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Teor de prolina em brotacOes adventicias de mangabeira
cultivadas in vitro sob condic¢des de estresse osmotico

Proline in vitro on mangaba adventitious shoots under osmotic stress
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A conservacao de plantas ex situ com a aplicagdo de técnicas de cultura de tecidos de plantas se baseia na
manutencdo de cole¢des em laboratério por crescimento lento ou criopreservagdo. O sorbitol tem sido
recomendado para inducéo de estresse hidrico com a finalidade de induzir crescimento lento em culturas de
mangaba in vitro possibilitando a sua conservagdo. O objetivo do trabalho foi de quantificar a prolina em
segmentos nodais e foliares de mangabeira submetidas a diferentes condi¢des de estresse osmatico para fins
de conservacao por crescimento lento. Microestacas contendo dois segmentos nodais e quatro folhas foram
inoculados em tubos de ensaio (35 mm x 127 mm) com tampa pléastica contendo 25 mL de meio de cultura
de MS suplementado com 1 mg.L* de 4cido indol acético (AlA), 1 mg.L* de benzilaminopurina (BAP), 30
g.L! de sacarose e gelificado com 3 g.L* de Phytagel®. Foram avaliadas diferentes concentracdes de
sorbitol (0;10; 20 e 40 g.LY). Aos 30 dias apds a inoculagéo foi realizada a quantificagdo da prolina em
pumol.g* de massa fresca de segmentos foliar e caulinar. O maior acimulo de prolina foi detectado em
segmentos caulinares (6,37 umol de prolina.g™* massa fresca) em comparagdo com segmentos foliares (2,60
pmol de prolina.g? massa fresca). Ndo houve efeito significativo do sorbitol e sua interagdo com tipo de
segmento para o teor de prolina. A presenca de prolina mesmo na auséncia do sorbitol pode indicar possivel
ajustamento osmatico natural.
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The ex situ conservation of plants from the tissue culture technique is based on the laboratory collections
by slow growth or cryopreservation. Sorbitol has been recommended to water stress induction with the
purpose of inducing a slow growth in mangaba in vitro cultures. The objective was to quantify proline in
nodal and foliar segments of mangaba under different conditions of osmotic stress for conservation
purposes by slow growth. Microcutting containing two nodal segments and four leaves were inoculated in
test tubes (35 mm x 127 mm) with plastic cap containing 25 ml of MS medium supplemented with 1 mg.L™!
indole acetic acid (IAA), 1 mg.L? benzylaminopurine (BAP), 30 g.L! sucrose and gelled with 3 g.L*
Phytagel®. Sorbitol was evaluated on different concentrations (0, 10, 20 and 40 g.L™!). At 30 days after
inoculation were quantified proline in umol.g? fresh weight of leaf and stem segments. The most proline
accumulation was detected in stem segments (6.37 pumol of prolina.g™ fresh weight) as compared to leaf
segments (2.60 umol of prolina.g? fresh weight). There was no significant effect of sorbitol and its
interaction with type of segments on the proline content. The presence of proline even in the absence of

sorbitol may indicate a possible natural osmotic adjustment of mangaba.
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1. INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), frutifera tropical nativa, tem ocorréncia nos
tabuleiros costeiros, baixada litordnea e cerrados do Brasil [1, 2]. Constitui uma das mais
importantes matérias-primas para producdo de sucos, comércio de polpas congeladas, sorvetes,
doces, geleias, além da fabricagdo de vinhos licores e vinagres por sua eficiéncia de
digestibilidade e valor nutritivo [3, 4]. A mangabeira tem apresentado alto risco de erosdo
genética [5] devido a alta especulacdo imobiliaria nas areas de ocorréncia natural como a baixada
litoranea.
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A aplicacdo de técnicas de cultura de tecidos de plantas para a conservagao in vitro por meio
da reducdo e/ou supressdo do crescimento tem sido importante como método complementar a
conservacdo de germoplasma em campo [6]. O desenvolvimento de protocolos de conservacao in
vitro para mangabeira torna-se imperativo como alternativa a conservacdo de campo, tendo em
vista a limitacdo de conservacao de suas sementes que sdo recalcitrantes [7]. PublicacGes a cerca
da conservacdo ex situ com técnicas de culturas de plantas de espécies tropicais e 0 desempenho
das plantas conservadas na fase de retomada do crescimento sdo escassas. Alguns resultados
publicados recentemente indicam a possibilidade de conservagédo de explantes de mangabeira por
crescimento lento com o uso de reguladores osmoticos (manitol e sorbitol) [8, 9] e reguladores de
crescimento como o acido abscisico [9].

