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RESUMO

Mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) espécie frutifera nativa do Brasil possui potencial
econdmico para exploragéo de farmacos ou producéo de frutos. Entretanto, a espécie apresenta
baixa taxa de germinacéo e sementes recalcitrantes. Neste contexto, o objetivo deste trabalho
foi testar o efeito da prolina em modificar a etapa de pré-cultivo de gemas laterais antes da
criopreservacao. As gemas foram extraidas de brotac6es de mangabeira cultivadas in vitro e
pré-cultivadas em meio de cultivo WPM acrescido com 0,3 M de sacarose combinado com
diferentes concentracdes de prolina (0,0; 0,1, 0,2 e 0,3 M) e por diferentes tempos (24 e 48
horas). Apos o pré-cultivo, as gemas foram tratadas com PVS2 a 0 °C por 15 minutos e
criopreservadas por droplet vitrification. ApOs a criopreservacdo, as amostras foram
reaquecidas e as gemas cultivadas em meio WPM contendo 0,2 uM de BAP em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16h. Apds 30 dias de cultivo foram avaliados a
sobrevivéncia e aregeneracéo de brotos pelo teste de Skott-knott (P< 0,05). O pré-cultivo em
0,3 M de sacarose + 0,1 M de prolina por 24 horas promoveu um significativo aumento
na porcentagem de sobrevivéncia (83,3%) e regeneracao de brotacdes (93,3%).

Descritores: Hancornia sp., Conservacdo em longo prazo, Droplet vitrification, Soluto
compativel.

CRYOPRESERVATION OF MANGABEIRA AXILLARY: THE HOLE OF
PROLINE

ABSTRACT

Mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) fruit species native of Brazil has economic potential
for exploitation of drugs or fruit production. However, the species has a low germination rate and
recalcitrant seeds. In this context, the objective of this study was to test the effect of proline
modify the step of pre-cultivation of lateral gems before cryopreservation. The gems were
extracted from shoots grown in vitro mangabeira and pre-grown in WPM culture medium
supplemented with 0.3 M sucrose combined with different concentrations of proline (0.0, 0.1, 0.2
and 0.3 M) and for different times (24 and 48 hours). After the pre-cultivation the shoots were
treated with PVS2 at 0 °C for 15 minutes and cryopreserved by vitrification droplet. After
cryopreservation, the samples were reheated and gems cultivated in WPM containing 0.2
UM BAP in a growth chamber with a 16h photoperiod. After 30 days of culture were
evaluated survival and regeneration of shoots by Skott-Knott test (p < 0.05). The preculture in 0.3
M sucrose + 0.1 M proline for 24 hours caused a significant increase in the percentage of survival
(83.3%) and regeneration of shoots (93.3%).

Keywords: Hancornia sp., Conservation in the long term, Droplet vitrification, Soluto compatible.
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INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), frutifera da familia Apocynaceae, é
uma espécie nativa do Brasil e pode ser encontrada em varias regidées do pais, desde o
Amapa até o estado de S&o Paulo (1). Seus frutos possuem aroma e sabor
agradaveis, e sao utilizados na producdo de xaropes, sucos, doces, sorvetes e
compotas (2). E uma fruta rica em ferro e fonte de vitamina C, o que lhe garante uma
posicao de destaque entre os alimentos funcionais (3). Além disso, a espécie apresenta
propriedades medicinais com constituintes de potencial anti-hipertensivo e
guimiopreventivo para o cancer (4). Entretanto, a espécie é alvo de extrativismo
predatério o que diminui sua ocorréncia natural em areas nativas, além da quantidade
de frutos para consumo humano. Outro fator importante € a baixa porcentagem de
germinagdo das sementes, devido a producdo de compostos fendlicos na polpa que
antagonizam o efeito de auxinas, giberelinas e citocininas (5), além da recalcitrancia de
suas sementes, inviabilizando o armazenamento convencional (6-8).

