U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

DEBORA DE OLIVEIRA PRUDENTE

ORGANOGENESE INDIRETA E
CRIOPRESERVACAO DE GEMAS LATERAIS
E DE UNIDADES ENCAPSULAVEIS DE
MANGABEIRA

LAVRAS — MG
2014



DEBORA DE OLIVEIRA PRUDENTE

ORGANOGENESE INDIRETA E CRIOPRESERVACAO DE GEMAS
LATERAIS E DE UNIDADES ENCAPSULAVEIS DE MANGABEIRA

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Curso de Mestrado em
Agronomia, é&rea de concentragdo em
Fisiologia Vegetal, para obtencdo do
titulo de Mestre.

Orientador:
Renato Paiva, Ph.D.

Coorientadores:
Dr. Luciano Coutinho Silva

Dr2, Fernanda Carlota Nery

LAVRAS - MG
2014



Ficha Catalogréfica Elaborada pela Coordenadoria dérodutos e
Servicos da Biblioteca Universitaria da UFLA

Prudente, Débora de Oliveira.

Organogénese indireta e criopreservacado dagtaterais e de
unidades encapsulaveis de mangabeira / DéboraivzErdl
Prudente. — Lavras : UFLA, 2014.

96 p. :il.

Dissertagéo (mestrado) — Unidaxde Federal de Lavras, 2014.
Orientador: Renato Paiva.
Bibliografia.

1Hancorniasp. 2. Cultura de tecidos vegetais. 3.
Criopreservacado. 4. Apocynaceae. |. Universidadieirad de
Lavras. Il. Titulo.

CDD —583.72041




DEBORA DE OLIVEIRA PRUDENTE

ORGANOGENESE INDIRETA E CRIOPRESERVACAO DE GEMAS
LATERAIS E DE UNIDADES ENCAPSULAVEIS DE MANGABEIRA

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Curso de Mestrado em
Agronomia, area de concentracdo em
Fisiologia Vegetal, para obtencdo do
titulo de Mestre.

APROVADA em 01 de agosto de 2014.

Profd. Dr2. Fernanda Carlota Nery UFSJ
Profé. Dr2, Vanessa Cristina Stein UFG

Prof. Renato Paiva, Ph.D.
UFLA
(Orientador)

LAVRAS — MG
2014



A minha avé Mariana, por ser o meu maior exemplbuwteildade e carinho.

Aos meus pais e irm&, por serem minha base, estratiorca.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Sebastido e Llcia, que sdo a ragadudb,
principalmente pelo apoio, carinho e amor incomdial em toda minha
caminhada, e a minha irméa Daniela, pelos momemasichplicidade.

Ao meu namorado Wesley, por todo companheirismdzada e
paciéncia em todos os momentos, principalmentenmais arduos. Muito
obrigada.

A Universidade Federal de Lavras (UFLA) e ao Prograle Pds-
Graduacdo em Fisiologia Vegetal, pela oportunidade.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Mbeaais
(FAPEMIG) pela concesséao da bolsa.

Ao meu orientador Renato Paiva, pelo exemplo désgronalismo,
pelos conselhos e por todo apoio e confianga notrabalho.

A minha coorientadora e grande amiga Fernanda t@aXery, por
ter me introduzido na pesquisa cientifica, ter ditado no meu potencial e
apoiado as minhas escolhas.

Ao meu coorientador Luciano Coutinho Silva, por aodjuda,
incentivo e estimulo. Sem vocé, o resultado nda semesmo.

A minha amiga Débora Domiciano, pela grande amizgde
construimos, por todas as horas de estudo, cosvergaselhos.

Aos amigos do laboratorio de Cultura de TecidoPldatas (LCTP)
e do Programa de Fisiologia Vegetal, pelo convévpmr todos 0os momentos
compartilhados de trabalho e diversdo. Vocés foeseenciais nessa
conquista.

Aos meus amigos de Barbacena e de graduacdo entigSién
Biologicas, os quais fizeram parte direta ou indimente dessa conquista.

A toda minha familia e, em especial, a minha avgidta que
sempre acreditou no meu potencial € na minha adgdej dando incentivo

e carinho, essa conquista também é de voceés.
MUITO OBRIGADA!



BIOGRAFIA

DEBORA DE OLIVEIRA PRUDENTE, filha de Sebastido Bemte
e Maria Lucia de Oliveira Prudente, nasceu em Oiocdembro de 1990 em
Barbacena — MG. Cursou o ensino fundamental nal&84onicipal Abgar
Renault e o ensino médio no Instituto Tenente Kafreoncluindo o
segundo grau em 2008. Em marc¢o de 2009, iniciawrsoade graduacdo em
Ciéncias Biolbgicas, na Universidade Federal de 3S&ao Del Rei,
finalizando em abril de 2013. Neste periodo, fonitara das disciplinas de
Fisiologia Vegetal e Anatomia Vegetal e desenvolpmjetos de pesquisa,
sob orientacdo da Prof2. Fernanda Carlota Nerypdaoisista de iniciagédo
cientifica do CNPq. Em maio de 2013, iniciou o oude mestrado em
Agronomia/Fisiologia Vegetal na UFLA, onde realizmesquisas na area de
micropropagacao e criopreservacdo de espéciesasaliv Cerrado, sob a

orientacédo do Prof. Renato Paiva, Ph.D, concluméa agosto de 2014.



“Q cientista ndo € o homem que fornece as verdadeir

respostas; é quem faz as verdadeiras perguntas.”

Claude Lévi-Straus



RESUMO GERAL

Mangabeira é uma espécie nativa do Brasil e amwesgrande
potencial econdmico, porém a porcentagem de gegdiindas sementes €
baixa, e apresenta recalcitrancia, o que reduzdupividade da espécie,
influenciando na manutencdo e conservacao do mhtegetal. Objetivou-
se: obter plantulas via organogénese indireta, bemo, criopreservar
gemas laterais utilizando as técnicas dioplet Vvitrification e
encapsulamento-vitrificagdo. Para a organogénesiireia, segmentos
nodais foram inoculados em meio de cultivo WPM enpntado com
diferentes reguladores de crescimento: 2,4-D (®,46; 7,38; 12,3 17,22
uM), BAP (0,0; 4,92; 9,84; 14,76 e 19,68 uM) e T(DD; 4,92; 9,84; 14,76
e 19,68 uM). A regeneracao das brotagdes foi seldizm meio de cultivo
WPM, acrescido de cinetina em combina¢édo com 2(@;+ 0,0; 5,0 + 0,0
e 5,0 + 7,38uM). Para o enraizamento as brotacfes foram subasetd
tratamentos com diferentes auxinas AIB, ANA e AlRara a
criopreservagao, gemas laterais foram inoculadamero de cultivo WPM
com diferentes concentracdes de BAP (0,0; 0,2;:e0186 uM), GA (0,0;
0,2; 0,8 e 1,6 uM) e 0,25 uM de BAP combinado coy ®,0; 0,2; 0,8 e
1,6 uM). As gemas foram pré-cultivadas em meio adéve WPM com
diferentes concentracbes de prolina (0,0; 0,1;e0@23 M) por diferentes
tempos (24 e 48 horas) na auséncia de luz. Apd=-cyitivo, as gemas
foram imersas em PVS2 a 0 °C por diferentes pesi¢dol5, 30, 60 e 120
minutos) e posteriormente, submetidas a técdiagplet vitrification O
encapsulamento de gemas laterais foi obtido emiandé& alginato, na
presenca ou auséncia de BAP (0,0 ou VD). As capsulas foram pré-
cultivadas em meio de cultivo WPM liquido, acrescicom diferentes
concentracdes de sacarose (0,3, 0,75 e 1 M) penedies tempos (24 e 48
horas). As capsulas foram submetidas a desidratagasilica gel ou fluxo
laminar por 0, 1, 2 e 3 horas antes da imersdo\¢®2R 0 °C por diferentes
periodosA maior porcentagem de namero de brotos (72,8@¥)ktida na
concentracao de 7,38 uM de 2,4-D. Foi obtida maigeneracdo de brotos
com a combinagédo de BV de cinetina + 7,38M de 2,4-D. As brotacgdes
apresentaram maior porcentagem de enraizamento (@@¥atamento com
ANA e AIB. O pré-cultivo em 0,1 M de prolina por 2ras promoveu um
aumento na porcentagem de sobrevivéncia (83,33%}ili2acdo da PVS2
por 15 minutos promoveu maiores taxas de sobresiaéfy8%). Gemas
laterais encapsuladas na presenca deN,8e BAP (86%) e pré-cultivadas
em 0,75 M de sacarose por 24 horas, associado cdesidratacdo em
camara de fluxo por 1 hora, obtiveram maiores tal@gegeneracdo. A
criopreservacao de gemas laterais encapsuladabtfda com sucesso com
0 uso de PVS2 por 15 minutos.

Palavras-chave: Hancornia sp. Cultura de tecidos vegetais.
Criopreservacdo. Apocynaceae.



GENERAL ABSTRACT

Mangabeira is a species native to Brazil and hastgeconomic
potential, but the percentage of seed germinat®row, and presents
recalcitrance, which reduces the productivity @& #pecies, influencing the
maintenance and upkeep of the plant material. Aitoedbtain seedlings
via indirect organogenesis, as well as lateral buglag cryopreservation
techniques droplet vitrification and encapsulatindication. For indirect
organogenesis, nodal segments were inoculated linreumedium WPM
supplemented with different growth regulators: 2,40.0, 2.46, 7.38, 12.3
17.22uM), BAP (0.0, 4.92, 9.84, 14.76 and 194688) and TDZ (0.0, 4.92,
9.84, 14.76 and 19.68V). Regeneration of shoots was performed in culture
medium WPM plus kinetin in combination with 2,4-D.¢ + 0.0, 5.0 + 0.0
and 5.0 + 7.38&M). For rooting shoots were subjected to treatmewts
different auxins AIB, ANA and AIA. For cryopreseti@an, lateral buds were
inoculated in WPM culture medium with different cemtrations of BAP
(0.0, 0.2, 0.8 and 1.6M), GA3 (0.0, 0.2, 0.8 and 148V) and 0.25uM of
BAP in combination with GA3 (0.0, 0.2, 0.8 and ). Buds were pre-
grown in culture medium WPM with different concetions of proline (0.0,
0.1, 0.2 and 0.3 M) for different times (24 andhtgirs) in the absence of
light. After the pre-cultivation the shoots weremiersed in PVS2 at 0 ° C
for different times (0, 15, 30, 60 and 120 minutesid subsequently
subjected to droplet vitrification technique. Theapsulation of lateral buds
were obtained in the alginate matrix, the presemadbsence of BAP (0.0 or
0.2 uM). The capsules were pre-cultured in liquid cuwdtumedium WPM,
together with different concentrations of sucro8e3,(0.75 and 1 M) for
different times (24 and 48 hours). The capsulesewsubjected to
dehydration silica gel or laminar flow with 0, 1, &d 3 hours before
immersion in PVS2 at 0 ° C for different periodéieThighest percentage of
number of shoots (72.86%) was obtained at a coratent of 7.38uM of
2,4-D. Increased shoot regeneration with the coatlan of kinetin + 5uM
7.38 uM of 2,4-D was obtained. Shoots showed higher ngopercentage
(80%) on treatment with ANA and AIB. The precultime0.1 M proline for
24 hours promoted an increase in survival percen{88.33%). The use of
PVS2 for 15 minutes showed higher survival rateB%y Lateral buds
encapsulated in the presence of @\ of BAP (86%) and pre-cultured in
0.75M sucrose for 24 hours, dehydration associaitid the flow chamber
for 1 hour, had higher regenerating rate. Cryopvesion of lateral buds
encapsulated was successfully obtained using P®ISIESf minutes.

Key-words: Hancornia sp., Plant tissue culture, Cryopreservation,
Apocynaceae.
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1 INTRODUCAO GERAL

Mangabeira lancornia speciosasomes) é uma espécie frutifera
que apresenta uma ampla distribuicdo geograficalede estado do Amapéa
até o estado de Sao Paulo. Pertence a familia Apoege e a classe
Dicotyledoneae (MACHADO et al., 2004). Possui unamgte potencial
econdbmico devido as diversas possibilidades devajpamento de seus
frutos para o consumia natura producao de xaropes, sucos, doces, sorvetes
e compotas (SOARES et al., 2011).

Os frutos se encontram em fase de domesticacd qativos
comerciais, sendo alvo principalmente de exploragdmtivista (LEDO et
al., 2007). Logo, diversos aspectos de seu desemaito necessitam de
maiores estudos visando a uma maior producdo, poesn destacar a
propagacao vegetativa e a selegcdo de gendtiposigsames. Além de
explorar metodologias de armazenamento de germmalasn longo prazo,
guesito de vital importancia uma vez que a porgamade germinagcdo de
sementes de mangabeira é baixa devido a presengébidi®res na polpa
dos frutos, mas principalmente, pelo fato dest&@spapresentar sementes
recalcitrantes, o que também inviabiliza o armazemo das sementes de
forma convencional (OLIVEIRA; VALIO, 1992; LORENZI,2000;
BARROS et al., 2006).

