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RESUMO

Técnicas complementares de conservacdo como a criopreservacdo, representam uma
opcdo segura e econdmica para a conservacdo em longo prazo de germoplasma de
espécies de sementes ndo ortodoxas, como é o caso da mangabeira. O sucesso da
conservacdo do poélen depende de varios fatores, como o estadio fenoldgico da flor, a
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temperatura e umidade relativa do ambiente de armazenamento, assim como o seu proprio
grau de umidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade in vitro do pdlen
desidratado de mangabeira em temperatura ambiente e a conservagdo em temperaturas
baixas. As inflorescéncias de quatro acessos foram coletadas do Banco de Germoplasma
de Mangaba (acessos CP, GU, IP e PA), localizado no municipio de Itaporanga d’Ajuda,
Sergipe, Brasil. O experimento foi realizado no laboratério de Cultura de Tecidos de
Plantas da Embrapa Tabuleiros Costeiros. As inflorescéncias em pré-antese foram
coletadas e, em laboratério, abertas cortando-se a parte do receptaculo até o pedicelo. Os
gréos de pélen foram retirados das anteras com auxilio de um bisturi e pinca e inoculados
em placas de Petri com meio de cultura de Lora, mantidos em temperatura ambiente por
0, 24, 48 e 72 horas. Para estudos de conservacao foram colocados em criotubos para e
armazenados no ultrafreezer (-20 °C e -80 °C), freezer (-4 °C) e nitrogénio liquido (-196
°C). Os dados da viabilidade do polen dos ensaios foram submetidos a analise da variancia
pelo teste F a 5% de significancia. Para os fatores qualitativos (acesso e condicdes de
armazenamento) as médias foram comparadas pelo teste de Tukey 5% de probabilidade.
Para os fatores quantitativos (tempo de desidratacdo) foram estimadas equagdes de
regressdo. Os resultados obtidos em relagdo a viabilidade in vitro dos grdos de polen em
temperatura ambiente demonstraram que o0s acessos CP e PA tiveram comportamento
semelhante com as maiores porcentagens de germinacgédo. O acesso CP teve a viabilidade
méaxima de 79,08% no tempo de 24h, a porcentagem do acesso PA foi de 72,12% no
tempo 0. Em relacdo a conservacgdo, as maiores médias de viabilidade por crescimento do
tubo polinico foram observadas no acesso IP, com 53,38% e CP, com 38,34% a - 80 °C
apos 72h de desidratacéo inicial das flores em silica gel.

Palavras-chave: Hancornia speciosa, criopreservacao, tubo polinico.

ABSTRACT

Complementary conservation techniques such as cryopreservation, represent a safe and
economical option for the long-term conservation of germplasm of non-orthodox seed
species, such as in the case of mangabeira. The success of pollen conservation depends
on several factors, such as the phenological stage of the flower, the temperature and
relative humidity of the storage environment, as well as its own level of humidity. The
objective of this work was to evaluate the in vitro viability of dehydrated mangabeira
pollen grain at room temperature and its conservation at low temperatures. The
inflorescences of four accessions collected from the Mangaba Germplasm Bank
(accessions CP, GU, IP and PA), located in the municipality of Itaporanga d'Ajuda,
Sergipe, Brasil. The experiment was carried out in the Plant Tissue Culture Laboratory of
Embrapa Tabuleiros Costeiros. The inflorescences are initially formed in pigtails and, in
the laboratory, open by cutting them apart from the attached receptacle or pedicel. The
pollen grains were removed from the anthers with the help of a scalpel and tweezers and
inoculated in Petri dishes with Lora culture medium, kept at room temperature for 0, 24,
48 and 72 hours. For conservation studies, the tubes are placed in cryotubes for use in
ultrafreezer (-20 °C and -80 °C), freezer (-4 °C) and liquid nitrogen (-196 °C). The data
are given for the viability of the pollen in two tests submitted to the analysis of the
variation by test F at 5% significance. For the qualitative factors (accessions and
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temperatures) the averages compared with the Tukey test 5% probability. For quantitative
factors (dehydration times) were estimated regression equations. The results obtained in
relation to viability in vitro at room temperature demonstrate that the CP and PA
accessions have similar behavior with the highest percentages of germination. The CP
accession has a maximum viability of 79.08% at a time of 24 h, the percentage of PA
access was 72.12% at a time of 0. In relation to conservation, the highest viability means
by pollen tube growth were observed for IP accession, with 53.38% and CP, with 38.34%
at - 80 °C after 72 hours of initial dehydration of the flowers in silica gel.

