
encapuslamento. Ndo houve formagdo de calos na base dos explantes. Estes
resultados estdo de acordo com Soares et al. (2007) que estabeleceram a
metodologia de micropropagagdo da mangabeira, via organogénese direta.

Constatou-se que as brotacdes formadas a partir das capsulas que
continham apenas agua em sua constituicdo, ndo enraizaram. Essas brotacdes
apresentavam tamanho reduzido e a grande maioria, ndo resistiu a essa fase e
morreu.

Para muitas plantas lenhosas, o enraizamento ¢ a etapa mais dificil,
mesmo na presencga de auxinas exogenas (Assis & Teixeira, 1998). Contudo, os
resultados encontrados demonstraram que as brotacdes provindas da germinagéo
das sementes sintéticas sdo responsivas ao enraizamento e, acredita-se que um
ajuste no protocolo de micropropagacdo poderia aumentar a formagao de raizes
para essa espécie.

Essa fase € critica e representa um fator limitante a sobrevivéncia das
plantulas, no processo de aclimatizagdo (Grattaplaglia & Machado, 1998). A
aclimatizacdo das plantulas ¢ uma etapa essencial dentro da tecnologia de
producdo de sementes sintéticas, pois de acordo com Guerra et al. (1999) a
técnica ainda ndo tem demonstrado aplicabilidade a nivel de campo. A
semeadura direta no campo exige, necessariamente, revestimentos protetores nas

sementes encapsuladas, por serem sensiveis a dessecacdo, oscilagdo de
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temperatura e a¢do de patdgenos, quando expostos ao ambiente natural (Ara et

al., 2000).

5.3 Conservacao das sementes sintéticas a curto e longo prazo

\

Quanto a conservacdo das sementes sintéticas de mangabeira,
observaram-se diferencas significativas em relacdo a constituicdo da matriz de
alginato sddio e as diferentes formas de armazenamento, ou seja, em geladeira a
+ 4° C ou nitrogénio liquido a -196° C.

As gemas apicais envoltas em capsulas contendo apenas meio WPM
apresentaram uma taxa de regeneragdo de 20%, quando armazenadas a
temperatura de = 4° C, por 7 e 15 dias. Essa constitui¢do da matriz de alginato
de sodio foi pré-determinada no item 5.1. Entretanto, a mesma apresentou baixa
proporg¢do de regeneracdo apos a conservagdo das sementes sintéticas em baixas
temperaturas.

Vale ressaltar que, tanto o explante in vitro (gema apical) quanto a
matriz de encapsulamento possui, em geral, alta quantidade de agua
(Engelmann, 2004; Santos, 2004), o que dificulta o seu armazenamento.

Diante do exposto, testou-se o acréscimo de sacarose nas concentragoes
de 1 e 3% e da solugdo A (2,0 M glicerol + 13 % sacarose) associados a matriz
de alginato de so6dio a fim de diminuir a quantidade de agua livre e,
provavelmente, aumentar o tempo de conservacdo das gemas apicais
encapsuladas.

De acordo com a Tabela 2, verifica-se que o uso de sacarose associado a
matriz de alginato proporcionou maiores porcentagens de regeneracdo das
sementes sintéticas. Para ambas as concentragdes de sacarose (1 e 3%), a
regeneracdo atingiu média de 60%, apos o armazenamento por 7 dias a + 4° C.

Um aumento significativo quando comparado com a regeneracdo das gemas
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envoltas em capsulas, contendo apenas meio WPM. Entretanto, ndo houve
regeneracdo quando utilizou-se a solugdo A associada a matriz de alginato de

sodio.

TABELA 2 Germinagdo e desenvolvimento in vitro das gemas apicais de
mangabeira encapsuladas e conservadas por 7 dias, em
temperatura de +4° C.

Germinagdo Comprimento NUmero NuUmero de

Tratamento (%) da Maior de brotacGes
Brotacdo (cm)  Folhas

WPM 20 b* 0,55b 1,20 b 0,30 a

1% Sacarose 60 a 1,32 a 4,60 a 0,50 a

3% Sacarose 60 a 1,03 a 340 a 0,50 a

Solugdo A 0b 0,00b 0,00b 0,00 b

* Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem estatisticamente entre si
(P<0,05), pelo Teste de Scott-Knott.

