REVISTA A BARRIGUDA

CRIOARMAZENAGEM DE SEMENTES DE MANGA (Mangifera indica L.)

Mango Seed (4 Mangz’féra indica L.) Cryopreservation

RESUMO

Este trabalho foi desenvolvido objetivando
estudar o efeito da crioarmazenagem sobre
manga (Mangifera indica 1.), amplamente
destacada pela sua importancia econémica. O
material clonal foi armazenado em botijoes
criobiol6gicos contendo nitrogénio liquido a -
196°C e refrigerados a -15°C, por um periodo
de 5 dias. Ap6s a armazenagem, os embrides
foram submetidos a descongelamento a
temperatura ambiente (descongelamento
lento) e submetidos a testes germinativos. As
sementes de manga quando refrigeradas a -
15°C por 5 dias em substrato de vermiculita
apresentam 100% de germinacdo. Os embrides
apos refrigeracdo de -15°C por 15 dias e
colocados em placa de petri mostraram indice
de germinacdo de 83%. Os embrides quando
crioarmazenados em nitrogénio liquido a -
196°C, e colocados em placa de petri nao
germinaram.
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ABSTRACT

This work was developed in order to study the
effect of cryopreservation of mango (Mangifera
indica 1.), widely highlighted by its economic
importance. The clonal material was stored in
cryobiological ~ canisters  containing  liquid
nitrogen at -196 ° C and cooled to -15 ° C, for a
period of 5 days. After storage, the embryos were
subjected to thawing at room temperature (slow
thawing) and subjected to germination tests. The
mango seeds when chilled to -15 ° C for 5 days in
vermiculite substrate feature 100% germination.
The embryos after cooling -15 ° C for 15 days and
placed in petri dishes showed 83% germination
rate. Embryos when cryostorage in liquid nitrogen
at -196 ° C, and placed in a petri dish did not
germinate.
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INTRODUCAO

A manga (Mangifera indica L.) é uma das frutas mais comercializadas em paises tropicais.
Originaria da India, apresenta mais de 1000 diferentes variedades produzidas em todo o mundo
além de ser considerada uma fruta nutracéutica, com varias atividades biologicas (OLIVEIRA et
al., 2010).

O consumo humano possui grande aprego pela manga devido ao delicioso sabor, aroma,
cor atraente e alto valor nutritivo, atributos que lhe concedeu o titulo de "rei dos frutos" (DAR
et al,, 2016).

No Brasil existem cerca de quinhentas variedades de mangas, entre as quais Costa e
Santiago (2002) citam as mais conhecidas, Espada, Rosa, Haden, Keitt, Kent, Tommy Atikins,
Palmer e Van Dyke.

A germinagio das sementes é um processo elaborado durante o ciclo de vida e regulada
por numerosos sinats intrinsecos e ambientais. £ uma caracteristica econdmica e ecolégica chave,
sendo considerada como a fase mais critica no ciclo de vida da planta (Holdsworth et al., 2008 e
Rajjou et al,, 2012). A germinagio das sementes comega com a absor¢io de agua pela semente e
encerra com a ruptura do endosperma através da expansio do embrido e enfraquecimento do
endosperma (CHENG et al,, 2010).

A mangueira pode ser propagada pela semente e por métodos vegetativos. A propagagio
por semente, segundo Manica et al. (2001), é um método mais simples e seguro, pois para plantas
vigorosas, com um sistema radicular abundante e profundo, tém uma maior longevidade. De
acordo com o mesmo autor, na propaga¢io de mangueira, as mudas podem ser originadas de
semente, por meio de um processo que nio envolve a unido sexual (formadas sem a fusio de
células masculinas e femininas) conhecido como poliembrionia. Essas mudas originadas do
micelo, conhecidas como clone mucelares, sio formadas no tecido feminino, sem a interferéncia
do gameta masculino, e apresentam os mesmos caracteres vegetativos e reprodutivos da planta-
matriz (planta que deu origem a semente).