Com relacdo a propagacdo vegetativa, existem svégistudos
publicados sobre a regeneracdo e enraizamientgtro de mangabeira
(PINHEIRO et al., 2001; LEDO et al., 2007; SOARES a., 20009;
SOARES et al., 2011; SA et al., 2012; SARTOR ¢t2012). No entanto,
mesmo com alguns avancos, faltam estudos sobreenqgia de regeneracao
de plantas a partir de organogénese indireta.

A organogénese indireta envolve uma variedade etpiéscias
complexas de desenvolvimento, resultantes da mlagiw experimental de
partes de uma planta, culminando com a formag&oaties e o posterior

desenvolvimento de primordios de 6rgdos ou plantagas (HICKS, 1980;
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RESENDE et al., 2008). Apontada como uma excelaltégnativa para a
propagacao vegetativa, a organogénese indireta sBnbém como subsidio
para programas de transformacdo, os quais depeddepmotocolos bem
estabelecidos para regeneracdo do material tramsflor (CRUZ et al.,
2013). Contribui também para a maximizacdo da m@oduwe compostos
secundarios da espécie, onde é necessario seleeiestabelecer diferentes
linhagens de calos de acordo com a sua competéelti@ar para garantir
uma producdo eficiente do metabdlito de intere$3¢MAGALI et al.,
2008). Uma vez que foi demonstrado em estinladétro que a mangabeira
tem constituintes com potencial anti-hipertensieom grande capacidade
para serem explorados (SERRA et al., 2005).

Outra técnica que visa a regeneracdo e producdargemescala de
mudas de mangabeira € a producdo de unidades eléegds, com
importante aplicacdo em trabalhos de micropropag&;&onservagam
vitro de germoplasma (PEREIRA et al., 2008), principategara frutiferas
gue apresentam sementes sensiveis a dessecacam, écamcaso da
mangabeira (RAI et al., 2009). Essa técnica cansistencapsulamento de
embrides somaticos, apices caulinares ou gemasitatsm uma matriz de
alginato (YUGAR et al., 2009). Possui amplo usocoaservacéo, pois 0s
explantes ficam completamente envolvidos e protegidacilitando o
manuseio e possibilitando o intercambio de materg@nético e
armazenamento em curto e em longo prazo.

Com relacdo ao armazenamento de germoplasma em poazo, as
unidades encapsulaveis podem passar por técnicagopeeservacao, que
consistem em conservar material biolégico vivomeniodo indeterminado a
ultra-baixas temperaturas (-196 °C), sem que esteapsua viabilidade
(ENGELMANN, 2011). Algumas técnicas de criopresef@mpara unidades
encapsulaveis foram descritas por Panis et al.1j2@Eentre elas, a técnica
de encapsulamento-desidratacdo, em que o0s expkEtesncapsulados em
matriz de alginato, pré-cultivados em um meio diivau contendo altas

concentracdes de sacarose, posteriormente dediosata imersos em
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nitrogénio liquido (NL) e também a técnica de esaémento-vitrificagéo,
gue imerge as cdpsulas diretamente em NL sem uéwapdesidratacao.
Estas técnicas tém se mostrado com alta aplicabdigpara explantes com
tamanho reduzido, e sensiveis ao processo de esmpracao convencional,
como € o caso dos meristemas. Entretanto, o sudssaécnicas de
criopreservacao para unidades encapsulaveis deplendstudos acerca do
tipo de explante, constituicdo e consisténcia geswa e, principalmente,
condicBes de cultivin vitro para posterior regeneracdo do material (RAI et
al., 2009).

Os explantes também podem ser criopreservadosarmieate,
utilizando-se técnicas com a aplicacdo de criofps, a fim de evitar
danos as estruturas celulares. Uma técnica atualito difundida é a
droplet vitrification uma adaptacdo da vitrificagdo convencional, eenagl
explantes sdo posicionados sobre uma folha de papelnio e imersos em
NL (GONZALEZ-ARNAO et al.,, 2008). Um dos pontos-ekaé que na
droplet vitrification o reaquecimento é ultrarrapido, reduzindo o fem@ame
da recristalizacdo da 4gua em cristais grandeseaagusaria a ruptura das
células (PANIS et al., 2001).

Diante disso, o sucesso da utilizacdo da crioprag@o para novas
espécies depende da otimizagdo dos protocoloeetdst e principalmente
adaptacdo das etapas de pré-cultivo/carregameaipratecado das células
antes da imersdo em NL, reaquecimento, descarregameelular e

regeneracao dos explantes (GANINO et al., 2012).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Hancornia speciosa Gomes

Hancornia speciosa Gomes, conhecida popularmente como
mangabeira, pertence a familia Apocynaceae e &eclBicotyledoneae
(MACHADO et al.,, 2004). O género do qual faz padgresenta seis
variedades botanicasH. speciosa var. speciosa H. speciosa var.
maximiliani H. speciosavar. cuyabensis H. speciosavar. lundii, H.
speciosavar.gardinerie H. speciosavar. pubescen$§GANGA et al., 2010).

A mangabeira € uma arvore perene, com porte variged4 a 7
metros de altura, podendo chegar até 15 metrosasTasl partes da planta
exsudam latex de cor branca ou réseo-pélida, emgoegna medicina
popular para o tratamento de combate a tubercudgimulante das fungées
hepaticas (uso interno), tratamento de dermatosesegas, (SOUZA et al.,
2005) e também contra inflamacdes, Ulceras e hdME3JRA; AGRA,
1989; SILVA JUNIOR, 2004).

O fruto é uma baga elipsoide e carnosa, com nuhersementes
variavel, coloracdo amarela ou esverdeada, diammeéwdio de 3,4 cm e
comprimento médio de 3,7 cm (GANGA et al., 201@eso variando de 15
g a 102,8 g (SALOMAO; SANTOS; MUNDIM, 2004). Os fas Ss&0 ricos
em ferro e em vitaminas importantes, como a vitan@n(SILVA JUNIOR,
2004). As sementes sdo discoides, com hilo cemtthhtadas, de coloracdo
castanho-claro e rugosas, apresentando de duasseaniéntes por fruto
(SOUSA et al.,, 2005). A porcentagem de germinac@osementes de
mangabeira é baixa, devido a presenca de inibidagolpa que realizam
fermentacdo e produzem compostos fendlicos quematimbindo a
germinacdo, além de apresentarem recalcitrancia, pddendo ser
armazenadas por longos periodos (OLIVEIRA & VALI®92; LORENZI,
2000; BARROS et al., 2006).
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No Brasil, a mangabeira apresenta ampla distdlouigeografica,
desde o estado do Amapé até o estado de S&o Pahtas nativas séo
encontradas vegetando em areas com solos arerfasdes, pobres em
nutrientes e em matéria organica, tipicos das esgi@ baixadas litoraneas e
de cerrado (MACHADO et al., 2004). No cerrado, pagsao da agricultura,
0 manejo inadequado dessas areas, desmatamento egtraiivismo
predatério ocasionam grandes danos a esse biom&KMRO et al., 2004;
PINHAL et al., 2011) e consequentemente, as pofatage mangabeira,
comprometendo a dispersdo natural de frutos (MOT&.e2008). Embora
boa parte da planta apresente grande potencialdeiom devido as
diversas possibilidades de aproveitamento de getssf(SOARES et al.,
2011), a maior parte da comercializagdo dos frétosunda do extrativismo
(MOTA et al., 2008) com poucos plantios tecnifice@mn escala comercial
(SANTOS, 2013).

Diante do exposto, o conhecimento e desenvolvinedsttécnicas
de propagacaon vitro sdo de grande importancia para programas de
conservacdo de recursos genéticos e melhoramegidJLet al., 2007).
Entretanto, diversos aspectos da propagagéovitro de mangabeira
necessitam de maiores estudos, podendo-se deataesgcdo de gendtipos
promissores, a propagagdo vegetativa via organegémedireta e o

armazenamento de germoplasma em longo prazo (SANA@WS).

2.2 Multiplicacéo e enraizamentdn vitro

Dentre as principais formas de propagacdo assexdadtaca-se a
micropropagacdo, técnica do cultivim vitro de plantas, utilizada
comercialmente, permitindo que uma planta com teniaticas desejaveis
possa ser multiplicada em larga escala e em uno @spaco de tempo
(ULISSES et al.,, 2010). Apresenta vantagens comboa qualidade
fisioldégica e fitossanitaria das mudas produzidase é de fundamental

importancia para uma produgdo em escala comeal@&in de garantir a
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homogeneidade, rapida formacdo e alta produtividaties mudas
(MELETTI, 2000; FRANCO et al., 2008). Apesar disswo, nivel de

conhecimento sobre o emprego dessa técnica par@icgiandas espécies
nativas ainda € incipiente, pois muitas plantasoetnam-se em estado
selvagem, apresentando grande variabilidade ganéB¢NHAL et al.,

2011).

As espécies lenhosas, que contemplam grande gestérutiferas,
geralmente apresentam dificuldades de propagagéada por possuirem,
em sua maioria, sementes recalcitrantes (ERIG; STHHLR003). Dessa
forma, sdo essenciais 0s estudos visando o apeEfegnto de técnicas de
propagacao assexuada para multiplicacdo em lacgéaede espécies nativas
com aplicagdo em plantios homogéneos. Para tanentrad da
micropropagagdo, a organogénese e a embriogéneséticsd visam a
otimizacdo da producéa vitro utilizando células e tecidos vegetais como
fonte de explante.

A organogénesm vitro leva a producao de uma estrutura unipolar,
denominada primordio vegetativo, cujo sistema Vasa@asta frequentemente
conectado com o tecido de origem, ocorrendo iratimehte a partir da
regeneracdo de calos, ou diretamente a partir dizphoacio de brotos nas
células do explante original (GRATTAPAGLIA & MACHAOD, 1998). Em
geral, sdo reconhecidas trés fases da organogé@xasprimeira fase, as
células do explante adquirem competéncia, a qudefinida como a
habilidade de responder a sinais hormonais de &mdde 6rgaos. A segunda
fase é referida como desdiferenciacdo, quando ecorrprocesso de
aquisicdo da competéncia organogénica. Ja4 narteffesie, a morfogénese
ocorre independentemente dos estimulos exdgenowrmileando a
formacdo de um orgdo especifico (SUGIYAMA, 1999utrOs fatores
também estdo direta ou indiretamente envolvidos ansucesso da
morfogéneseén vitro, como por exemplo: o tipo de explante, o balango d

fitorreguladores, a disponibilidade de nutriengsscondicbes ambientais nas
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guais se da o cultivo, os fatores genéticos, enttes (TREVISAM et al.,
2011).

De modo geral, ap6s a multiplicagdo da cultira vitro,
principalmente apds 0 processo organogénico e abealstimento de
brotacdes, as espécies lenhosas apresentam maditiceddades para o
enraizamento adventicio que depende da interacdamuitos fatores
fisiologicos e bioquimicos, além da variacdo relaada aos diferentes
gendtipos (OLIVEIRA et al, 2013). As respostas plicacdo dos
reguladores de crescimento variam de acordo cospéci cultivada, bem
como com as classes hormonais e concentracOeadditi (PINHAL et al.,
2011). O enraizamento vitro € essencial, pois visa a obtencédo de plantas
completas para posterior transplante e aclimatizggia as condigOesx
vitro (MANTOVANI et al., 2001; ALMEIDA et al., 2007).

As principais etapas do enraizamento sdo: a @geddiacdo, na
gual as células tornam-se competentes para a tasprmgyénica a auxina. A
inducdo da formacdo meristemoide, fase em que agw@lulas, pela acdo
da auxina, tornam-se determinadas para a formaghoratkes. E a
diferenciacdo, em que ndo é mais necessaria dzag@b celular da auxina,
e o primérdio radicular do qual ira se desenvolaeraiz adventicia é
formado (KLERK, 2002). Assim, ap0s caracterizaria de regeneracéo,
podem-se estabelecer melhores condicGes de cphirgoo estabelecimento

de protocolos eficientes na inducéo e obtencadeateys.

2.3 Unidades encapsulaveis

Para minimizar problemas como a dificuldade de gexgéo e de
armazenamento de sementes recalcitrantes, poddizar wma técnica da
cultura de tecidos que consiste no encapsulamentnbrides somaticos,
apices caulinares ou gemas laterais em uma matragihato (YUGAR et
al., 2009). A maioria das espécies frutiferas @mtassementes sensiveis a

dessecacdo e o interesse em usar a tecnologia cag@setamento tem
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aumentado continuamente (RAI et al., 2009). Alénpagsuirem um amplo
uso na conservacdo, pois os explantes ficam coampdegtte envolvidos e
protegidos facilitando o manuseio e possibilitamiltda o intercambio de
material genético, manutencdo da identidade clommlependéncia de
efeitos sazonais e armazenamento em curto e ero lmeago (RAI et al.,
20009).

Com relacdo ao armazenamento em longo prazo,igalnmente
para meristemas, 0s quais possuem dimensdes raduaig¢ncapsulamento
proporciona facilidade no manuseio e protecdo &sitesas que serdo
imersas em NL, contra os possiveis danos causaélas resfriamento
tornando-0s mais resistentes a tratamentos queigodser letais (PAULET
et al., 1993; BACHIRI et al., 1995; SANTOS, 2004).