A conservacao de germoplasma in situ ou ex-situ sdo muito utilizadas para evitar
o risco de extin¢ao de espécies vegetais além de permitir que varios genétipos estejam
disponiveis para utilizacdo futura (9). Na conservacdo ex situ podemos citar a
criopreservacao de estruturas reprodutivas, como embriées e meristemas em nitrogénio
liquido (NL) (10). Nessas condi¢bes, também conhecidas como conservacao em longo
prazo, ocorre a garantia da viabilidade do material biolégico sem que esse sofra
modificagbes ou alteracdes genéticas por um periodo indeterminado (11). Existem
diferentes técnicas de criopreservacao e a escolha entre alguma delas é dependente da
espécie e do explante a ser criopreservado (15). Uma das técnicas de criopreservagao
desenvolvida recentemente € a droplet vitrification, que consiste no pré-tratamento
dos explantes com solucdo de vitrificacdo antes que eles sejam dispostos em tiras de
papel aluminio com uma gota de Plant Vitrification Solution2 (PVS2) e entéo imersos
em NL (11). Este procedimento permite taxas de resfriamento ultra-rapidas, diminuindo
a formacdo de cristais de gelo, prejudiciais a célula (16).

Cuidados nas etapas iniciais durante o processo de criopreservacdo, também
Sao essenciais para garantir o sucesso da técnica, como a adicdo de crioprotetores no
meio de pré-cultivo e a definicdo do tempo de exposicdo do explante as solugdes
crioprotetoras, chamado tempo de equilibrio, devem ser testados previamente para
cada espécie e tipo de explante, garantindo assim a penetracdo do crioprotetor
e posterior protecéo celular. Juntamente com a escolha do melhor meio de regeneracéo

dos explantes ap6s passarem pelo NL (17).
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A prolina é um amino&cido que se acumula naturalmente nas células e 6rgéos
de plantas em resposta a estresses abiéticos, como limitacdo de agua, modificacdo do
potencial redox e estresses provocados pelo frio. Pode ser adicionada em alguns
protocolos de criopreservacdo, nas solucdes crioprotetoras ou utilizada na fase de
précultivo dos explantes. O objetivo da adi¢do deste soluto compativel € o de maximizar
a sobrevivéncia dos explantes criopreservados (18). Além disso, a prolina também tém
efeito antioxidante, ajudando a combater espécies reativas de oxigénio (EROS)
que geralmente surgem apos a desidratacdo celular (19).

Desse modo, as técnicas de criopreservacao quando aplicadas de forma correta,
se tornam uma ferramenta promissora para 0 sucesso da criacdo de bancos de
germoplasma, em que o0 material vegetal criopreservado estard prontamente
disponivel para ser regenerado (20). Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
estudar o pré-cultivo de gemas laterais de mangabeira em altas concentracdes

de prolina.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas do setor
de Fisiologia Vegetal, do Departamento de Biologia, da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), em Lavras, Minas Gerais.

Material vegetal

Como fonte de gemas laterais foram utilizadas brotacbes de mangabeira,
previamente multiplicadas in vitro em meio de cultivo Wood Plant Medium (WPM) (21),
Suplementado com 8,87 uM de 6-benzilaminopurina (BAP), 0,09 M de sacarose, 7 gL*
de agar e pH de 5,8 (2).

Pré-cultivo de gemas laterais

Gemas laterais com aproximadamente 1 mm? foram pré-cultivadas em meio de
cultivo WPM acrescido com 0,3 M de sacarose combinado com diferentes
concentracdes de prolina (0,0; 0,1; 0,2 e 0,3 M) por diferentes tempos (24 e 48 horas)
na auséncia de luz. Apdés o pré-cultivo, as gemas transferidas para o0 meio de cultivo
WPM, suplementado com 0,2 uM de BAP, 0,09 M de sacarose, 0,4 g L*de
PVP, gelificado com 7 g L™* de 4gar e pH de 5,8. Os explantes foram mantidos em sala

de crescimento sob irradiancia de 36 pmol m?s'com fotoperiodo de 16 horas e
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temperatura de 25 + 2 °C. As variaveis avaliadas apés 30 dias de cultivo foram
porcentagem de sobrevivéncia e porcentagem de formacéo de brotacoes.