Keywords: Hancornia speciosa, criopreservation, polinic tube.

1 INTRODUCAO

A Hancornia speciosa é uma espécie frutifera de clima tropical e nativa do Brasil,
sendo seu fruto conhecido popularmente como mangaba. A mangabeira apresenta alto
potencial de uso na industria alimenticia e medicinal. A especie é listada entre as dez
frutiferas nativa com maior potencial de uso imediato no Brasil pelo programa “Plantas
do Futuro”, desenvolvido em parceria Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnoldgico/Banco Mundial/Global Environment Facility/ Ministério do Meio
Ambiente/Projeto de Conservagéo e Uso Sustentavel da Diversidade Biologica Brasileira
(SILVA JUNIOR et al., 2018).

A mangabeira, apesar de ampla distribuicdo por quase todo o territério brasileiro,
vem sofrendo uma dréastica reducdo populacional em funcdo da intensa diminuicdo na
area original dos ecossistemas em que ocorre, principalmente nos Tabuleiros Costeiros e
Baixadas Litoraneas nordestinas, pois sdo regides em que ha intenso processo de
desmatamento. Em decorréncia disso, a conservacao de germoplasma de mangabeira em
campo tem sido realizada institui¢ces de pesquisa e ensino nas regides Norte, Nordeste,
Sudeste e Centro-Oeste. Entretanto, técnicas complementares & conservagcdo em campo
devem ser desenvolvidas, principalmente para espécies recalcitrantes como € o caso da
mangabeira.

O armazenamento de grdos de polen é uma estratégia de conservagdo Util para
programas de melhoramento genético em cruzamentos controlados de plantas com flores
(ASSIS et al., 1993). A vantagem deste tipo de conservacdo é demandar um pegueno
espaco fisico para a manutencao de colecdes (SOUSA-LANG e PINTO JUNIOR, 1997).
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O desenvolvimento de métodos confiaveis para determinar a qualidade funcional do
polen ajuda a monitorar a viabilidade do polen durante 0 armazenamento e inclui estudos
de interacdo do polen com o estigma, otimizacdo de meios de cultura, bem como estudos
de incompatibilidade e fertilidade (SHIVANNA e RANGASWAMY, 1992). A
viabilidade do polen pode ser avaliada pelo uso de corantes, germinag&o in vitro do tubo
polinico; germinacdo in vivo e porcentagem de formacdo efetiva de frutos obtida por
polinizacdo (GALETTA, 1983). A germinacdo in vitro do tubo polinico é eficiente e
oferece resultados rapidos (EINHARDT et al., 2006).

O sucesso da conservagdo do polen depende de vérios fatores, como o estagio
fisiologico da flor, a temperatura e umidade relativa do ambiente de armazenamento,
assim como do grau de umidade do grao de pélen (GIORDANO et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade in vitro do polen desidratado de

mangabeira em temperatura ambiente e a conservacao em temperaturas baixas.

2 MATERIAL E METODOS

As inflorescéncias no estadio de pré-antese de quatro acessos de mangabeira
foram coletadas do Banco de Germoplasma de Mangaba (Tabela 1), localizado no
municipio de Itaporanga d’Ajuda, SE, Brasil e, em seguida, encaminhadas para o
laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju,
SE, Brasil.