Técnicas que envolvem a criopreservacdo de mmaste
encapsulados possuem alta aplicabilidade, entoetastudos acerca da
constituicdo e consisténcia da capsula, condig@esuttivo e técnica de
armazenamento das unidades encapsulaveis séo arexgspara garantir
porcentagens elevadas de regeneracdo apés as dwmmampreservacao
(SANTOS, 2000). Para mangabeira, a utilizagdo deagelaterais para a
producdo de unidades encapsulaveis representa liertaadva para a
propagacaan vitro em larga escala e posterior armazenamento em longo

prazo.

2.4 Criopreservacao

A conservacadn vitro consiste na manutencdo de material bioldgico
vivo em condi¢des assépticas e pode ser realizadmé&dio ou em longo
prazo. Na conservacdo em médio prazo, destacaésmiaa de crescimento
lento, na qual, propagulos sdo mantidos em tempasateduzidas (5 °C -
15 °C), com baixa intensidade luminosa e meio d&ureucom agentes
osmoéticos (LEDO et al., 2014). J& para a conseovagd longo prazo,

destaca-se a criopreservacao, que consiste emreanseaterial bioldgico
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vivo em ultrabaixa temperatura (-196 °C). Essabaitea temperatura nédo
permite a ocorréncia de reagdes metabolicas dasgitermicamente,
garantindo a viabilidade do armazenamento do nahteiblogico sem que
esse sofra modificagbes ou alteracbes genéticas yor periodo

indeterminado (ENGELMANN, 2011).

A criopreservacdo pode ser aplicada para a cosEov de
diferentes tipos de explantes: protoplastos, swsé@sn celulares, calos
embriogénicos, apices caulinares, gemas lateramerstes, embrides
Zigéticos e somaticos (BENSON, 2008). As colect@ds mantidas em
pequenos espacos, permanecem protegidas de caatamie requerem
manutencdo minima (ENGELMANN, 2004). Além disso, costo do
armazenamento em um banco criogénico requer untegf@nceiro menor
ao longo dos anos quando comparado a outros sisteisponiveis de
conservagdo de material genético, como bancos rdeogasma em campo
e a conservagam vitro por meio de crescimento lento (ENGELMANN,
2004; SANTOS, 2004; DULLOO et al., 2009).

Dentre as principais técnicas de criopreservagfitemp-se citar: o
resfriamento lento, caracterizado pela utilizag&dodixas concentragdes de
agentes crioprotetores e pela reducdo graduahuaetatura, controlada por
um freezer programavel (MUKAIDA et al., 2003; NAI&t al., 2005); o
encapsulamento-desidratacdo, em que os explantegrs@psulados em
matriz de alginato, pré-cultivados em um meio cotdealtas concentracdes
de sacarose, desidratados pela exposi¢cao ao anmaaade fluxo laminar ou
a secagem num recipiente contendo silica gel, nedibio teor de agua para
20% a 30%, seguido de uma rapida imersdo em NLsatméncia, o
reaquecimento é realizado em banho-maria a 40 ¥Clpa 3 minutos
(PANIS; PIETTE; SWENNEN, 2005; PANIS; LAMBARDI, 26); a
técnica classica de vitrificacdo, que se baseimecr@mento da viscosidade
da solucdo utilizando solucdes crioprotetoras atdm concentradas,
seguido pelo resfriamento ultrarrdpido dos expBntecorrendo a
solidificacdo sem cristalizacdo (PANIS; PIETTE; SMBEN, 2005;
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PANIS; LAMBARDI, 2005; SAKAI; ENGELMANN, 2007; KAVANI,
2011); o encapsulamento-vitrificacdo, uma combioad& encapsulamento-
desidratacdo e métodos de vitrificacdo, em que xplames sdo
encapsulados em uma matriz de alginato, transferjuira criotubos e
expostos as solucbes crioprotetoras, congeladoglarapnte em NL,
reaquecidos em banho-maria e expostos a uma saligcdescarregamento
antes da inoculagdo em meio de crescimento, nei@egs#a iniciar o
processo de desidratacdo das células devido aqyraeliente osmaotico
(SAKAI; ENGELMANN, 2007).

Para o sucesso da criopreservacao é essencel avibormacdo de
cristais de gelo no meio intracelular, sendo a tFatpra entre -15 °C a -60
°C critica, pois é a faixa em que ocorre a nucleac®rmacao de cristais de
gelo. Além disso, o explante é submetido duas vezessas faixas de
temperatura, a primeira durante o resfriamento segunda durante o
reaquecimento (MAZUR, 1984).

A prevencdo da formagéo de cristais de gelo pedeoistida por
meio de um resfriamento rapido, o que promoverdigdcéo. A vitrificagdo
€ definida como a transi¢ado direta da agua do @stquido para um estado
solido amorfo ou vitreo (ENGELMANN, 2011). Esse g#sso € dependente
do incremento da viscosidade da solugdo que oapramdo os solutos
tornam-se mais concentrados (SANTOS, 2000). O atoaan viscosidade
reduz a formacdo de cristais de gelo, porém o estéd vitrificacdo é
instavel, principalmente durante o reaquecimengssid etapa, pode haver
formacédo de grandes cristais de gelo quando estegapa passar do estado
vitrificado para o estado liquido, caracterizandecaistalizacdo (MAZUR,
1984). Para evitar a recristalizacdo, o materiakedger retirado do NL e
rapidamente reaquecido (BENSON, 2008). O estadmeovippode ser
favorecido pelo uso de solucdes crioprotetorasedo mprego de técnicas
de desidratacao (SAKAI et al., 2008).
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2.4.1 Crioprotetores

Os crioprotetores sao substancias que interagemacoembrana
plasmética das células exercendo uma acdo estaloiiiz durante a
passagem do estado liquido para um estado sélidd@amtambém durante
0 reaquecimento, quando o meio retorna para o aesiquido (TAO; LI,
1986). A penetracdo dessas substancias nas céhuaibui para aumentar a
gquantidade de solutos no citosol, reduzindo assiem@eratura de transicao
vitrea de uma solu¢do ou material. A0 mesmo tempoigam apresentar
reduzida toxicidade nas concentracdes e periodaexplesicao requeridos
para a sua eficacia (BENSON, 2008).

Os crioprotetores podem ser agrupados em trésgor&s:
penetrantes a parede celular e & membrana plaanfgticerol, etilenoglicol
e dimetilsulfoxido (DMSO); penetrantes a paredeleel(aminoacidos como
prolina, oligossacarideos como sacarose e masitpblimeros com baixo
peso molecular como polietilenoglicol (PEG-1000n&0 penetrantes ou
extracelulares (macromoléculas de alto peso maecwomo proteinas
solaveis, lipidios e polissacarideos) (TAO e LI8&p

Atualmente, existem diversas solucdes de vitghca j& bem
estabelecidas - os crioprotetores. Os usualmenpeegados em solucdes de
vitrificacdo séo: o glicerol, o DMSO e o etilenagli. A sacarose também é
muito utilizada durante a fase de pré-cultivo dqaantes, ou seja, antes de
submeter o material a imersdo em solu¢des cridprate (SHATNAWI;
JOHSON, 2004). Podem ser adicionados também ostetgnes ao meio de
pré-cultivo, sendo uma ferramenta essencial pandmizar a formacao de
cristais de gelo, que podem ser formados durapt®cesso de vitrificacdo
(TAO:; LI, 1986; MARKOVIC et al., 2013). Entretanto, a concentraco e o
tempo de exposicdo dos explantes ao meio de pligecutom altas
concentracdes de sacarose e osmoprotetores, devetingizadas para cada

espécie.
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A solugcdo de vitrificagdo mais utilizada em traloalh de
criopreservacado é baseada no emprego de criopedgbenetrantes e nao-
penetrantes, plant vitrification solution(PVS2), que € composta de 30% de
glicerol (p/v), 15% de etilenoglicol (p/v), 15% @SSO (p/v) e 0,4 M de
sacarose, todos diluidos em meio MS (MURASHIGE; £X3) 1962) basal
liquido, e suas variagcbes a PVS1 e a PVS3 (SAKADBKRYASHI;
OIYAMA, 1990; SAKAI; ENGELMANN, 2007).

2.4.2 AdaptacBes nas técnicas de criopreservacao

Adaptacdes das técnicas classicas de vitrifica¢@seadas no
resfriamento rapido dos explantes, comalraplet vitrification vém se
mostrando com alta aplicabilidade para explantesocépices caulinares,
gemas laterais e embrides somaticos. A técnicastens tratamento prévio
dos explantes em solucdo de carregaméhdt de glicerol + 0,4 M de
sacarose dissolvido em meio MS) e na transfer@&usaexplantes para uma
gota de solugdo crioprotetora, como o PVS2, em timaale aluminio e o
seu rgpido mergulho em NL. O reaquecimento sedaando a folha de
aluminio com os explantes criopreservados para #&c@Ew de
descarregamento celular (1,2 M de sacarose didsoleim meio MS) a
temperatura ambiente (KARTHA et al., 1982; ENGELMAN2004; CHEN
etal., 2011).

Protocolos como aroplet vitrification que possibilitam a imersao
do explante diretamente em NL e um rapido reaquation podem
minimizar danos as células, pois evitam a crisighp de agua intracelular,
aumentando as chances de regeneracdo dos exp{MAaSUMOTO;
SAKAI 2003; SAKAI; HIRAI;, NIINO, 2008; SKRLEP et al 2008;
LAMBARDI et al., 2008; CHEN et al.,, 2011). Porém, o sucesso da
utilizacdo da criopreservacdo para novas espédieda adepende da
otimizacdo e adaptagdo dos protocolos e das etapms pré-

cultivo/carregamento, crioprotegdo das células sadi@ imersdo em NL,
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reaquecimento, descarregamento celular e regewerdgd explantes
(GANINO et al., 2012).
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RESUMO

Mangabeira € uma frutifera pertencente a familmcdynaceae e
possui grande potencial econdmico. Varios aspedtosua propagacao
necessitam de maiores estudos, uma vez que a fageende germinacao
das sementes é baixa, devido a presenca de irebithar polpa dos frutos,
mas, principalmente, por possuir sementes recahtés. Objetivou-se com
este trabalho, obter um protocolo de organogémebesia e regeneracéo de
brotos. Para a organogénese indireta, segmentassrfodam inoculados em
meio de cultivo WPM gelificado com agar 7 @,lacrescido de 0,09 M de
sacarose, 0,4 g'Lde PVP e suplementado com diferentes concentraighes
reguladores de crescimento: 2,4-D (0,0; 2,46; 71283 17,22 uM), BAP
(0,0; 4,92; 9,84; 14,76 e 19,68 uM) e TDZ (0,0;24,9,84; 14,76 e 19,68
KUM). A regeneracdo das brotacdes foi realizada e e cultivo WPM,
acrescido de cinetina em combinacdo com 2,4-D{@®; 5,0 + 0,0 e 5,0 +
7,38 uM). Para o enraizamento, foram utilizadas brotac@sn
aproximadamente, 6,0 cm de comprimento, mantidaslpalias em meio
isento de fitorreguladores e em seguida foram stibagea tratamentos com
diferentes auxinas (9,84 uM de AIB; 9,84 uM de ABA,84 uM de AlA),
bem como as combinagdes entre estes regulado@@sp(¥ AlA + 4,92 uM
AIB; 4,92 uM ANA + 4,92 uM AIB; 4,92 uM ANA + 4,92M AIA). Os
dados foram submetidos a analise de varianciazaitio-se osoftware
estatistico SAS®, comparando as médias pelo test® ele Fischer, com
probabilidade de 5%. Houve formagédo de calos atililo diferentes
concentracdes dos reguladores testados. A maiaraf@o de brotacdes
(72,86%) a partir dos calos foi obtida com a cotregio de 7,38 uM de
2,4-D. Foi obtida maior regeneracdo de brotos c@8 @M de 2,4-D + 5
UM de cinetina, com média de 3,7 brotos por cals. WBrxotacdes
apresentaram maior porcentagem de enraizamento @@8tzes com maior
comprimento (1,3 cm) no tratamento contendo 4,92deM\NA + 4,92 uM
de AIB. E possivel regenerar e enraizar brotos alegabeiran vitro.