Estatistica

Foram utilizadas 30 repeti¢bes por tratamento e os dados foram submetidos a
andlise de variancia utilizando-se o software estatistico SISVAR® (22), comparando as
frequéncias pelo teste de Skott-Knott com probabilidade de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito da prolina no pré-cultivo de gemas

Houve efeito significativo para a interagdo da concentragdo de prolina e tempo.
O pré-cultivo de gemas laterais em meio de cultivo WPM contendo 0,1 M de prolina por
24 horas aumentou em aproximadamente 30% a sobrevivéncia dos explantes
guando comparado com o tratamento controle, apresentando 83,3% de sobrevivéncia
(Figura 1A) e aumentou em aproximadamente 20% a porcentagem de regeneracao de
brotacbes quando comparado com o tratamento controle, apresentando 93,3% de
formacao de brotagdes (Figura 1B). Porém, a interacdo de 0,2 e 0,3 M de prolina com
o tempo diminui significativamente a porcentagem de sobrevivéncia dos explantes
apos a criopreservacao. A morte celular apés o processo de criopreservagao pode ser
causada por numerosos fatores em vez de um Unico mecanismo (30). Neste estudo,
pode ter ocorrido uma alta concentracdo de solutos no citoplasma a niveis téxicos,

causando a desnaturacao de &cidos nucleicos e membranas (31).
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Figura 1 - Porcentagem de sobrevivéncia (A) e de regeneracdo (B) de gemas laterais de
mangabeira pré-cultivadas em meio WPM suplementado com diferentes concentracdes de
prolina (0,0; 0,1; 0,2 e 0,3 M) por diferentes tempos (24 e 48 horas). Médias seguidas pela
mesma letra dentro de cada concentracdo de prolina nao diferem entre si de acordo com o
teste de Scott-Knott (P<0,05).

Apo6s 30 dias da inoculacdo foi possivel observar a regeneracdo das gemas
laterais onde a utilizacdo de 0,1 M de prolina também permitiu a obtencdo de
brotac6es com emissédo de folhas verdes e mais uniformes (Figura 2B). Também pode
ser observado que a formacao de calos na base das gemas no tratamento de 0,1 M de

prolina por 24 horas foi menor que nos outros tratamentos (Figura 2A, 2C e 2D).
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Figura 2 - Aspecto visual de gemas laterais aos 30 dias de cultivo in vitro em meio WPM
suplementado com 0,2 uM de BAP, apés o pré-cultivo na auséncia de prolina (A); 0,1 M prolina,
evidenciando a parte aérea (seta) (B); 0,2 M prolina (C); e 0,3 M prolina (D). Barra= 0,5 cm.

O meio de pré-cultivo é acrescido de alta concentracdo de sacarose (0,3 M), o
que promove a reducao do conteudo de agua dos explantes por desidratacédo (efeito
osmaGtico). Assim, para obtencdo de resultados satisfatorios ap6s o processo de
criopreservagdo, a crioprotecdo e maxima estabilizacdo das membranas celulares
devem ser induzidas através da aplicagcdo de crioprotetores (25). A adicdo de solutos
organicos como a prolina ao meio de pré-cultivo pode atuar também desempenhando
esse papel, protegendo membranas celulares e enzimas contra danos irreversiveis
causados pelo processo de criopreservagao (26). Ajudando a manter a estrutura celular
intacta, o que Ihes permitirA retornar as suas atividades normais ap6s o
descongelamento (23, 24, 30).

O impacto do pré-cultivo no metabolismo de explantes criopreservados foi
estudado em meristemas de banana por meio de eletroforese em gel 2-D (24). Estes
autores demonstraram que o pré-cultivo foi capaz de alterar a expressao de genes que
sdo essenciais para a aquisicdo de tolerancia ao congelamento. Desse modo, o
acumulo de prolina, antes do congelamento de explantes em NL, pode atuar
minimizando os efeitos deletérios do estresse osmético grave e das baixas temperaturas
(28), pois, entre outras coisas, contribui para a estabilizacéo do equilibrio e manutencéo
do potencial redox celular, garantindo a homeostase quando o transporte de elétrons
esta saturado em condi¢cbes adversas (29).

Os resultados obtidos nesse estudo em meio de pré-cultivo contendo 0,1 M de

prolina, foram semelhantes aos observados em gemas laterais de videira (Vitais vinifera
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L. c.v. Portam) cultivadas em meio de pré-cultivo MS (27) acrescido de 50 uM de prolina
(29).

s

Confirmando que a criopreservagdo € uma ferramenta promissora para o
sucesso da criacdo de bancos de germoplasma em que o material vegetal adequado
esta prontamente disponivel para a rapida regeneracao e distribui¢ao.

CONCLUSAO

O pré-cultivo de gemas laterais em meio de cultivo WPM suplementado com 0,1
M de prolina por 24 horas permite altas taxas de sobrevivéncia apds a aplicacdo da

técnica drope vitrification.
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