Diniz (2004), estudando a produgdo de sementes sintéticas a partir de
gemas apicais de mandioca, afirmou que os propagulos encapsulados podem ser
armazenados em geladeira por serem de facil acomodagdo, ocupando pouco
espago. Também favorecem a conservagdo das espécies vegetais, pois podem ser
armazenadas sem germinar e ndo precisam ser repicadas, como nas formas
tradicionais de cultivo in vitro.

Quanto ao comprimento das brotagdes formadas a partir da regeneragao
das gemas apicais, o numero de folhas e a formagdo de novos brotos ndo
diferiram estatisticamente dentre os tratamentos nos quais adicionou-se a
sacarose a matriz de alginato (Tabela 2). Entretanto, visualmente, as brota¢des
provindas do encapsulamento, contendo 1% sacarose apresentaram-se mais

vigorosas e com menor quantidade de calos na base dos explantes (Figura 3).
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FIGURA 3 Aspecto visual das brotacdes de mangabeira obtidas a partir da
regeneracdo das gemas apicais encapsuladas apds armazenamento a
temperatura de + 4° C, por 7 dias. A) capsula contendo 1% sacarose,
com destaque para o aspecto vigoroso dos brotos formados; B)
capsula contendo 3% sacarose.

A regeneragdo das gemas apicais de mangabeira armazenadas por 15
dias a temperatura de £ 4° C foi de 20% para matriz, contendo apenas meio
WPM e 10% quando o agticar foi incorporado a matriz de alginato. Ndo houve
regeneracdo das sementes sintéticas quando essas foram armazenadas por 30
dias.

Rady & Hanafy (2004) observaram altas taxas de germinagdo das gemas
apicais encapsuladas de Gypsophila paniculata ap6s armazenamento por 30 dias
a temperatura de 4° C. No mesmo trabalho, constatou-se influéncia da
constituicdo da matriz de encapsulamento com relagdo a formagdo de brotos e
enraizamento.

Recentemente, agucares como sacarose, trealose, glucose tém sido
utilizados como substancias crioprotetoras, pois esses apresentam alta eficiéncia
na estabilizagdo de membranas durante a exposi¢do a baixas temperaturas

(Santos, 2001), aumentando a tolerancia dos explante durante o estresse ao frio.
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Entretanto, Bachiri et al. (2000) demonstraram que as células vegetais
diferem muito em relagdo a sua tolerdncia ao aumento da concentragdo de
sacarose. O que possivelmente poderia estar relacionado ao insucesso do
armazenamento das sementes sintéticas, quando a solucdo A contendo 13%de
sacarose foi incorporada a matriz de alginato de s6édio. De acordo com Plessis et
al. (1991) o aumento progressivo da concentragdo de sacarose poderia superar
esse problema.

Outro aspecto a ser considerado, ¢ o teor de umidade na qual essas
sementes sintéticas foram armazenadas (aproximadamente 82%). Testes com
diferentes pré-tratamentos e tempos de desidratagdo das sementes poderiam
garantir uma melhor recuperacdo das gemas apicais apds exposi¢do a baixas
temperaturas e viabilizar o armazenamento destas por maior intervalo de tempo.

As gemas apicais de mangabeira encapsuladas também foram
armazenadas em nitrogé€nio liquido a temperatura de -196 °C, por 1 hora. Sob
essa condicdo, as reacdes metabolicas ocorrem muito lentamente ou sdo
totalmente paralisadas (Engelmann, 2004). Teoricamente, o material vegetal
pode assim ser armazenado sem qualquer alteracdo, por um periodo indefinido
de tempo.

Entretanto, ndo houve regeneracdo das gemas apicais apds exposi¢do a
temperatura de -196 °C, independente da constituicdo da cépsula de alginato
utilizada no processo de encapsulamento. Observou-se que as gemas
apresentavam coloracdo verde apos descongelamento, porém alguns dias apos a
inoculagdo em meio de cultivo estas se encontravam marrons e, aparentemente,
mortas (Figura 4).