Palavras-chave: Espécie frutifera. Apocynaceae. Reguladores de
crescimento.
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ABSTRACT

Mangabeira is a fruit belonging to the Apocynactsamily and has
great economic potential. Several aspects of iteagb need for further
studies, since the percentage of seed germinatitnwi due to the presence
of inhibitors in the pulp, but mainly because ishacalcitrant seeds. The
objective of this study was to obtain a protocal ifidirect organogenesis
and shoot regeneration. For indirect organogenesidal segments were
inoculated in culture medium gelled with agar WPMy " plus 0.09 M
sucrose, 0,4 g'Lde PVP and supplemented with different conceminatof
rowth regulators: 2,4-D (0.0, 2.46, 7.38, 12.3 27u®1), BAP (0.0, 4.92,
9.84, 14.76 and 19.68M) and TDZ (0.0, 4.92, 9.84, 14.76 and 19.68).
Regeneration of shoots was performed in cultureiumedVPM plus kinetin
in combination with 2,4-D (0.0 + 0.0, 5.0 + 0.0 &m@ + 7.38uM). NAA
and 9.84uM; shoots for rooting with approximately 6.0 cmléngth, held
for 15 days in medium free of growth regulators #meh were subjected to
treatments with different auxins (9.8M were used IBA 9.84M AlA), as
well as combinations of these regulators (482 + 4.92 uM 1AA IBA,
NAA + 4.92uM 4.92uM IBA, NAA + 4,92 uM 4.92uM AIA). Data were
subjected to analysis of variance using the SASt&istical software,
comparing the means by Fisher's exact test, wittohability of 5%. Callus
formation was observed using different concentretiof regulators. The
highest shoot formation (72.86%) from the callusswabtained with a
concentration of 7.38M of 2,4-D. Greater shoot regeneration was obtained
with 7.38uM 2,4-D + 5uM kinetin, with a mean of 3.7 shoots per callus.
Shoots showed higher rooting percentage (80%) aads rwith greater
length (1.3 cm) in the treatment containing 4492 NAA + 4.92 uM IBA.
You can regenerate and root sprouts mangabeirn&m v

Key-words: Fruit species, Apocynaceae, Growth regulators.
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1 INTRODUCAO

A fruticultura ocupa lugar de destaque na aguecaltmundial,
especialmente pela importancia social e econdngeegando empregos e
movimentando a economia (SANTOS FILHO et al., 20X@)Brasil se
tornou, a partir de 2008, um dos trés maiores poods de frutas do mundo,
ficando atras apenas da China e da india, repees#mt5% da producéo
mundial. Atualmente, 47% do mercado interno brasiledo destinados a
producdo de frutas frescas e, aproximadamente, 8¥hescado de frutas
processadas (FERNANDES, 1998; SANTANA NETA et &013). O
crescimento do volume das exportacfes tem evolddstantemente devido
ao elevado padrdo de qualidade da producédo naciopiale as exigéncias
do mercado internacional (BRASIL, 2011).

Devido a baixa producédo comercias, espécies frutiferas nativas do
Brasil estdo entre as menos comercializadas, efio das poucos plantios
tecnificados voltados a producdo em larga escadainftorna-se, alvo de
extrativismo pelas comunidades locais com seusdruapds colhidos,
beneficiados por industrias ou consumigosatura (SOARES et al., 2011).
Por outro lado, as espécies nativas se destacarappesentarem grande
adaptabilidade a diferentes regides e alto valtritivo (SILVA JUNIOR,
2004). Entre as espécies frutiferas nativas coranp@l para exploracao
comercial estdo o pequi, umbu, cagaita, araticumiti jatob4 e mangabeira
(AGOSTINI-COSTA et al., 2006, AVILA et al., 2010;GNCALVES et al.,
2013).

A mangabeiraHancornia speciosa&somes) apresenta uma ampla
distribuicdo geogréfica, desde o estado do Amap#é astado de Sdo Paulo
(MACHADO et al., 2004). Possui um grande potenei@némico, devido
as diversas possibilidades de aproveitamento defsgos para producéo de
xaropes, sucos, doces, sorvetes e compotas (SOAR&ES 2011). O latex
exsudado pela planta pode ser empregado na medicipalar para o

tratamento de combate a tuberculose (SOUSA €2@05) e também contra
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inflamacdes, Ulceras e herpes (MOURA; AGRA, 198R;V3 JUNIOR,
2004).

Embora a mangabeira apresente elevado potenaialoeico, a
baixa porcentagem de germinacdo de suas semedtes aeprodutividade
da espécie, influenciando na manutencéo e consenda; material vegetal.
As principais causas dessa baixa germinacdo esfaocianadas com a
recalcitrancia das sementes, dificultando seu an@mmento por longos
periodos, e com a presenca de inibidores, os gaaicapazes de realizar
fermentacéo e produzir compostos fendlicos na pddgafrutos, impedindo
a ocorréncia da germinagcdo (OLIVEIRA; VALIO, 19920RENZI, 2000;
BARROS et al., 2006).

O aperfeicoamento de técnicas de propagacdo askexepresenta
uma importante ferramenta para a selecdo de gesofippmissores com
aplicagéo em plantios homogéneos e para a mudtgélic em larga escala de
mudas (LEDO et al., 2007). Dentre as técnicas opguacio assexuada
destaca-se a micropropagacao, a qual é utilizadercialmente, permitindo
gue uma planta com caracteristicas desejaveis pessenultiplicada em
curto espaco de tempo e em condic¢des fitossasitddaquadas (ULISSES
et al., 2010).

Para tanto, a organogénese vitro, visando a maximizacdo da
propagacadn vitro, utiliza células e tecidos vegetais como fontexjdante
e leva a producdo de uma estrutura unipolar, dervamtai primérdio
vegetativo, cujo sistema vascular esta frequentameanectado com o
tecido de origem, ocorrendo diretamente a partircélelas do explante
original, ou indiretamente, via formacdo de calGRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998). O estudo dos processos de indug@mrganogénese
indireta, multiplicacdo e regeneracdo de explangesle levar ao
desenvolvimento de protocolos que poderdo serzadiis para o
desenvolvimento de novos genoétipos por transformagghética ou para

micropropagacao da espécie (PEREIRA et al., 2013).



39

Assim, o uso de fitorreguladores na micropropagag&uz e
controla diversas respostas organogénicas. O 2JétDienoxiacético (2,4-
D) é uma auxina sintética que pode exercer efsitoselhantes as auxinas
naturais, pois ela é mais estavel a degradacamuando-se em maiores
concentracbes do que a auxina natural acido inéidac (AIA)
(PASTERNAK et al., 2002). Para assegurar um cresgimnormal, a planta
produz quantidades muito controladas de auxinasjuass se unem as
proteinas receptoras especificas e regulam o orestd vegetal. A proteina
ABP1 (auxin binding proteinlLé caracterizada como uma proteina receptora
que tem alta afinidade com auxinas e estd assodiddducdo de raizes
adventicias além do alongamento celular (NAPIERI€t2002). Quando a
auxina 2,4-D se encontra em maior quantidade niddegegetal, atuard
como sinal quimico para a ativacdo génica, induzimdranscricdo de uma
proteina receptora ainda ndo identificada, chanded®X, que se liga ao
2,4-D, induzindo e controlando a divisédo celulaAB8IL, 1982; MERCIER,
2004).

As auxinas também podem atuar na movimentacaaittiemes em
direcdo ao tecido em formacdo, interferindo no adamde outros
compostos necessarios para o enraizamento (AMARANTEI., 2012).
Uma das auxinas mais utilizadas na indugcdo do zmeEnto € o acido
indolbutirico (AIB), o qual ndo € tdxico para a oréa das plantas e &
relativamente estavel (RADMANN et al., 200PJRES; WENDLING;
BRONDANI, 2013). O AIA, por ser uma auxina instagvelegrada-se
facilmente pela acdo da luz, sendo menos absoreigiacomparacdo as
demais auxinas sintéticas (CALDAS et al., 1990; ARMNTE et al., 2012).

Apbs o estabelecimento das plantas micropropagada®cesso de
aclimatizacdo é necessario para a adaptacdo deplanitivadasn vitro
para o ambientex vitro (BOSA et al., 2003). Este processo tem sido uma
das fases mais criticas na micropropagacao, padsesx varios fatores

abioticos que interferem no processo de aclima&izagendo os principais:
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luminosidade, disponibilidade de nutrientes e adaae relativa do ar
(GALDIANO JUNIOR et al., 2013).

Outro fator que interfere no processo de acliragfip é a absorcéo
de agua e ions pelo sistema radicular. Na acliagiiz, a planta é retirada
das condicbes assépticas, onde contava somente 0SONTOMPOStOs
organicos acumulados nas partes aérea e raditdlar,necessitando de
realizar fotossintese. ApGs passar para o ambiexterno, € necessario
absorver agua e sais minerais do substrato e,cpampletar o processo de
fotossintese, as raizes produzidasvitro ajudam em principio nessa
absorcdo. Logo, as plantas obtidasvitro adquirem raizes funcionais e
pelos absorventes (HAZARICA, 2003; FERMINO JUNIORad, 2013),
culminando com 0 sucesso no processo de aclimatzag

Objetivou-se com este trabalho, estabelecer um@adolegia de
micropropagacdo via organogénese indireta para abairg, visando a

producdo de mudas micropropagadas.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Cultde Tecidos de
Plantas do setor de Fisiologia Vegetal, do Depamtdonde Biologia, da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavramad Gerais.

Foram utilizados como fonte de explantes, brotag@emangabeira
previamente multiplicadas vitro em meio de cultiviWood Plant Medium
(WPM) (LLOYD; MCCOWN, 1980), suplementado com 8,8 de 6-
benzilaminopurina (BAP), 0,09 M de sacarose, gelifo com 7 g t de

agar conforme Soares et al. (2011).

2.1 Organogénese indireta a partir de segmentos naig

Explantes nodais de plantas obtidasvitro foram inoculados em
meio de cultivo WPM gelificado com agar 7 @,lacrescido de 0,09 M de
sacarose, 0,4 gL de PVP (Polivinilpirrolidona), suplementado com
diferentes tipos e concentracdes de reguladoresedeimento: 2,4-D: 0,0;
2,46; 7,38; 12,3 e 17,22 uM; BAP: 0,0; 4,92; 9,84,76 e 19,68 pM e
Thidiazuron (TDZ): 0,0; 4,92; 9,84; 14,76 e 19,88..0s explantes foram
incubados em sala de crescimento com temperatl28 de? °C, no escuro.
Foi avaliada, ap6s 30 dias de cultivo, a porcemtagke formacdo de

brotacdes.

2.2 Regeneracadn vitro das brotacdes

Os brotos com 60 dias de cultivovitro, oriundos da organogénese
indireta, foram individualizados e inoculados emiande cultivo WPM,
acrescido de 0,09 M de sacarose, 0,4 glé PVP e gelificado com agar 7 g
L? suplementado com cinetina em combinacdo com 2@+ 0,0; 5,0 +
0,0 e 5,0 + 7,38 uM). Os explantes foram incubassala de crescimento

com temperatura de 25 = 2 °C, fotoperiodo de 1@her irradiancia de
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fotons de 36umol m’s'. As variaveis avaliadas apos 30 dias de cultivo

foram: nimero de brotacdes e comprimento médidaacdes (cm).

2.3 Enraizamentoin vitro de brotactes

ApO6s a multiplicagcdan vitro, as brotacBes foram transferidas para
meio de cultivo WPM com auséncia de fitorregulada@ecultivadas por 15
dias. Decorrido este periodo, as brotagdes, concacee 6 cm de
comprimento, foram transferidas para o meio deivauMVPM acrescido
com 0,09 M de sacarose e suplementado com 9,84quMR] 9,84 pM de
acido naftaleno acético (ANA) e 9,84 uM de AIA emtmnacbes destes
reguladores 4,92 uM AIA + 4,92 uM AIB; 4,92 uM ANA4,92 uM AIB e
4,92 uM ANA + 4,92 uM AIA. Os explantes foram ineulos durante 30
dias em sala de crescimento com temperatura de 25Ct fotoperiodo de
16 horas e irradiancia de fétons de 860l m?®. As variaveis avaliadas
foram porcentagem de enraizamento (%), nimero ides& comprimento
médio das raizes (cm).

As plantas obtidas por meio de organogénese tadicem 60 dias
de cultivo, passaram por um periodo de sete diggé@aclimatizacdo, em
tubetes com volume de 250 mL, contendo Plantmarvoltos com saco
plastico transparente para manutencdo da umidéatesaeno ambiente, em
sala de crescimento a temperatura controlada ¢€ 252 °C e irradiancia
de fétons de 67um m’s’. Apds esse periodo, foi feita a abertura do
recipiente de cultivo e as plantas permanecerarns ffaidias em sala de
aclimatizagdo. Os tubetes com as plantas foramddésvgpara casa de
vegetacdo, onde permaneceram por mais 15 dias, @mteansplantio para
vasos contendo PlantnfaxApds 30 dias em casa de vegetacao, foi realizada
a avaliacao da porcentagem (%) de sobrevivéncialdatas.

2.4 Andlises Estatisticas
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Foram utilizadas 30 repeticbes por tratamento elamos foram
submetidos a analise de variancia utilizando-seftwareestatistico SAS®,

comparando as frequéncias pelo teste exato dedfjgumiobabilidade de 5%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Organogénese indireta a partir de segmentos naig

Houve diferenca significativa na porcentagem denéméo de calos
em explantes nodais inoculados em meio de cultwo cu sem a presenca

de reguladores de crescimento (Figura 1A, 1B e 1C).
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FIGURA 1 Porcentagem de calos obtidos a partir xjdaetes nodais de
mangabeira submetidos a diferentes concentracoBaE&O,0;
4,92;9,84; 14,76 e 19,68M) (A), TDZ (0,0; 4,92; 9,84; 14,76 e
19,68uM) (B) e 2,4-D (0,0; 2,46; 7,31, 12,2 e 17,281) (C),
aos 30 dias de cultivo. As barras representam padrao da
média de acordo com o teste exato de Fisher, a 8% d
probabilidade.