Diversos trabalhos relatam a prolina como marcador bioquimico em culturas in vitro
submetidas a diferentes condi¢cfes de estresse para acerola [10], bromélias [14], cana-de-agUcar
[15, 16] e feijdo [17]. Esse aminoacido, presente em pequenas quantidades nas plantas tem sua
concentracdo elevada sob condicOes de estresse, permitindo a osmoprotegéo celular como tampao
prevenindo efeitos deletérios nas membranas e preservando a integridade de compostos como
proteinas e enzimas [10, 11, 12, 13].

O objetivo do trabalho foi quantificar a prolina em amostras de segmentos caulinares e foliares
de microestacas de mangabeira cultivadas in vitro em diferentes condi¢des de estresse osmotico.

2. MATERIAL E METODOS

Frutos maduros no estadio VI de populagdo nativa de mangabeira da Fazenda Caju, Campo
Experimental de Itaporanga, SE foram processados manualmente para extragdo de sementes com
auxilio de peneira e sucessivas lavagens.

As sementes foram submetidas a limpeza em solucdo detergente comercial (duas gotas 100
mL de 4gua) seguida da lavagem em agua destilada. Em camara de fluxo laminar as sementes
foram imersas em solucdo microfiltrada de antibiético rifampicina 300 mg.L* por 10 minutos e
lavadas trés vezes com &gua destilada estéril. Em seguida foram desinfestadas com &lcool etilico
70% por 10 segundos; solugdo de hipoclorito de sodio 1% por 20 minutos e enxaguadas trés
vezes com agua destilada estéril. As sementes foram inoculadas em meio de cultura MS
(Murashige e Skoog [18]) com 30 g.L* de sacarose e 3 g.L! de Phytagel®. Apds 60 dias de
cultivo in vitro, microestacas contendo dois segmentos nodais e quatro folhas foram obtidas das
plantulas germinadas in vitro e inoculadas em tubos de ensaio (35 mm x 127 mm) com tampa
plastica contendo 25 mL de meio MS com 1 mg.L™ de acido indol acético (AlA), 1 mg.L? de
benzilaminopurina (BAP), 30 g.L* de sacarose e 3 g.L? de Phytagel®. Para a reducdo do
crescimento quatro concentragdes de sorbitol (0; 10; 20 e 40 g.L?) foram testadas. Em seguida o
pH foi ajustado para 5,8 e os tubos de ensaio contendo o0 meio de cultura foram esterilizados em
autoclave a 121°C, sob pressdo 1,05 kg.cm por 15 minutos. Apds a inoculacdo as culturas
foram mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 12 horas (52 pmol.m2s? de
irradiancia) e temperatura de 27 £+ 1°C.

A quantificacdo da prolina em umol.g? de massa fresca de segmentos foliar e caulinar foi
obtida aos 30 dias de cultura pelo método de Bates [19] modificado, o qual foi realizado por meio
das seguintes etapas: obtencdo de um extrato a partir da massa fresca das folhas e entre-nos
(aproximadamente 0,2 g) com &cido 5-sulfosalisilico a 3% (10 mL) em almofariz; separa¢do do
sobrenadante por precipitacdo do material vegetal insolivel em centrifuga (670 g por 15
minutos); obtencdo do croméforo por meio da reacdo da prolina contida no sobrenadante com
ninidrina 4cida a quente (2 mL do extrato + 2 mL de ninidrina &cida + 2 mL de &cido acético
glacial em banho-maria a 100°C durante 1 hora); particdo da prolina da fase aquosa para a fase
organica pela adicdo de 4 mL de tolueno a 2 mL do sobrenadante seguida de agitacdo por 20
segundos; Leitura da absorbéncia das amostras utilizando espectroscopia molecular na regido
visivel (520 nm). A curva de calibracdo foi desenvolvida utilizando-se solucéo estoque de prolina
P.A. na concentracdo de 100 umol.L? e diluicdes com &gua destilada. A concentragdo de prolina
obtida pela insercdo das absorbancias das amostras na curva de calibracdo foi utilizada para o
célculo dos teores de prolina das amostras, expressos em umol de prolina.g? de amostra fresca,
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por meio da equag&o: Crrolina X VTolueno X 5 / Mamostra =, ONde Cproiina = Concentragéo de prolina na
fase tolueno em (umol. L), Vroweno = Volume de tolueno em L, Mamosta = Massa de amostra
utilizada em g.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado 2 x 4 (dois tipos de segmentos
combinado com quatro concentragcdes de sorbitol), totalizando oito tratamentos com trés
repeticbes. As médias foram submetidas a anélise de variancia e comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de significancia por meio do programa estatistico SISVAR [20].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito significativo do tipo de segmento na concentracdo de prolina (Tabela 1). O
maior acimulo de prolina foi detectado em segmentos caulinares (6,37 umol de prolina.g? de
massa fresca) em comparacdo com segmentos foliares (2,60 pumol de prolina.g™ de massa fresca)
(Tabela 2).