Como processo natural, todo material bioldgico estd sujeito ao envelhecimento; a
estrutura e a fung¢io dos organismos mudam e se perdem com o tempo, até alcangar a morte. Por
estas razdes, desde tempos remotos se tem realizado esforgos para deter o relégio biolégico dos
organismos e, na maioria dos casos, se buscou experimentar a manipulagio da temperatura e do
teor de Agua para lograr este propdsito. As técnicas de refrigeracio permitem retardar o processo

de deterioragio, mas a utilizagio de temperaturas muito mais baixas permite o armazenamento de
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organismos vivos em um estado de suspensio animada por periodos extensos (ABDELNOUR,
1999; ZHENG er al, 1998; PITA er al, 1997).

A crioconservagio é definida como a armazenagem de material biolégico em um estado
de repouso a temperaturas sub-zero (- 196 °C) (BENSON, 2008). Em teoria, o material vegetal
pode ser preservado a temperaturas tio baixas por um perfodo indefinido de tempo, mantendo a
estabilidade genética (HARDING, 2004; WANG et al., 2011).

As vantagens da crioconservagio estio relacionadas com: 1) o pequeno espago a ser
ocupado por um banco de germoplasma mantido em nitrogénio liquido; 2) a simplicidade de
manuseio das condi¢des, bastando manter-se o nivel de nitrogénio liquido nos botijdes,
reabastecendo-o a cada 40-60 dias e 3) o baixo custo do armazenamento, uma vez que nio exige
sistema de refrigeragio nem de eletricidade (ALMEIDA, 2000).

Apesar das vantagens da criopreservagio, existem problemas decorrentes da complexidade
técnica e bioldgica do processo de congelamento e descongelamento, portanto, torna-se necessario
desenvolver procedimentos especificos para cada tipo de cultura agricola (ASHWOOD-SMITH,
1985). As experiéncias com a crioconservagio de diferentes tipos de sementes tém sido relatadas
por diversos autores, sendo constatados sucessos e insucessos na crioconservagio de sementes.

Weisner et al. (1993) pesquisou o armazenamento em nitrogénio liquido de sementes de
alfata (Medicago sativa L.), onde observou-se que as sementes se apresentaram danificadas
quando expostas ao L2N. Nesse trabalho foram avaliados os efeitos de germinagio, viabilidade,
cotilédones quebrados, vigor e peso seco.

Stanwood et al. (1985) menciona que sementes de 14 espécies de legumes e 2 espécies de
flores, foram colocadas em envelopes de papel e esses imersos em nitrogénio liquido por periodos
de até 180 dias, ndo observando efeitos adversos de germinagio. Nesse trabalho o mesmo autor
menciona que foram testadas sementes de feijio (Phaseolus vulgaris L.), alface (Lacruca sativa L.)
e ervilha (Prisum sativum L.) sendo que essas sementes também nio indicaram nenhuma redugio
na germinagio ou no vigor apds a exposi¢io em nitrogénio liquido. Assim o autor relata que esse
método ¢ eficaz no armazenamento a longo prazo em banco de sementes.

Pense et al. (I991) executou um projeto para determinar a viabilidade em sementes
silvestres da regido de Ohio a criopreservagio em nitrogénio liquido. Foram feitos um total de
527 testes em 237 espécies, tendo-se observado que 79% dos testes realizados, as sementes
expostas ao nitrogénio liquido nio tiveram nenhum efeito prejudicial em relagio a sua

germinag3o.
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No entanto, Gonzalez-Benito et al. (1995) ao estudar a germinagio de sementes de sete
cultivares de Aipo (Aprum graveolens) apés o armazenamento em NaoL por um periodo de 30
dias, constatou que a germinagio diminuiu signiﬁcativamente.

O armazenamento de sementes é o método tradicional para a preservagio de
germoplasmas. Porém, as sementes de varias espécies de Arvores sio recalcitrantes, elas sio
sensiveis a umidade e a temperatura e, assim, nio podem ser armazenadas a longo prazo de
tempo.

Dessa forma, em plena mudanga global, em que os ecossistemas enfrentam grandes
mudangas climiticas e fortes pressdes antropogénicas, a erosio e a perda de diversidade genética
constituem uma realidade cada vez mais presente; assim, a conservagio dos recursos genéticos se
destaca como prioridade estabelecida e reconhecida em nivel mundial (LOPES et al,, 2013).