Os diferentes reguladores de crescimento e suasegwacoes
influenciaram na desdiferenciacdo dos segmentofisioein calos. Na
Figura 2A, esta ilustrado o segmento nodal em ndeiocultivo sem a
presenca de reguladores, sendo observado somententescimento do
explante apds 30 dias de cultivovitro. Os calos oriundos do cultivo em
presenca dos reguladores BAP e 2,4-D, com 30 dias a inoculacgéo,
apresentaram aspecto fridvel, de facil desagregagdon coloracao inicial
branca (Figura 2B e 2D). Ja os calos obtidos afzagdo de TDZ no meio
de cultivo apresentaram coloracdo inicial marroroues com posterior

oxidacao dos explantes (Figura 2C).
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FIGURA 2 Aspecto visual de calos formados em expkmodais de
mangabeira em meio de cultivo WPM sem a presenca de
reguladores de crescimento (A). Em meio de culiveM
suplementado com 9,88 de BAP (B), 9,84 uM de TDZ (C)

e 7,38 uM de 2,4-D, evidenciando a formacdo deabdats
(seta) (D), aos 30 dias de cultivovitro. Barra = 0,5 cm.

Entretanto, a posterior diferenciacdo de calos keotacbes foi
obtida com as concentracbes de 9,84 e 14,76 uM Ae B TDZ,
respectivamente (Figura 1A e 1B) e em todas asecrag0es testadas de
2,4-D (0,0; 2,46; 7,38; 12,3 e 17,pR1). Sendo a maior porcentagem de
formacédo de brotacdes (72,9%) obtida na concenmtrde& ,38 UM de 2,4-D
(Figura 1C). Nao havendo formacéo de brotacdestmabamentos sem a

presenca de fitorreguladores.
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FIGURA 1 Porcentagem de brotacdes obtidas por oggarese indireta a
partir de explantes nodais de mangabeira submetiaos
diferentes concentracdes de BAP (0,0; 4,92; 9,84 6le 19,68
uM) (A), TDZ (0,0; 4,92; 9,84; 14,76 e 19,68/1) (B) e 2,4-D
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(0,0; 2,46; 7,31, 12,2 e 17,2R1) (C), aos 30 dias de cultivo. As
barras representam o erro padrao da média de acomto teste
exato de Fisher, a 5% de probabilidade.

A auxina 2,4-D no meio de cultivo induziu uma @stp favoravel
na obtencdo de organogénese indireta em explaatEgsnde mangabeira,
sendo a competéncia dos tecidos organogénicos nigauente adquirida
durante o periodo inicial do cultivo na presencaltdes niveis de auxinas
(MERCIER, 2004).

Resultados semelhantes foram obtidmsn explantes foliares e
peciolos deMelothria maderaspatandLinn.), onde foi verificado maior
porcentagem de calos (98,2%) em meio de cultivtesuigntado com @M
de 2,4-D combinado com Oy1 de TDZ, com posterior formacéo de brotos
(BASKARAN et al., 2009) A superioridade do 2,4-D em relacdo a outras
fontes de auxina e citocininas, na organogéneseeiadfoi registrada por
Bona et al. (2012) em experimentos visando a inmlugé calos em
Lavandula angustifoliaptilizando apenas 1 mg'lLde 2,4-D, combinado
com 0,5 mg [! de GA, E também em segmentos foliares de aroeira-do-
sertdo utilizando 2,4-D, com maior taxa de calogéreeposterior formagéo
de brotacbes obtida na concentragdo de 4,52 pMe degsilador vegetal
(VASCONCELOS et al., 2012).

3.2 Regeneracadn vitro das brotacdes

Houve aumento significativo no nimero de brotagi@smeio de
cultivo WPM suplementado com 5 uM de cinetina coratio com 7,38 uM
de 2,4-D, com média de 3,7 brotos por calo (FigAkx Houve aumento
também no comprimento médio dos brotos formadas, média de 9,2 cm
(Figura 3B).
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FIGURA 3 Numero de brotacdes obtidas por organcggimalireta em meio
de cultivo WPM ou suplementado com (BM de cinetina
combinado com auséncia ou 7,38M de 24-D (A) e
comprimento médio das brotagdes oriundas do cu#imomeio
WPM basal ou suplementado conu® de cinetina combinado
com auséncia ou 7,38Vl de 2,4-D (B). As barras representam o
erro padrdao da média, de acordo com o teste erdtister, com
5% de probabilidade.

A combinagédo de auxinas e citocininas no meio ulvo, apos a
formacao de brotagfes, € necessaria para um régigamento celular com
organizacao radicular e da parte aérea (CAMPBERO,71 LUCAS et al.,
2013). Corroborando com os resultados obtidos resttedo, Soleimani et

al. (2013) verificaram efeito positivo sobre a fagéo de novos brotos em
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explantes foliares d€atharanthus roseugom a combinacdo de auxinas e
citocininas no meio de cultivin vitro. Resultado observado também por
Jefery et al.,, 2013 estudando PervinGatharanthus roselis no meio
suplementado com 2 mgllde 2,4-D combinado com 0,5 m(j te cinetina,
sendo essa combinacao eficaz na organogénesdargliggrincipalmente, na
multiplicacéo de brotacoes.

O aspecto visual das brotacGes formadas em egplarddais de
mangabeira inoculados em meio de cultivo WPM suetgado com 5 uM
de cinetina combinado com 7,38 uM de 2,4-D, demartgie a combinacgao
entre auxinas e citocininas pode influenciar demgorsignificativa o

crescimento de brotacbes em mangabeira (Figura 4).

i

FIGURA 4 Aspecto visual das brotagdes de mangabeiwadas do meio de
cultivo WPM suplementado com 7,381 de 2,4-D, aos 30 dias
de cultivoin vitro, evidenciando a formacéo de brotagcdes (seta)
barra = 1cm (A) e aos 45 dias de cultimoritro, evidenciando a
brotacdo formada (seta) barra = 0,5cm (B). E béascde
mangabeira apos transferéncia para o meio de cultWv?M
suplementado com a combinagao deévbde cinetina combinado
com 7,38 uM de 2,4-D, aos 15 dias de cultivim vitro,
evidenciando as brotacdes (seta) barra = 0,5cm (C).
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3.3 Enraizamentoin vitro de brotactes

As brotacdes apresentaram maior porcentagem dezamento
(80%), maior numero (4,83) e maior comprimentoaileeas (0,43 cm) com a
combinacgdo dos reguladores ANA e AIB (4,92 uM ANAL92 uM AIB)
(Figura 5).
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FIGURA 5 Porcentagem de enraizamero vitro de mangabeira (A),
nuimero meédio de raizes obtidas a partir do enra@atmin
vitro de mangabeira (B) e comprimento médio das raizes
obtidas a partir do enraizamento vitro de mangabeira,
utilizando diferentes concentracdes de auxinas4 (g8l de
AIB; 9,84 uM de ANA e 9,84 uM de AIA), bem como as
combinac@es entre estes reguladores (4,92 uM A2 uM
AIB; 4,92 uM ANA + 4,92 uM AIB; 4,92 uM ANA + 4,92
MM AIA). Aos 30 dias de cultivoin vitro. As barras
representam o erro padrédo da média de acordo ctest®
exato de Fisher, com 5% de probabilidade.

O processo de enraizamento adventicio envolvenpugacao entre
auxinas internas e externas e quando a espéciei poss concentracao
adequada do horménio enddgeno AIA, a conjugacdo peguladores
vegetais sintéticos como o AIB ou ANA, por deteradios periodos, é
suficiente para induzir a formacéo de raiz sob i@esin vitro (SOUZA et
al., 2011).

Neste estudo, a combinacdo de auxinas foi efeinatinducédo do
enraizamentan vitro. Resultados semelhantes foram observados paisoutr
espécies lenhosas, como angico (KIELSE et al.,, Y089cerejeira
(FERMINO JUNIOR; PEREIRA, 2012).
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O enraizamento das brotagBes obtidas a partir rganogénese
indireta apresentou variagfes morfoldgicas entréif@sentes tratamentos.
Os tratamentos com auxinas isoladas apresentaiiaes naais delgadas e
dificuldade para o crescimento em profundidade Uf&igbA e 6B). J4 a
combinacdo de auxinas ANA e AIB influenciou no néone comprimento
das raizes, sendo observado engrossamento no asisteicular e melhor
crescimento em profundidade, ndo sendo influengietkapresenca de calos
(Figura 6C).

ANA ANA + AIB

FIGURA 6 Aspecto visual de raizes cultivadasitro em meio de cultivo
WPM suplementado com 9,84M de ANA, evidenciando o
sistema radicular (seta) barra = 1cm (A) meio déveuWPM
suplementado com 9,84M de AIB, evidenciando o sistema
radicular a partir de calos (seta) barra = 1lcmgBm meio de
cultivo WPM suplementado com 4,921 de ANA combinado
com 4,92uM de AIB, evidenciando o sistema radicular a partir
de calos (seta) barra = 1cm (C) aos 30 dias de@uit vitro.

A variagdo no namero e no comprimento de raizesrehda, neste
estudo, indica que os fatores de enraizamento igrento, como, por
exemplo, concentracdo de hormdnios e aclcaresgtarabuam e agem de
forma diferenciada nas diversas espécies, em e$peés lenhosas
(VIGNOLO et al., 2014). O comprimento das raizedepter relacdo com a
concentracdo enddgena mais elevada de auxinass@ulinacgdo destas ser
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favoravel ao maior desenvolvimento do sistema tdaid ANTUNES et al.,
2000).

De modo geral, espécies lenhosas apresentam difoidade para
0 enraizamento adventicio, sendo essa etapa aiadadificil quando a
brotacdo advém de organogénese indireta, poigr@aféio de calos na base
das brotacdes pode prejudicar a diferenciacéo idesrdMANTOVANI et
al., 2010; DE OLIVEIRA; DIAS; BONDANI, 2013). Enttanto, o calo pode
conter células isoladas ou em grupo que possuetrosemtivos de divisdo
celular, onde induzidas em condi¢cdes adequadaspseitam para producao
de novos 6rgaos (JARDIM et al., 2010), o que pogiicar a eficiéncia do
processo de enraizamento a partir de calos.

A formacao de raizes adventicias nas brotacdétashto estagio de
multiplicacdo para a obtengdo de plantas compkdamrna necessaria ao
processo de aclimatizacdo (LENCIANI et al., 2014s plantas de
mangabeira, oriundas da organogénese indiretaagzadasn vitro, foram

aclimatizadas com sucesso, apresentando 100% de/s@ncia (Figura 7).

FIGURA 7 Aspecto visual de plantas de mangabeirimatizadas
utilizando substrato Plantmaem casa de vegetac&o. Barra =
lcm
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CONCLUSAO

O meio de cultivo WPM suplementado com 7,88 de 2,4-D
proporciona maior formacgéo de brotos em explantelsis de mangabeira,
via organogénese indireta.

O meio de cultivo WPM, suplementado comuBl de cinetina
combinado com 7,38M de 2,4-D, foi eficaz na regeneracéo de brotadees
mangabeira.

O enraizamentm vitro da mangabeira pode ser obtido em meio de
cultivo WPM suplementado com a combinacdo de ANRZ4M) e AIB
(4,92uM).

As plantas de mangabeira, oriundas da organogénegeta e
enraizada vitro, foram aclimatizadas com sucesso, apresentandé &80

sobrevivéncia.
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RESUMO

A mangabeira é uma espécie frutifera que possuenpial
econdmico. Porém, a baixa porcentagem de germiraga®calcitrancia de
suas sementes reduz a produtividade da espécikjeriolando na
manutencdo e conservacdo do material vegetal. i@Ghjete com este
trabalho estudar a criopreservacdo de mangabdiimndo as técnicas de
droplet vitrification e encapsulamento-vitrificagcdo para gemas latatais
mangabeira. Gemas laterais foram inoculadas em deetwlltivo WPM com
diferentes concentracdes de BAP (0,0; 0,2; 0,8 @ul1), GA; (0,0; 0,2; 0,8
e 1,6 uM) e 0,25 uM de BAP combinado com;G@0; 0,2; 0,8 e 1,6 uM).
As gemas foram pré-cultivadas em meio de cultivaW#rescido com 0,3
M de sacarose combinado com diferentes concensagberolina (0,0; 0,1,
0,2 e 0,3 M) por diferentes tempos (24 e 48 haragquséncia de luz. Apos
0 pré-cultivo, as gemas foram imersas em PVS2 & (pdr diferentes
periodos (0, 15, 30, 60 e 120 minutos) e postesatey submetidas a
técnicadroplet vitrification O encapsulamento de gemas laterais foi obtido
em matriz de alginato, na presenc¢a ou auséncigd&e(8,0 ou 0,21M). As
cépsulas foram pré-cultivadas em meio de cultivaNIfuido, acrescido
com diferentes concentracdes de sacarose (0,3,e017M) por diferentes
tempos (24 e 48 horas). Para o encapsulamentoraliegidlo, as capsulas
foram submetidas a desidratacdo em silica geluxo flaminar por 0, 1, 2 e
3 horas antes da imersdo em PVS2 a 0 °C por diésr@eriodos (0, 15, 30,
60 e 120 minutosA maior porcentagem de numero de brotos (72,86%) a
partir dos calos foi obtida na concentracdo de jdjd8de 2,4-D. Foi obtida
maior regeneragéo de brotos com a combinacédopdé de cinetina + 7,38
uM de 2,4-D, com média de 3,7 brotos por calo. Agdndes apresentaram
maior porcentagem de enraizamento (80%) e raizaswa@or comprimento
(1,3 cm) no tratamento com 4,92 uM de ANA + 4,92 ddMAIB. O meio
acrescido de 0,2 uM de BAP proporcionou as maitaress de regeneracao
de gemas laterais. O pré-cultivo em 0,3 M de saeat00,1 M de prolina
por 24 horas promoveu um aumento na porcentagersobdeevivéncia
(83,33%) e maior formacédo de brotacbes (93,33%gritgpreservacao. A
utilizacdo da PVS2 por 15 minutos antes da aplicalg técnicadroplet
vitrification promoveu maiores taxas de sobrevivéncia (78%). nrora
observadas elevadas taxas de sobrevivéncia tambémgemas laterais
encapsuladas na presenca deud/2de BAP (86%). O melhor meio de preé-
cultivo foi o meio de cultivo WPM liquido acrescide 0,75 M de sacarose
combinado com 1,0 M de glicerol por 24 horas, dasoc com a
desidratacdo em camara de fluxo por 1 hora. A @ggvacdo de gemas
laterais encapsuladas foi obtida com sucesso casoale PVS2, com alta
taxa de sobrevivéncia (69%) e elevada formacaoate(87%).