Tabela 1. Resumo da analise de variéncia para concentra¢do de prolina em funcdo do tipo de segmento e
da concentracao de sorbitol em culturas in vitro de mangabeira.

FV GL QM F
Sorbitol (S) 3 2,66 1,43ns
Tipo de segmento (T) 1 85,09 45,95**
S*T 3 3,59 1,94ns
erro 16 1,85
CV (%) 30,33

Ns ndo significativo a 5% de probabilidade; ** significativo a 1% de probabilidade.

Resultados similares foram obtidos anteriormente por Santos [21] onde folhas de microestacas
de mangabeira apresentaram menor teor de prolina comparado com segmentos caulinares. Este
resultado indica que em condi¢des de estresse osmotico a prolina é metabolizada e acumulada em
maior quantidade no caule de culturas in vitro de mangabeira. Entretanto, Potluri Sasikaka &
Devi Prasad [22] estudando 10 cultivares de batatas submetidas a estresse observaram menor
acumulo de prolina em segmentos caulinares.

Tabela 2. Teor de prolina (umol de prolina.g™* massa fresca) em segmentos foliares e caulinares de
microestacas de mangabeira em diferentes concentrac6es de sorbitol.

Tipo de Sorbitol (g.L?) Média
segmento 0 10 20 40

Caulinar 5,86Aa 5,99Aa 5,29Aa 8,34Aa 6,37a
Foliar 1,97Aa 3,17Aa 2,83Aa 2,44 Aa 2,60b
Média 3,92A 4,58A 4,06A 5,39A

médias seguidas de mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre si ao nivel de
5% pelo teste de Tukey.

N&o houve efeitos significativos da concentragdo do sorbitol e sua interagdo com tipo de
amostras para o teor de prolina. Estes resultados ndo concordam com Cérdenas-Avila et al. [17],
em calos oriundos de folhas cotiledonares de cultivares de feijdo (Phaseolus vulgaris L.). O teor
de prolina aumentou com a reducdo do potencial hidrico em cultivares tolerantes. As
concentracgdes utilizadas de sorbitol podem ter sido baixas para induzir um aumento na sintese de
prolina nas amostras estudadas, apesar de serem suficientes para induzir a reducdo do crescimento
in vitro [9]. Outro aspecto a ser abordado é a presenca de prolina mesmo na auséncia do sorbitol,
indicando um possivel ajustamento osmético natural do gen6tipo de mangabeira alvo de estudo.

Errabii et al. [23] em estudos com estresses salino e hidrico em cultivares de cana-de-acUcar,
planta C4, observaram que 0 aumento na concentracdo de prolina seria mais uma injaria do que
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um marcador de resisténcia ao estresse hidrico em comparacéo ao estresse salino. Outros autores
sugerem que a sintese desse aminoacido pode ser um indicador de tolerancia adquirida, pelo fato
do maior acimulo em genétipos tolerantes do que em nédo adaptados a conducdes de estresse [24].
Estudos posteriores deverdo ser conduzidos comparando diferentes gen6tipos de mangabeira para
a indicacdo ou nao da prolina como marcador fisiol6gico para o screening de recursos genéticos
de mangabeira tolerantes a estresse osmatico.

4. CONCLUSAO

Ocorre maior acumulo de prolina em segmentos caulinares de brotacdes adventicias de
mangabeira cultivadas in vitro.

O aumento da concentragéo de sorbitol ndo induz aumento na sintese de prolina em segmentos
caulinares e foliares de mangabeira cultivadas in vitro.
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