Este trabalho teve como objetivo geral estudar o efeito da criopreservagio sobre os
embrides de espécie de manga (Mangifera indica L.) amplamente destacada pela sua importincia
econdmica utilizando-se temperaturas de armazenamento em nitrogénio liquido (-196°C) e

temperatura ambiente (25 °C).

DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

O presente trabalho foi realizado na Universidade Estadual da Paraiba em conjunto com
o Laboratério de Armazenamento e Processamento de Produtos Agricolas (LAPPA) da Unidade
Académica de Engenharia Agricola (UAEA), da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG), em Campina Grande, PB. Foram utilizadas sementes de manga, espécie vegetal
destacada pela sua importincia econdmica.

As sementes, retiradas do endocarpo com auxilio de uma faca previamente esterilizada,
foram postas em bandejas de polietileno e refrigeradas a -15 °C durante o periodo de S dias
(Figura I). Também foram retirados os embrides com o auxilio de uma pinga e bisturi
previamente esterilizados, em que foram colocados dentro de um canister e criopreservados em
botijdes criobiolégicos a -196 °C e a -15 °C durante o periodo de 05 dias. Ap6s esse periodo de
criopreservagio, os embrides e as sementes foram submetidos a descongelamento em temperatura
ambiente a + 25°C, por periodo de 3 horas (descongelamento lento); apds serem criopreservadas
e descongeladas, as sementes e os embrides foram submetidos a determinagio do percentual de
germinagio e vigor. Estes testes foram realizados seguindo-se os procedimentos contidos nas
Regras para Anélise de Sementes (BRASIL, 1992). Para tanto foram utilizadas bandejas plasticas,

contendo como substrato vermiculita esterilizada em estufa a 105°C por 3 horas. A vermiculita
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foi umedecida com 4gua destilada, sendo mantida a umidade na capacidade de campo durante
todo o ensaio. Para a os embrides, estes foram transportados para placas de Petri com substrato
de papel germitest. Durante o periodo de germinagdo, sempre que necessirio, o substrato era
regado com 4gua destilada, mantendo-o sempre imido. O teste de vigor foi realizado utilizando-
se o teste de primeira contagem que consiste em contar o nimero de plinulas normais germinadas
na primeira avaliagio do teste padrio de germinagio. Para a crioconservagio, o delineamento
experimental utilizado para a espécie vegetal foi inteiramente casualizado, com arranjo fatorial 2 x

I (2 periodos de armazenagem x I método de descongelamento), com quatro repeti¢des.

Figura 1. Sementes de manga acondicionadas a refrigeragio de -15 °C.

Analisando-se os dados contidos na Tabela I, constata-se que as sementes de manga

obtiveram potencial germinativo elevado depois de serem submetidas a crioarmazenagem (Figura

2).

Tabela 1. Valores de germinagio e vigor das sementes de manga, sem o tegumento, depois de

serem submetidas a crioarmazenagem

PARCELA 1 PARCELA 2
244 cm 20,5 cm
21,5 ecm 17,5 em
29 cm 30,6 cm
27,7 cm 18,7 ecm
17,5 cm 15,3 cm
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Figura 2 — Sementes de manga germinadas em vermiculita

Na Tabela 2, sio identificados os valores médios representativos dos testes de
germinagio e vigor dos embrides quando submetidos a técnica de refrigeragio em -15 °C por um

periodo de S dias.

Tabela 2. Valores de germinagio e vigor dos embrides das sementes de manga depois de

submetidas a criopreservagio em temperatura de -15 °C por um periodo de S dias.