Palavras-chave:Hancornia spConserva¢gdo em longo prazo. Vitrificacao.
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ABSTRACT

Mangabeira is a fruit species that have econowiiertial. However,
the low percentage of germination and the recalote of its seeds reduces
the productivity of the species, influencing the imtenance and
conservation of plant material. The objective of tiwork was to study
cryopreservation mangabeira using the techniquesopiet vitrification and
encapsulation-vitrification for side mangabeira gerhateral buds were
inoculated in WPM culture medium with different cemtrations of BAP
(0.0, 0.2, 0.8 and 1.6 uM), GA3 (0.0, 0.2, 0.8 amgl pM) and 0.25 pM
BAP combined with GA3 (0.0, 0.2, 0.8 and 1.6 pMjdB were pre-cultured
in culture medium WPM supplemented with 0.3 M sgercombined with
different concentrations of proline (0.0, 0.1, @&d 0.3 M) for different
times (24 and 48 hours) in the absence of lighterAthe pre-cultivation the
shoots were immersed in PVS2 at 0 °C for diffetenés (0, 15, 30, 60 and
120 minutes) and subsequently subjected to dratigfication technique.
The encapsulation of lateral buds were obtainethénalginate matrix, the
presence or absence of BAP (0.0 or 0.2 uM). Theutap were pre-grown
in liquid WPM culture medium, supplemented withfeli€ént concentrations
of sucrose (0.3, 0.75 and 1 M) for different tinj24 and 48 hours). For the
dehydration-encapsulation, the capsules were dejeto silica gel
dehydration or laminar flow with 0, 1, 2 and 3 t®inefore immersion in
PVS2 at 0 °C for different times (0, 15, 30, 60 &®D minutes ). The
highest percentage of number of shoots (72.86%n fthe callus was
obtained at a concentration of 7.38 uM of 2,4-Dedder shoot regeneration
with a combination of 5 uM kinetin + 7.38 uM of 2} with a mean of 3.7
shoots per callus was obtained. Shoots showed rigiading percentage
(80%) and roots with greater length (1.3 cm) iratm@ent with 4.92 uM
NAA + 4.92 uM IBA. The plus 0.2 uM BAP medium lealthe highest rates
of regeneration of lateral buds. The preculturdj®d M sucrose + 0.1 M
proline for 24 hours promoted an increase in salvpercentage (83.33%)
and increased shoot formation (93.33%) in cryopxedi®n. The use of
PVS2 for 15 minutes before applying the dropletifidation technique
showed higher survival rates (78%). Too high swalvirates were observed
for lateral buds encapsulated in the presence2ofi of BAP (86%). The
best way to the preculture was WPM culture medidus .75 M sucrose
combined with 1.0 M glycerol for 24 hours, dehy@rmtassociated with the
flow chamber for 1 hour liquid. Cryopreservation ddteral buds
encapsulated was successfully obtained using PM82high survival rate
(69%) and high shoot formation (87%).

Key-words: Hancornia sp Long-term conservation; Vitrification.
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1 INTRODUCAO

A mangabeira Hancornia speciosaGomes), frutifera da familia
Apocynaceae, € uma espécie nativa do Brasil e pedeencontrada em
véarias regides do pais, desde o Amapéa até o edma@io Paulo (SILVA
JUNIOR et al., 2007). Seus frutos possuem aronabersagradaveis, e sdo
utilizados na producdo de xaropes, sucos, docesetes e compotas
(SOARES et al., 2011). E uma fruta rica em ferforge de vitamina C, o
que lhe garante uma posicdo de destaque entreimentds funcionais
(SILVA JUNIOR, 2004). Entretanto, a espécie é ab® extrativismo
predatério, diminuindo sua ocorréncia natural enmgadr nativas e a
quantidade do alimento para consumo.

Outro fator que interfere na disponibilidade deds da espécie é a
baixa porcentagem de germinagdo das sementes,odavigroducéo de
compostos fenolicos na polpa que retardam os posede crescimento e
desenvolvimento das plantas, agindo como antagend#g promotores do
crescimento, como auxinas, giberelinas e citoceifMEDEIROS, 2001),
além da recalcitrancia de suas sementes, inviabdiz o armazenamento
convencional (OLIVEIRA; VALIO, 1992; LORENZI, 200(BARROS et
al., 2006).

Diversos explantes podem ser utilizados na rege@ierde plantais
vitro, e na selecdo dos explantes, devem ser consideasgectos como o
nivel de diferenciacdo do tecido a ser utilizadoaefinalidade da
micropropagacdo (BASSAN et al., 2006). Explantdsinaios de regides
meristematicas apresentam vantagens em comparagidras tipos de
explantes na micropropagacdo. Pois, 6rgdos ou otecjdvens, como
embrides imaturos, possuem o obstaculo de estasgoniveis apenas em
um curto periodo de tempo. J& explantes oriundosredéo basal e
meristematica podem ser obtidos em qualquer épeca,a dependéncia do

ciclo da planta, tendo ainda como vantagem o tamaetiuzido, podendo
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ser encapsulados ou submetidos a técnicas de es@peacao (REY et al.,
2013).

A conservacdo de germoplasma de espécies vegetaissendo
muito utilizada, evitando-se assim o risco de €fine permitindo que
varios genaotipos estejam disponiveis para utiliadgfura (FLORES et al.,
2013). A conservacao pode ser agrupada em duamdate Conservacgdn
situ, realizada no local de origem, ex-situ,fora do seu local de origem. Na
conservacaex situpodem ser mantidos sementes, brotacdes, plateasin
ou outras estruturas vegetais em diferentes coesligdis como no campo
ou em casa de vegetacdo, em camara seca sobdrap@ratura ou em meio
de cultivo com baixa concentragdo salina, e tamestnuturas reprodutivas,
como embrides e meristemas criopreservados engaéitio liquido (NL)
(WETZEL et al., 2007; LOPES et al., 2013).

Nas condi¢cbes de criopreservacdo, também conheaidaso
conservagdo em longo prazo, ocorre a garantia alalidade do material
biologico sem que esse sofra modifica¢cdes ou gfiesagenéticas por um
periodo indeterminado (ENGELMANN, 2011). A manu@mgo material
por longos periodos acontece mediante técnicasaguazenam material
biolégico vivo em NL a ultrabaixas temperatura®6-2C), diminuindo ou
até mesmo paralisando o metabolismo celular. EsSenica de
armazenamento tem se mostrado prética e eficieledddo ao pequeno
volume de material armazenado, simplificacdo noscgaimentos de
intercambio de material e a baixa exigéncia de mesgdo, principalmente
da necessidade de repetidos subcultivos com frégummtaminacdo dos
explantes (MELETTI et al., 2007; REED, 2008; KACZRE&ZYK et al.,
2011).

Durante o processo de criopreservacédo, cuidadogtapas iniciais
Sa0 essenciais para garantir 0 sucesso da téénadicdo de crioprotetores
no meio de pré-cultivo e a definicdo do tempo deosicdo do explante as
solugBes crioprotetoras, chamado tempo de equoilidevem ser testados

previamente para cada espécie e tipo de explaat@ntindo assim a
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penetracdo do crioprotetor e posterior protecaolarelJuntamente com a
escolha do melhor meio de regeneragdo dos explaptes passarem pelo
NL (CASTRO et al.,, 2011). A prolina, um aminoacidae se acumula
naturalmente nas células e 6rgdos de plantas epostasa estresses
abidticos, como limitacdo de &gua, modificacdo dutemcial redox,

congelamento, etc., pode ser adicionada em algumgocplos de

criopreservacao, nas solucdes crioprotetoras dizagih na fase de pré-
cultivo dos explantes, com o intuito de maximizasabrevivéncia dos
explantes criopreservados (BURRITT, 2012). Alémsadisa prolina

apresenta também efeito antioxidante, ajudandardoater espécies reativas
de oxigénio (EROs) que, geralmente, surgem apéssalrdtacdo celular
(MARKOVIC et al., 2013).

Existem diferentes técnicas de criopreservacao escalha entre
algumas delas é dependente da espécie e do explaetecriopreservado
(PANIS; LAMBARDI, 2005). Uma das técnicas de criegpervacao
desenvolvida recentemente édeoplet vitrification, que consiste no pré-
tratamento dos explantes com solucdo de vitrificeggéies que eles sejam
dispostos em tiras de papel aluminio com uma gofa\US2 e entdo imersos
em NL (ENGELMANN, 2011). Este procedimento permit&xas de
resfriamento ultrarrapidas, diminuindo a formacgé&® dtistais de gelo,
prejudiciais a célula (FULLER et al., 2004). droplet vitrification é
utilizada com sucesso para muitas espécies, ctummonium serotinum
(BARRACO et al., 2011)Byrsonima intermediéSILVA et al., 2013), cana-
de-acucar (NOGUEIRA et al., 2013) Rosa caninae Rosa rubiginosa
(PAWLOWSKA; SZEWCZYK-TARANEK, 2014). E é considemdima
forma viavel de complementar os esforcos para ceas& da
biodiversidade (GONZALEZ-ARNAO et al., 2008).

Outra técnica muito empregada com o intuito deseoar as
espécies em baixas temperaturas € 0 encapsulaxigificacao,
desenvolvida com base na producgdo de sementeScaisttENGELMANN
et al., 2008; SUBRAMANIAM et al., 2013). As capssiia base de alginato,
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semelhantes as feitas na técnica de semente ntgtotegem os explantes
sensiveis contra as condigdes prejudiciais partamgs ndo-encapsulados
(SUBRAMANIAM et al., 2013). Desse modo, as técnicate
criopreservacdo quando aplicadas de forma corre¢a,tornam uma
ferramenta promissora para o sucesso da criacBard®s de germoplasma,
em que o material vegetal criopreservado estargrente disponivel para
ser regenerado (RAVEN; HAVENS, 2014).

Objetivou-se estabelecer um protocolo de criopvesdo pelas
técnicas droplet vitrification e encapsulamento-vitrificagdo para gemas
laterais de mangabeira, visando encontrar um médedoonservacdo em

longo prazo eficiente para esta espécie.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratdrio de Cultde Tecidos de
Plantas do setor de Fisiologia Vegetal, do Depamtdonde Biologia, da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavramad Gerais.

Foram utilizados como fonte de explantes, brotagemangabeira
previamente multiplicadas vitro em meio de cultiviWood Plant Medium
(WPM) (LLOYD; MCCOWN, 1980) suplementado com 8,8% de 6
benzilaminopurina (BAP), 0,09 M de sacarose e igaliio com 7 g L de

agar conforme Soares et al. (2011).

2.1 Regeneracao de gemas laterais

Para a regeneracdo de brotacbes, gemas lateram co
aproximadamente 1 ninforam excisadas e inoculadas em placas de Petri
com meio de cultivo WPM, acrescido com 0,09 M deasase, 0,4 g tde
PVP (Polivinilpirrolidona), gelificado com 7 g'Lagar, e suplementado com
diferentes concentracdes de BAP (0,0; 0,2; 0,8 ql) e acido giberélico
(GA3) (0,0; 0,2; 0,8 e 1,6 uM). O tratamento suplendmtaom GA foi
combinado com auséncia ou 0,25 uM de BAP. Os etgddoram mantidos
na auséncia de luz por uma semana e apo0s essdopadlacas foram
transferidas para um fotoperiodo de 16 horas deshiz irradiancia de 36
umol m?s* e temperatura de 25 + 2 °C. A variavel avaliadéss0 dias de

cultivo in vitro foi a porcentagem de regeneracdo das gemas saterai

2.2 Pré-cultivo de gemas laterais

Gemas laterais com aproximadamente 1°rforam pré-cultivadas
em meio de cultivo WPM acrescido com 0,3 M de sssmcombinada com
diferentes concentracdes de prolina (0,0; 0,1;e023 M) por diferentes

tempos (24 e 48 horas) na auséncia de luz. Pasterite foram inoculadas
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em meio de cultivo WPM, suplementado com 0,2 pMBa®, 0,09 M de
sacarose, 0,4 g”Lde PVP, gelificado com 7 g'lde agar. Os explantes
foram mantidos em sala de crescimento sob irraidide 36pmol m?s™
com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25°€.2As variaveis
avaliadas, ap6s 30 dias de cultivo, foram: porgamade sobrevivéncia e

porcentagem de formacao de brotacdes.