Tabela 1: Acessos de mangabeira do BAG Mangaba da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, SE,

Brasil.
Cadigo do acesso Origem
CP — Capod Barra dos Coqueiros, SE
IP — Ipiranguinha Conde, PB
GU — Guaiamum Sirinhaém, PE
PA — Paratibe Jodo Pessoa, PB

Fonte: Autores

Apos a coleta, as flores foram colocadas em caixas com vedagdo juntamente com
silica gel para a desidratacdo dos graos de pdlen, em incubadora bioldgica a 27+ 2 °C por
24 horas.
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As inflorescéncias foram abertas cortando-se a parte do receptaculo até o pedicelo
e 0s grdos de polen foram retirados das anteras com auxilio de um bisturi e pingca. Em
seguida, foram foi inoculados imediatamente em placas de Petri contendo meio de cultura
de Loraetal. (2006), composto por: 200 mg de MgSQO4.7H20; 300 mg de Ca(NO3).4H-0;
100 mg de KNOg; 100 mg de H3BO3 e 40 g de sacarose, com pH ajustado para 5,8. Os
meios de cultura foram mantidos em temperatura ambiente para avaliacdes nos tempos
de 0, 24, 48 e 72 horas.

Os grdos de polen também foram colocados em criotubos para o ensaio de
conservacgéo a baixa temperatura: ultrafreezer (-20 °C e -80 °C), freezer (4 °C) e nitrogénio
liquido (-196 °C). Ap06s 15 dias, os criotubos foram descongelados em banho-maria e, em
seguida, os gréos de pélen foram inoculados em meio de Lora para a avaliacdo da sua
viabilidade.

Para determinacdo da viabilidade por germinacdo in vitro do tubo polinico,
amostras (0,0005 gramas) foram inoculadas em placas de Petri contendo 2 mL do meio
de cultura de Lora etal. (2006). As placas de Petri (80 mm, Labomax Inc.) foram mantidas
em incubadora por 24 horas a temperatura de 27 + 2 °C. As placas de Petri foram
analisadas quanto ao nimero de grdos de polen germinados em microscépio (modelo
DMSL, Leica, Bernsheim, Alemanha) com ampliacéo de 10x com cadmera digital (modelo
Moticam C2300, Motic Instruments, Hong Kong, China). Os grdos de polen foram
considerados germinados quando apresentavam comprimento do tubo polinico duas
vezes maior que o diametro (P10 et al., 2004). Para obtencéo da viabilidade in vitro, foi
utilizada a seguinte formula: Viabilidade in vitro (%) = [(nGmero de grdos de pdlen
germinados/numero total de grdos de pélen) x 100].

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4
X 4 x 4 (quatro acessos X quatro tempos de desidratacdo X quatro temperaturas de
armazenamento) e quatro repeti¢des, composta de uma placa de Petri com quatro campos
de contagem, denominadas de quadrantes.

Os dados da viabilidade do pdlen dos ensaios foram submetidos a analise da
variancia pelo teste F a 5% de significAncia. Para os fatores qualitativos (acesso e

condigdes de armazenamento) as medias foram comparadas pelo teste de Tukey 5% de
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probabilidade. Para os fatores quantitativos (tempo) foram estimadas equagOes de
regressdo. Foi utilizado o programa SISVAR (FERREIRA, 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A germinagdo do tubo polinico in vitro de mangabeira foi facilmente detectada

em microscépio com bom desenvolvimento em temperatura ambiente (Figura 1).

Figura 1: Germinac&o do tubo polinico de graos de pdlen de mangabeira em meio de cultura de Loraem
temperatura ambiente.

(4

Fonte: Autores

Houve diferengas significativas (F <0,05) para 0s acessos e tempos de
desidratacdo em silica gel na viabilidade in vitro a temperatura ambiente e entre os dois
fatores (Tabela 2). Os acessos IP e PA apresentaram no tempo 0 as maiores porcentagens
de germinacao, seguidos do acesso CP (71,30; 72,12 e 65,50%, respectivamente). A partir
de 24 horas de desidratacdo o0 acesso IP teve dréstica reducdo na sua viabilidade
apresentando um comportamento quadratico (Figura 2). Até 48 horas de desidratacdo, 0s
acessos CP e PA mantiveram boa viabilidade (59,43 e 50,94%, respectivamente) com

reducdo apos esse periodo, seguindo um comportamento quadrético.