PARCELA 1 PARCELA 2 PARCELA 3
17 em 13 cm 10,3 cm
6,5 cm 9,5 cm 11,2 cm
7,3 cm 7,2 cm 124 cm

Nio germinou Nio germinou 12,5 cm

Verifica-se na Tabela 2 que as germina¢des dos embrides de manga, depois de
submetidas a refrigeragio por S dias de armazenamento obtiveram condi¢des significativas de
germinagao (Figura 3). Algumas, entretanto nio germinaram, provavelmente na refrigeragio o
tempo de descongelamento pode estar interferindo no resultado, pois 0 embrido como um todo,
ou seja, no seu interior, pode nio ter atingido a temperatura ambiente, o que poderia retardar seu

desenvolvimento.
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Figura 3 — embrides de manga germinados a -15°C

Sio raros na literatura trabalhos cientificos que tratem de crioarmazenagem de embrides e
muito menos de embrides de sementes de manga. Entretanto, sabe-se que o armazenamento de
sementes ¢ o método tradicional para a preservagio de germoplasmas. Porém, sementes de varias
espécies de arvores sio recalcitrantes, revelando sensibilidade acentuada a perda de 4gua, e, assim,
nio podem ser armazenadas por longo prazo de tempo.

Roberts (1973), introduziu o termo ortodoxas para espécies cujas sementes podem ser
submetidas a secagem e apds armazenadas a baixas temperaturas, permanecendo vidveis por longo
periodo de tempo. Existem ainda as sementes recalcitrantes que perdem a viabilidade quando
desidratadas, dificultando sua conservagio.

Segundo Batista (2000), a criopreservagio das sementes é uma técnica onde sio utilizadas
temperaturas muito baixas de modo a reduzir ou inibir completamente o metabolismo
degenerativo em células de plantas e como resultado, as sementes armazenadas podem ser
preservadas indefinidamente. Assim como conseqiiéncia, 0 armazenamento Criogénico seria, em
teoria, o procedimento ideal para conservagio do patriménio fitogenético das espécies por longos
periodos de tempo. Contudo, nem todas as espécies toleram temperaturas baixas na sua
preservagao.

Com relagio aos embrides armazenados em nitrogénio liquido a -196 °C e crioprotegidos
em tubo de polietileno, estes perderam seu poder germinativo. Isso indica que para determinados
tipos de material vegetal existe um teor de umidade limite na qual eles toleram a criopreservagio.
Esse fato foi comprovado por Diniz (1999), onde afirma que o teor de umidade limite para
criopreservagio de sementes de milho (Zea mayps L.) estd em torno de 9%, depois de submeter
essas 3 variedades em nitrogénio liquido a -196°C por periodo de 3 dias.

Munford (1979) estudou sementes de limdo com baixos teores de umidade e sementes

recém colhidas. As sementes recém colhidas morreram através da imersio em nitrogénio liquido.
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Touchell e Dixon (1994) alertam que, em geral, um incremento no teor de agua da
semente resulta em um declinio na viabilidade e no vigor ap6s a imersio em nitrogénio liquido ou
a exposi¢io ao vapor de nitrogénio. Para justificar tal afirmativa, os autores, trabalharam com
varias espécies da flora australiana, entre estas, Loxocarya gigas, que apresentando um teor de dgua
de aproximadamente 12%, apds a imersio em nitrogénio quuido, nio houve germinagio de
nenhuma semente. J4 para sementes de Jacksonia floribunda, que com um teor de 4gua em torno
de 7,5%, observou-se uma alta germinagio, chegando a mais de 85%. Os autores constataram
assim uma tendéncia geral entre o declinio do teor de 4gua das sementes e uma sobrevivéncia
crescente, em termos de germinagio.

Em dltima anlise, pode-se auferir que a inviabilidade dos embrides que se verificou apds
a crioarmazenagem em nitrogénio liquido deu-se provavelmente em virtude de terem sido
armazenados com alto teor de umidade, considerando-se que os mesmos foram excisados das
sementes sem passar pelo processo de secagem, ou seja, de sementes recém colhidas. Em se
tratando de embrides e, portanto, formados de tecidos muito jovens, identificam sensibilidade

acentuada a perda de 4gua, ou seja, sdo intolerantes a desidratagio.

CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que as sementes de manga quando
submetidas a refrigeragio de armazenamento apresentam indice de germinagio e vigor elevados.
Os embrides de manga depois de submetidos a refrigeragio apresentaram indices de germinagio e
vigor menores que os obtidos para as sementes. Embrides excisados de sementes que nio

passaram pelo processo de secagem e submetidos a crioarmazenagem nio germinaram.
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