Resultado semelhante foi encontrado por Verleysen et al. (2004), em que
os tecidos viaveis e ndo vidveis de apices caulinares criopreservados foram

distinguidos através da coloragdo: os vidveis apresentavam cor verde por
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aproximadamente 2 horas e, logo em seguida, tornaram-se escuros devido aos

processos de oxidagao.

FIGURA 4 Criopreservacdo de gemas apicais de mangabeira encapsuladas em
matriz de alginato de sodio 2,5%. A) apods descongelamento; B)
cultivadas em meio Y2aWPMpor 7 dias.

Nos ultimos anos, as técnicas de encapsulamento-desidratagdo e
encapsulamento-vitrificagdo foram desenvolvidas e tém se destacado na
criopreservagdo de apices caulinares de diversas espécies de plantas tropicais e
temperadas (Withers & Engelmann, 1997).

No método de encapsulamento-desidratagdo, os explantes encapsulados
devem ser tratados com alta concentra¢do de sacarose, secas até um teor de
umidade de 20-30% (em camara de fluxo laminar ou silica gel) e, rapidamente
congelados em nitrogénio liquido (Panis & Lambradi, 2005).

De acordo com Santos (2004), este método utiliza a sacarose como
crioprotetor combinado com a desidratagdo parcial das céapsulas antes da
exposi¢cdo ao NL, evitando assim o uso de crioprotetores quimicos que podem
ser toxicos para as células vegetais.

Apices caulinares de videira encapsulados foram pré-cultivados em meio
de cultivo suplementado com concentragdes crescentes de sacarose (0,25 a 1,0

M), posteriormente, foram desidratados em cdmara de fluxo laminar por
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diferentes periodos de tempos a fim de determinar o tempo Ootimo de
desidratagdo das capsulas (Wang et al., 2000). Esses autores constataram
sobrevivéncia do material apenas quando os apices caulinares atingiram teor de
agua inferior a 22,5%.

Neste trabalho, as sementes sintéticas ou sementes encapsuladas de
mangabeira foram desidratadas em cdmara de fluxo laminar por 1 hora.
Entretanto, esse tempo ndo foi suficiente para uma boa desidratacdo das
capsulas, uma vez que essas permaneceram com alto teor de umidade durante a
criopreservacao, inviabilizando sua regeneracdo (70% de grau de umidade).

Wang et al. (2005) observaram que, capsulas contendo gemas apicais de
Rubus idaeus pré-cultivadas em sacarose continham 66% teor de umidade inicial
e que, o conteudo de dgua diminuiu para 22,2% nas primeiros 4 h em cadmara de
fluxo laminar e para 14,3%, apos 8 horas de secagem. De acordo com esses
autores, as maiores taxas de regeneracdo das gemas foram obtidas com
desidratacdo de, pelo menos, 3h em fluxo laminar.

A tecnologia de encapsulamento-desidratagdo tem sido aplicada com
sucesso na criopreservagdo de apices caulinares em espécies como Beta vulgaris
(Vandenbussche & Proft, 1998), Vitis vinifera (Wang et al., 2000), Malus x
domestica (Paul et al., 2000), Citrus (Wang et al., 2002), Rubus idaeus (Wang et
al., 2005), entre outras. De acordo com esses autores, dentre as vantagens desse
método pode-se considerar que a regeneracdo dos brotos criopreservados € de

forma direta e rdpida, e normalmente, sem formacao de calo.
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6 CONCLUSOES

O emprego do meio WPM associado & matriz de encapsulamento e o
meio de cultivo contendo metade da concentracdo de seus sais favorecem a
regeneracdo de sementes sintéticas de mangabeira.

Adicdo de 1% ou 3% de sacarose a matriz de alginato de sodio propicia
maior tolerncia na conservagao das sementes sintéticas a temperatura de + 4° C.

Nao houve regeneragdo das gemas apicais de mangabeira encapsuladas

apos exposi¢do ao nitrogénio liquido (-196° C)
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