2.3Droplet vitrification

Gemas laterais (1 nfinforam pré-cultivas em meio de cultivo WPM
acrescido com 0,3 M de sacarose combinada com Qd& krolina por 24
horas na auséncia de luz. Em seguida, foram tsataden solucdo de
carregamento (0,4 M de sacarose + 2 M de glicem{20 minutos antes da
imersdo em PVS2P(ant Vitrification Solutioh (3,26 M de glicerol + 2,42
M de etilenoglicol + 1,9 M de dimetilsuféxido (DM3$G+ 0,4 M de
sacarose), a 0 °C, por diferentes periodos (B@,%0 e 120 minutos). Apos
o tratamento em PVS2, os explantes foram dispastosiras de papel de
aluminio (0,5 x 2,0 cm), contendo uma gota de P\&Bfs da imersao em
NL, onde permaneceram por 30 minutos. ApOs esséduer foram
reaquecidos por 15 minutos em uma solugédo de degaanento composta
de 0,4 M de sacarose a 25 °C. Todas as solucd@en ftissolvidas em meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), tiveram o pH ajustasin 5,8 e foram
filtro-esterilizadas.

Apébs o reaguecimento, as gemas laterais foranuiadas em meio
de regeneracao de gemas. Os explantes foram nmamkdescuro por uma
semana e, em seguida, transferidos para um fotojpede 16 horas de luz,
sob irradiancia de 3fmol m?* e temperatura de 25 + 2 °C. As variaveis
avaliadas, ap6s 30 dias de cultivo, foram: porgamade sobrevivéncia e

porcentagem de formacao de brotos.
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2.4 Encapsulamento de gemas laterais

Gemas laterais (1 nfinforam imersas em meio de cultivo WPM,
acrescido com 0,09 M de sacarose, 0,4'gde PVP e alginato 2,5%
(SIGMA®). Em seguida, os explantes foram resgatados @hdilinente e
gotejados em solucdo de cloreto de célcio (100 méijjual permaneceram
por 20 minutos, caracterizando a fase de complexakd capsulas foram
imersas em agua destilada autoclavada por tréss veae retirada do
excesso de cloreto de célcio. Posteriormente, fonaensas em solucdo de
nitrato de potéassio (100 mM) para a descomplexagid5 minutos antes
da inoculacdo em meio de regeneracdo de gemasidedes encapsulaveis
foram mantidas em sala de crescimento com fotogerd® 16 horas, sob
irradiancia de 36umol ni’s® e temperatura de 25 + 2 °C. As variaveis
avaliadas, ap6s 30 dias de cultivo, foram: porgemtade regeneracdo de
gemas encapsuladas, comprimento de brotacdes (whmero de folhas por

brotacéo.

2.5 Encapsulamento-desidratacéo

Apbs o encapsulamento, foi testado o meio de pitd«c. Capsulas
contendo as gemas laterais foram incubadas em M&dA liquido,
acrescido com diferentes concentracdes de sacéie0,75 e 1,0 M) e
suplementado com 1 M de glicerol por diferentesptesr(24 e 48 horas) sob
constante agitacdo a 150 rpm. Apds o periodo deultigo, as capsulas
foram imersas em solu¢cdo de nitrato de potassi® (M) para a
descomplexacédo por 15 minutos. Em seguida, foracuiadas em meio de
regeneragcdo de gemas e mantidas em sala de cresxiocoen fotoperiodo
de 16 horas sob irradiancia de @®ol m’s’ e temperatura de 25 + 2 °C.
Ap6s 30 dias de cultivim vitro, foi avaliada a porcentagem de sobrevivéncia

das gemas encapsuladas.
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Determinado qual o tempo de pré-cultivo e quabrcentracéo de
sacarose, as capsulas foram submetidas a doisdpnesgos diferentes de
desidratacdo: em camara de fluxo laminar e emasgial. Em ambos os
procedimentos, as capsulas foram depositadas erasctipo Gerbox, as
quais foram abertas no fluxo laminar com duas &t papel germitest ou
fechadas com 80 g de silica gel, por diferentefges (0, 1, 2 e 3 horas).
Apés a desidratacdo, as cipsulas foram descomplexamh solucdo de
nitrato de potassio (100 mM) por 15 minutos e pamtmente foram
inoculadas em meio WPM suplementado com 0,2 uM A, ®,09 M de
sacarose, 3,6 uM de PVP, gelificado com 7'gle agar. As capsulas foram
mantidas em sala de crescimento com fotoperiodol@ehoras sob
irradiancia de 36umol m’s' e temperatura de 25 + 2 °C. A variavel
avaliada, ap6s 30 dias de cultivo, foi a porcemtagle regeneracdo das

gemas encapsuladas.

2.6 Encapsulamento-vitrificacdo

Gemas laterais encapsuladas foram pré-cultivadgasmeio de
cultivo WPM liquido acrescido de 0,75 M de sacarged constante
agitacdo a 150 rpm por 24 horas, com posterioddsicdo em camara de
fluxo laminar por 1 hora. As capsulas foram entatatias com solucéo de
carregamento por 20 minutos antes da imersdo enm2,P¥S) °C, por
diferentes periodos (0, 15, 30, 60 e 120 minutdpps o tratamento em
PVS2, as capsulas foram inseridas em criotubosmé 2 imersas em NL
onde permaneceram por 30 minutos. O reaquecimentoeélizado em
banho-maria a temperatura de 40 °C por trés mingitosm seguida, as
capsulas foram imersas em solu¢do de descarregaraedb °C por 15
minutos. ApOs a criopreservacdo, as capsulas falescomplexadas em
solucdo de nitrato de potassio (100 mM) por 15 tosie inoculadas em
meio pos-cultivo, composto por meio de cultivo WRNplementado com

0,3 M de sacarose por 24 horas na auséncia dePhsteriormente as
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capsulas foram inoculadas em meio WPM suplementado 0,2 uM de
BAP, 0,09 M de sacarose, 0,4 g tle PVP e gelificado com 7 g'lde agar.
Os explantes foram mantidos em sala de crescinoemiofotoperiodo de 16
horas sob irradiancia de 36nol m’s* e temperatura de 25 + 2 °C. As
variaveis avaliadas, apos 30 dias de -cultivo, forgrorcentagem de

sobrevivéncia e porcentagem de formacédo de bratacte

2.7 Estatistica

Foram utilizadas 30 repeticbes por tratamento. dagdos né&o
paramétricos foram submetidos a andlise de vadamtilizando-se o
software estatistico SA% comparando as frequéncias pelo teste exato de
Fischer com probabilidade de 5%. Ja& os dados p#iec® foram
submetidos a analise de variancia utilizando-sesofiware estatistico
SISVAR® (FERREIRA, 2011), comparando as frequéncias pebtetde
Skott-knott com probabilidade de 5%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Regeneracdo de gemas laterais

As gemas laterais inoculadas em meio de cultivo W&k scido
com 0,2 uM de BAP apresentaram as maiores porcamgade regeneragao
(89,7%) (Figura 1A). Ja as gemas laterais inocglaa meio de cultivo
WPM acrescido de GAisoladamente ou em combinacdo com BAP
apresentaram as menores porcentagens de regeneragao posterior

oxidacao dos explantes (Figura 1B e 1C).
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FIGURA 1 Porcentagem de regeneracdo de gemasisatiramangabeira
em meio de cultivo WPM suplementado com diferentes
concentracdes de BAP (0,0; 0,2; 0,8 e M (A), GA3 (0,0;
0,2; 0,8 e 1,uM) (B) e GA;(0,0; 0,2; 0,8 e 1,6iM) combinado
com 0,25uM de BAP (C), aos 30 dias de cultiwo vitro. As
barras nos gréficos representam o erro padrdo dhamée
acordo com o teste exato de Fisher, com 5% de Ipitmizale.

As gemas laterais inoculadas em meio de cultipbestentado com
0,2 uM de BAP regeneraram 30 dias ap0s a inoculac@s brotacfes
advindas desse tratamento apresentaram, visualmaater vigor, folhas

mais verdes e maior padrdo de uniformidade (Figax&2B, 2C e 2D).
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FIGURA 2 Aspecto visual de gemas laterais cultiga€lam meio de cultivo
WPM suplementado com 0,2 uM de BAP, aos 7 diauttiva
in vitro (A), 15 dias de cultivan vitro, evidenciando calos na
base do explante (seta) (B), 22 dias de -cullivovitro,
evidenciando calos na base do explante (seta) €05 0 dias
de cultivoin vitro (D). Barra= 0,5 cm.

Corroborando com os resultados obtidos neste @stual qual a
utilizacdo de BAP usado isoladamente no meio dévoubbteve efeitos
benéficos na regeneracdo de gemas laterais de bearagaalguns trabalhos
também demostram o efeito positivo da utilizaca8AR promovendo altas
taxas de regeneracdo de diferentes espécies. &ntrda macieira,
inoculados em meio de cultivo suplementado 1,0 thglé. BAP, obtiveram
as maiores taxas de regeneracdo (SCHUCH et aR).2Para a regeneracao
e crescimento de brotos de abacaxi, 2 Mglé BAP no meio MS promoveu
as melhores respostasvitro (ADEL; ROSNA, 2011).

Embora as citocininas sejam um dos reguladoresrescimento
mais utilizados na micropropagagdo, outros reguéslopodem ter
participagdo importante em diversas etapas do gsocéleste estudo, 0 GA
foi utilizado conjuntamente com BAP, visando auraerat porcentagem de
regeneracdo de gemas laterais, mas nao foram sbtdaltados positivos
com esta combinacao, resultando em inibicdo daionesito das gemas. Em

contrapartida, Dias et al., (2009), trabalhando casbacaxizeiro do cerrado
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(A. comosusvar. ananassoidgs observaram que em explantes nodais a
interacdo entre 1,0 mg'Lde BAP e 0,5 mg L de GA proporcionou maior
namero de brotacdes, superando os tratamentos eméagufoi utilizado o

acido giberélico.

3.2 Pré-cultivo de gemas laterais

O pré-cultivo de gemas laterais em meio de culWi®M contendo
0,1 M de prolina por 24 horas, aumentou significatiente a porcentagem
de sobrevivéncia dos explantes (83,33%) (Figura &) porcentagem de

regeneracao de brotacdes (93,33%) (Figura 3B).

A
100 -
90 A a
80
— 70 4
®
= 60 a
(5]
&
g 50 1
>
E4o—
Q
Y30 A b a
20 4 a
: Ijb i
04 T T




77

B
a

100 -+

90

80 - a
a-—g-?O*
= 60 -
(5]
t%so_
T 401
Cﬂao,

20

b a
10 1 b b b
o | b
0 0,1 0,2 0,3

Prolina {M)

m24 m48

FIGURA 3 Porcentagem de sobrevivéncia de gemasalatde mangabeira
pré-cultivadas em meio de cultivo WPM suplementadm
diferentes concentra¢cbes de prolina (0,0; 0,1;,e0(3 M) por
diferentes tempos (24 e 48 horas) (A) e porcentagiem
regeneracdo de brotacdes de mangabeira pré-coisivad meio
de cultivo WPM suplementado com diferentes coneeibgs de
prolina (0,0; 0,1; 0,2 e 0,3 M) por diferentes tes\§24 e 48
horas). Médias seguidas pela mesma letra dentrcadia
concentracao de prolina ndo diferem entre si dedaccom o
teste de Scott-Knott £0,05).

O meio de pré-cultivo é acrescido de alta conaeétr de sacarose
(0,3 M), o que ajuda a promover a reducdo do codotede agua dos
explantes por desidratacdo (efeito osmoético) redlaziassim o ponto de
congelamento da agua presente nos tecidos e tenagahtada como uma
das causas das altas taxas de sobrevivéncia diamtespapds imersao em
NL (PANIS et al., 1996; CARPENTIER et al., 2010).

Para obtengcdo de resultados satisfatérios aposooegso de
criopreservacdo, a crioprotecdo e maxima estatéizadas membranas
celulares devem ser induzidas através da aplicatgiocrioprotetores
(CAROLSFELD, 2003). A adicao de solutos organicasno a prolina ao
meio de pré-cultivo, pode atuar também desempewohaxse papel,
protegendo membranas celulares e enzimas contras dareversiveis

causados pelo processo de criopreservacédo (UBR2RI2).
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Os resultados satisfatorios obtidos nesse estodmeio contendo
0,1 M de prolina foram semelhantes aos observanogemmas laterais de
videira Vitis vinifera L. cv Portan) cultivadas em meio de pré-cultivo MS
acrescido de 50 uM de prolina, também foi avaliadaior taxa de
sobrevivéncia (MARKOW et al., 2013).

3.3Droplet vitrification

A criopreservacao de gemas laterais foi obtida saoesso quando
se utilizou a PVS2 por 15 minutos antes da imees@d\L, com 78% de
sobrevivéncia (Figura 4A) e 84% de formacgao dedgiss (Figura 4B).