Tabela 2: Porcentagem da viabilidade in vitro de gréos de pélen de acessos de mangabeira a temperatura
ambiente em fungéo do tempo de desidratacdo.

Tempo de desidrata- Acessos
¢ao (Horas) CP GU 1P PA
0 65,50Bb 42,00Cb 71,30a 72,12Aa
24 79,08Aa 58,83Ba 13,86Ch 63,70Ba
48 59,43Ab 9,80Cc 10,58Ch 50,95Bb
72 6,65Ac 5,27Ac 5,18Ac 3,84Ac
Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey (p>0,05).

Fonte: Autores
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Segundo Souza et al. (2002), valores acima de 70% s&o considerados de alta
viabilidade polinica; de 31 a 69% como intermediario e até 30% como baixa viabilidade
polinica Apos 72h, todos os acessos tiveram viabilidade muito baixa, em fungéo da alta
desidratacdo das inflorescéncias, Foi observada a oxidacéo dos grdos de pélen com a sua
inviabilidade registrada pelas baixas porcentagens de viabilidade in vitro. Conforme
relatos de Passos et al. (2012) a medida que se submete o polen ao tratamento de
desidratagdo, a viabilidade cai drasticamente, comprometendo severamente qualquer
tentativa de conservacao, nestas condi¢des. Provaveis danos a membrana, causados pelo
tratamento de desidratagcdo, podem estar relacionados e esta queda abrupta da viabilidade
com a manutencdo de um teor de umidade considerado ainda relativamente alto.

Santos-Serejo et al. (2012) em estudos com grdos de polen de bananeira,
observaram que a percentagem de germinacdo in vitro reduziu a medida que a umidade
diminuiu, sendo que somente 28,26% dos grdos de pdlen germinaram in vitro apds a
desidratagdo em silica por 60 min, Vale et al. (2009), afirmam que, os grdos de polen de
bacuri, apresentam dificuldade na secagem, devido a presenca de substancia oleosa que
aglomera os grdos numa massa viscosa, dificultando sua secagem e, como consequéncia,
seu armazenamento por periodos mais longos. Este fato pode ser considerado para a
mangabeira que apresenta latex o que dificultar os processos de desidratagdo, bem como
de armazenamento em baixas temperaturas.
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Figura 2: Viabilidade in vitro de graos de polen (%) de acessos de mangabeira em funcdo de diferentes
tempos de desidratacéo (horas) em silica gel a temperatura ambiente.

Acesso CP Acesso GU
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Fonte: Autores

Em relacdo a conservacao dos grdos de pdlen em baixas temperaturas, a maior

viabilidade foi alcangada na temperatura de -80 °C combinando com tempo de

desidratacdo de 72h. Os acessos IP e CP apresentam média viabilidade polinica (53,38 e

38,84%, respectivamente) ap6s 72 horas de desidratacdo a temperatura de -80 °C. Nas

demais combinacOes acesso e tempo de desidratacdo ndo houve a germinacéo do tubo

polinico.

Apesar de 0 acesso IP ter apresentado baixa viabilidade & temperatura ambiente,

a baixa temperatura (-80 °C) pode ter contribuido para a reducdo de processos

metabdlicos e, consequentemente, a oxidagdo, possibilitando a germinacao in vitro apos

a conservagao.
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Os resultados obtidos sugerem que a metodologia de desidratagdo de gréos de
polen em silica gel é promissora para o protocolo de conservacdo in vitro a baixas

temperaturas.

4 CONCLUSOES

Existe variacdo entre acessos quanto a viabilidade polinica in vitro por meio da
germinacdo do tubo polinico em temperatura ambiente e conservagcdo a baixas
temperaturas.

O acesso CP, apresenta alta viabilidade polinica apos 24 horas de desidratagdo e
0 IP e GU média viabilidade. Os acessos CP e IP apresentam média viabilidade polinica
até 48 horas de desidratacdo em silica gel a temperatura ambiente.

Os acessos IP e CP apresentam média viabilidade polinica ap6s 72 horas de
desidratacdo a temperatura de -80 °C e podem ser conservados a baixa temperatura.
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