Enquanto que as gemas tratadas por 30 minutos ei®2 PV
apresentaram uma reducdo na sobrevivéncia, sereriposformacédo de
brotagbes, o que pode ser explicado pela toxidadd>\dS2 em gemas

laterais apds 15 minutos de exposicao.
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FIGURA 4 Porcentagem de sobrevivéncia de gemasaiate@xpostas a
solucao crioprotetora PVS2 por diferentes perid@od5, 30,
60 e 120 minutos) antes da imersdo em NL (A). Eqrdagem
de formacdo de brotos em gemas laterais expossadugdo
crioprotetora PVS2 por diferentes periodos (0,305,60 e 120
minutos) antes da imersdo em NL (B). As barrasgréficos
representam o erro padrao da média de acordo testeoexato
de Fisher, com 5% de probabilidade.

As gemas laterais, submetidas a 15 minutos de Rd/$asterior

imersdo em NL, apresentaram formacgéo de parte aésed0 dias de cultivo

)

in vitro (Figura 5).

FIGURA 5 Aspecto visual de gemas laterais de magigakem meio de
cultivo WPM, apés 15 minutos de exposicdo a solucao
crioprotetora PVS2 e imersao em NL pela técnitraplet
vitrification. Aos 2 dias apds o cultivo em meio de regeneracao
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in vitro (A) e aos 30 dias apos o cultivo em meio de regede
in vitro (B). Barra =1 cm.

A imersdo dos explantes na solugdo crioprotetar&2Ppor 15
minutos promoveu a desidrata¢cdo e osmoprotecab adeeélulas expostas
ao NL, prevenindo-as de danos irreversiveis nas bremas, devido aos
efeitos da cristalizacdo (MAZUR, 1984; SURANTHRAN &., 2012). O
uso da PVS2 permite ndo apenas a desidratacaoiciedsgara evitar a
cristalizacdo da &gua, mas também promove efeigyatvos de
crioprotecdo e de reducdo na mobilidade de molgécplarmitindo que as
células vitrifiguem durante a imersdo no NL (VOLMKALTERS, 2006).

Resultados semelhantes foram observados por &ihal., 2013,
comByrsonima intermediagspécie medicinal do cerrado, em que a imerséo
durante 15 minutos a solucao crioprotetora PVSfesada utilizacdo da
técnicadroplet vitrification para apices caulinares, proporcionou a maior
taxa de sobrevivéncia (100%). Em gemas lateraisddéra (Vitis viniferal.
cv Portan), a imersdo dos explantes em solucaprotatora PVS2 por 15
minutos, também propiciou maior taxa de sobrevigiiRARKOVIC et
al., 2013).

3.4 Encapsulamento de gemas laterais

Elevadas taxas de sobrevivéncia de gemas laferaim observadas
em meio de cultivo WPM suplementado com g\2de BAP (86%) (Figura
6A), comprimento médio das brotacbes de 7,4 cmu(BigB) e numero
médio de folhas de 8,5 (Figura 6C). A regeneragitoago do tempo das

gemas laterais encapsuladas esta ilustrada naaFigur
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FIGURA 6 Porcentagem de regeneracao de gemasisagdjacomprimento
médio (cm) das brotacdes (B) e numero médio deasolnas
brotacdes obtidas de gemas laterais encapsuladasagtia de

alginato suplementada com a presenca ou ausén8amR€0,2
pHM) (C) aos 30 dias de cultivia vitro. As barras nos gréficos

BAP (M)
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representam o erro padrdo da média, de acordo desteoexato
de Fisher, com 5% de probabilidade.

FIGURA 7 Aspecto visual da regeneracdo de gemasalatencapsuladas
em matriz de alginato suplementada com 0,2 uM de.B¥os 7
dias ap6s o cultivan vitro, evidenciando o rompimento da
capsula e crescimento inicial das gemas (seta)a@ds,15 dias
apos o cultivain vitro (B), aos 30 dias apo6s o cultivo vitro
evidenciando a formacao de parte aérea (setay@sS)37 dias
apos o cultivan vitro (D), aos 45 dias apés o cultivio vitro,
evidenciando o desenvolvimento nodal (seta) (E$, % dias
apos o cultivain vitro (F), aos 60 dias apés o cultivo vitro,
evidenciando a formacdo de brotacdes (seta) (&sera dias
apos o cultivan vitro (H). Barra = 0,5 cm

Os resultados positivos na regeneracdo de gemaaifat
encapsuladas servem de base para protocolos dervagoin vitro que
envolvam o uso de unidades encapsulaveis, como capsalamento-
desidratacao e o encapsulamento-vitrificacéo (RAl.e2009).

Em estudos anteriores com mangabeira, foram oddasv em
segmentos caulinares encapsulados elevadas taxagateeracdo em meio
de cultivo WPM contendo metade da concentracaaideessuplementado
com 8,87 uM BAP (NOGUEIRA, 2010). Resultados seimatibs foram
registrados por Santos (2013) utilizando &picedirames de mangabeira
encapsulados, apresentando elevadas taxas denagEn€r4%), porém nao
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foram observadas diferencas significativas nasratifes constituicdes de
capsulas e meio de cultivo.

A utilizacdo do encapsulamento tem sido eficiguatea outros tipos
de explantes e outras espécies, como em embrigegisos encapsulados
de Swertia chirayita com adicdo de BAP na matriz de alginato, com thxa
84% de regeneracdo (KUMAR; CHANDRA, 2014), evidenco os

aspectos promissores da técnica em cultura deotecid

3.5 Encapsulamento-desidrata¢ao

ApGs o pré-cultivo das capsulas em meio WPM liguicbm
diferentes concentragbes de sacarose por diferpetésdos de tempo, a
maior porcentagem de regeneracédo foi obtida nantto com 0,75 M de
sacarose apos 24 horas de pré-cultivo (Figura &).gdmas laterais

romperam a capsula e apresentaram formacgéo deagae® (Figura 9).
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FIGURA 8 Porcentagem de regeneracdo de gemasisatgr@aapsuladas em
matriz de alginato, submetidas a tratamentos deut&o em
meio de cultivo WPM liquido suplementado com difees
concentracoes de sacarose (0,3; 0,75 e 1,0 M) iperentes
tempos (24 e 48 horas). Médias seguidas pela médsima
dentro de cada concentracdo de prolina ndo difer@ne si de
acordo com o teste de Scott-Knot&QF05).



84

FIGURA 9 Aspecto visual da gema lateral de mangabancapsula e pré-
cultivada em meio WPM liquido suplementado com QW78e
sacarose combinado com 1,0 M de glicerol por 24ashor
Evidenciando o rompimento da capsula (seta) 10 alEs o
cultivo in vitro. Barra = 1cm.

A desidratacéo das cépsulas apresentou diferengéicativa entre
os tratamentos em silica gel ou em camara de flawonar com maior
porcentagem de sobrevivéncia (78%) em explantesséop a desidratacao
em camara de fluxo laminar por 1 hora, cujas cagsapresentaram 34% de

teor de agua (Tabela 1).

TABELA 1 Porcentagem de teor de &agua e regeneragfainidades
encapsulaveis de mangabeira, submetidas a secagesiliea gel ou em
camara de fluxo laminar por diferentes tempos.

Tempo (h) Teor de 4gua (%) Regeneracéao (%)
Fluxo Silica Fluxo Silica
Controle 99,7 99,4 85,0aA 82,0aA
1 34,0 33,9 78,0bA 69,0bB
2 23,5 9,5 16,5cA 0,0cB
3 11,8 8,4 0,0dA 0,0cA

* Médias seguidas de mesma letra minascula na as@umaiuscula na linha
nao diferem entre si, pelo teste de Scott- Kndifade significancia.
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Entre as técnicas de pré-tratamento j& descritasa pa
criopreservagdo de tecidos vegetais, 0 encapsutardenidratagao
apresenta diversas vantagens, como facil manuse® ekplantes e
armazenamento de grande quantidade de tecidosisfrlg&LO, 2008).
Portanto, protocolos de desidratacdo sdo necessfdma realizar a
diminuicdo do conteddo de &gua do material vegewhdo possivel o
congelamento dos tecidos com menores riscos desimjéausadas durante o
processo de criopreservacao, através da expansigudaao congelar-se e a
formacédo de cristais de gelo extra e intracel&@RTUCCI e FERRANT,
1995).

Assim, a desidratacdo atua amenizando a0 maxirsas estapas
criticas e é um dos pontos cruciais para o suagssoiopreservacao, sendo
o teor de agua ideal a este processo de aproxinesd@n20-30% do
contetdo de agua total (VERTUCCI e FARRANT, 1998;V& et al.,
2014). Entretanto, quando a 4gua é removida datsgbs solutos tornam-
se mais concentrados, possivelmente aumentanda de¢aeacbes quimicas
destrutivas. Alguns solutos podem cristalizar-sedamdo o potencial ibnico
e 0 pH da solugéo intracelular, alterando assitats metabdlico da célula
(KRAMER e BOYER, 1995; ROCKWELL et al., 2014).

O teor de 4gua das céapsulas (34%), que obteveiases taxas de
regeneracdo, esta entre os niveis adequados @aliils das capsulas para
posterior criopreservacao. Resultados semelhamtesnf observados em
apices caulinares de Rabdosia rubescens encapswdapi@-cultivados em
alta concentracdo de sacarose (0,4 M) combinadazdmde glicerol e
desidratados por 1 hora em silica gel, atingindid 2 contelddo de agua,
sendo a taxa de regeneracdo das capsulas de 85AJ(/BONG, 2012).

Sendo assim, o sucesso de um protocolo de crapegsio depende
da desidratacdo para um teor de agua que seja basxdiciente, para evitar
a formacao de gelo intracelular, mas ndo tao rddugile cause injuria por
desidratacdo (ROCKWELL et al., 2014).
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3.6 Encapsulamento-vitrificacdo

A criopreservacdo de gemas laterais encapsuladasbfida com
sucesso, quando se utilizou a PVS2 por 15 minutes ala imersdo em NL,
apresentando média geral de 67% de sobrevivénigaré10A) e 89% de

formacédo de brotos (Figura 10B).
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FIGURA 10 Porcentagem de sobrevivéncia de gemesalatencapsuladas e
expostas por diferentes periodos a solucdo criejomet PVS2
(0, 15, 30, 60 e 120 minutos) antes da imersdo enfA) e a
porcentagem de formacdo de brotacdes a partir deage
laterais encapsuladas e expostas por diferenteedper a
solucédo crioprotetora PVS2 (0, 15, 30, 60 e 12Qutog) antes
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da imersdo em NL (B), aos 30 dias de cultiveitro. As barras
nos gréaficos representam o erro padrédo da médiaateo com
o0 teste exato de Fisher, com 5% de probabilidade.

Sabendo-se que os principais fatores limitantesrificacdo sdo o
estresse osmético e a toxicidade quimica do crieg regular a
concentracdo de crioprotetor antes da imersédo>giiargdes em NL pode ser
uma ferramenta importante para aumentar a sobreiav@pos as técnicas
de criopreservacéo (PAPADOPOULOS et al., 2002; CRSEt al., 2011).

Quinze minutos de exposicdo a PVS2 propiciou ooi@gao aos
explantes encapsulados, ndo interferindo na coggmsias capsulas. A
partir de 30 minutos de imersédo na PVS2, as caps$iaiaram com aspecto
gelatinoso, sofrendo ruptura, sendo a provavel ecals insucesso da
regeneracao.

Em estudos recentes, gemas laterais de mang&beipaeservadas
pela técnica encapsulamento-vitrificacdo ndo oldivesucesso na retomada
do crescimento, com o ajuste da PVS2, utilizanddM&O a 5% e sacarose
0,5 M por 15 minutos, imersas em NL e reaquecidastemperatura
ambiente, esse insucesso pode ser devido a dindig concentracdo dos
crioprotetores e 0 posterior reaguecimento em testyr@ ambiente,
contribuindo para a formacgéo de gelo intracell B&RTOR et al., 2012).

Em contrapartida, varios trabalhos tém demosteddiciéncia da
técnica encapsulamento-vitrificacdo (SAKAI;, ENGELMA 2007). O
encapsulamento-vitrificacdo de meristemas apicaid amareira Fhoenix
dactylifera L.) cv. Khenizi, em PVS2 por 15 minutos e postenente
imersas em NL, garantiu uma maior sobrevivénciaegemeracdo dos
explantes (40%) (BOUAZIZ et al., 2013), mostrande @ concentragéo e
tempo de exposicdo aos crioprotetores foi eficaa peoteger os explantes

encapsulados.
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CONCLUSAO

A utilizacdo do meio de cultivo WPM suplementadond),2uM de
BAP promove as melhores taxas de regeneracdo desgéterais em
mangabeira.

O pré-cultivo de gemas laterais em meio de culthtiPM
suplementado com 0,1 M de prolina por 24 horas peraitas taxas de
sobrevivéncia apds a aplicacdo da técdicglet vitrification

O pré-cultivo de gemas laterais encapsuladas ein dee cultivo
WPM liquido com 0,75 M de sacarose combinada cdmMde glicerol,
por 24 horas combinada com a desidratacdo dasladpson camara de
fluxo laminar por 1 hora, possibilita as maioresatade sobrevivéncia dos
explantes cultivados.

A técnica de encapsulamento-vitrificacdo de genasrdis de
mangabeira, utilizando-se PVS2 por 15 minutos, gn@pna elevadas taxas

de sobrevivéncia apés a criopreservacao.
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