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Conservacio in vitro de mangabeira da regiao nordeste do Brasil

In vitro conservation of mangaba tree in Northeast Brazil

Aline de Jesus S4' Ana da Silva Lédo" Carlos Alberto da Silva Lédo™

RESUMO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é
uma espécie cujas regioes de ocorréncia natural vém sofiendo
grande pressdo antropica, a qual esta provocando erosdo
genética em muitas popula¢ées nativas, principalmente da
regido Nordeste. Em virtude da existéncia de poucas cole¢ées
de mangabeira conservadas ex situ, evidencia-se a importincia
do desenvolvimento de um método alternativo e complementar
para a conservagdo de germoplasma dessa espécie. A utilizagdo
de técnicas de cultura de tecidos de plantas para a conservagdo
de recursos genéticos apresenta diversas vantagens sobre a
conservag¢do de germoplasma no campo, destacando-se a
economia de recursos financeiros para a manuteng¢do das
colegbes, redugdo de riscos fitossanitarios e intempéries
climaticas. Por esse motivo, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a eficiéncia de regulador osmdtico (manitol)
e inibidor de crescimento (dcido abscisico) na conservag¢do in
vitro de microestacas de mangabeira por crescimento lento.
As culturas foram mantidas em meio MS com 3% de sacarose
e 0,6% de agar. Os experimentos foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado, em sala de crescimento
com temperatura variando de 26+2°C, umidade relativa do ar
média em torno de 70% e fotoperiodo de 12 horas de luz
branca fria (52umol m? s de irradidncia). Foram avaliadas
cinco concentragdes de manitol (0, 10, 15 e 20g L'). Na
presenca de manitol, o comprimento da parte aérea apresentou
valores numéricos inferiores a testemunha, mas, aos 90 dias
de cultivo in vitro, foi observado efeito deletério do manitol
nas microestacas. Em rela¢do ao dcido abscisico, foram
testadas cinco concentragées (0, 0,5; 1; 2 e 4mg L) em
interagdo com dois tipos de vedagdo de frascos (tampa plastica
rosqueada e papel aluminio) e dois tipos de explantes
(microestacas apicais e basais). O dcido abscisico (0,5mg L)
apresentou melhores resultados para a conservagdo in vitro de

microestacas de plantulas de mangabeira cultivadas em frascos
vedados com papel aluminio. Ndo houve efeito significativo
do tipo de explante.

Palavras-chave: Apocynaceae, crescimento lento, manitol,
dcido abscisico.

ABSTRACT

The mangaba tree (Hancornia speciosa Gomes)
is a species whose natural occurrence has suffered great
human pressure, which is causing genetic erosion in many
populations, especially in the Northeast Brazil. Due to the
existence of few collections of mangaba tree preserved ex situ,
it’s important to develop a complementary and alternative
method to germplasm conservation of this species. The use of
techniques of plant tissue culture for conservation of plant
genetic resources presents several advantages over germplasm
conservation in the field, especially when focusing cost reduction
for the maintenance of collections, sanitary risk and weather
problems. The present research aimed to evaluate the
effectiveness of regulators osmotic mannitol and the growth
inhibitor abscisic acid on the in vitro conservation of mangaba
microcutting under slow growth. The cultures were maintained
in MS medium with 3% sucrose and 0.6% of agar. The
experiments were conducted in a randomized blocks design in
a growth room with temperature ranging from 26+2°C, average
relative humidity around 70% and photoperiod of 12 hours of
cold white light (52umol m-2 s 'rradiance). It was evaluated
five concentrations of mannitol (0, 10, 15 and 20g L-1).
Mannitol in the presence of the length of shoots showed values
below the control, but after 90 days of in vitro culture was
observed deleterious effect of mannitol in microcutting. It was
tested five concentrations of abscisic acid (0; 0.5; 1; 2 and
4mg L) in interaction with two types of sealing bottles (plastic
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cover and threaded aluminum foil ) and two types of explants
(apical and basal microcutting). Abscisic acid (0.5mg L)
showed better results for in vitro conservation of seedling of
mangaba microcutting grown in flasks sealed with aluminum
foil. There was no significant effect of explant type.

Key words: Apocynaceae, slow growth, mannitol, abscisic
acid.

INTRODUCAO

Em fungfo da crescente ocupagio de areas
de vegetacdo nativa e da sensivel erosdo genética
observada em muitas espécies de plantas que
apresentam potencial de utilizagdo alimenticia ou
medicinal, torna-se evidente a necessidade do
desenvolvimento e aperfeigoamento de técnicas de
conservacdo de germoplasma dessas espécies, de
forma que ele esteja disponivel para utilizagdo futura.

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes)
¢ uma espécie nativa encontrada em varias regides do
pais e apresenta o maior potencial de uso imediato entre
as fruteiras nativas da regido Nordeste (FERREIRA et
al., 2005). Percebe-se que nessa regido esta ocorrendo
erosdo genética em muitas populagdes nativas da
espécie, em consequéncia da exploragdo agricola ou
ocupacdo imobilidria de areas remanescentes de
mangabeira, ressaltando-se a necessidade de métodos
de conservagdo eficientes que possam minimizar os
riscos de extingdo dessa espécie.

A conservagdo de germoplasma de
mangabeira em campo ja ¢é realizada por 6rgaos de
pesquisa em alguns estados nordestinos, mas a
vulnerabilidade que os acessos apresentam nesse tipo
de conservacdo ¢ alta, o que ressalta a necessidade do
desenvolvimento de técnicas complementares de
conservagdo. Como a formagao de bancos de sementes
dessecadas de mangabeira mantidas em condi¢des de
baixa temperatura ¢ inviavel devido a recalcitrancia das
sementes, a conservagdo in vitro pode ser considerada
potencial.

A aplicag@o de técnicas biotecnoldgicas de
cultura de tecidos tem permitido que colegdes de
germoplasma de varias espécies de plantas, como a
oliveira (Olea europaea L.) ¢ a bananeira (Musa sp.)
(LAMBARDI etal., 200; INIBAP, 2006), sejam formadas
e conservadas por longos periodos, possibilitando
assim que o material vegetal de interesse se torne
disponivel para recuperagdo e possivel utilizagdo
futura. Uma das maneiras de conservar material vegetal
¢é através da técnica de crescimento lento, através da
qual o metabolismo das plantas pode ser reduzido pela
da modificacdo nas condigdes quimicas do meio de
cultivo.

Trabalhos de conservagdo in vitro por
crescimento lento tém sido desenvolvidos e tém
mostrado viabilidade para diferentes espécies de
importancia econémica, como cana-de-aglcar
(Saccharum officinarum L.) (LEMOS et al., 2002),
abacaxi (Ananas comosus) (CANTO et al., 2004),
maracujazeiro (Passiflora giberti N. E. Brown.) (FARIA
etal, 2006), coco (Cocos nuciferaL.) (LEDO etal., 2007)
e acai (Euterpe oleracea Mart.) (OLIVEIRA etal., 2001).
Apesar dos resultados promissores, ndo existe um
protocolo padrdo de conservagdo que possa ser
aplicado para todas as espécies, pois as respostas
podem variar em fung@o da espécie, cultivar, tipo de
explante dentre outros fatores.

O estabelecimento de protocolos de
conservagao in vitro para a mangabeira nativa da regido
Nordeste é necessario, como forma alternativa e
complementar a conservacdo de germoplasma de
mangabeira em campo. Diante do exposto, este trabalho
teve por objetivo avaliar o efeito do manitol, do 4acido
abscisico, tipo de microestaca e fatores fisicos (frasco
e vedagdo) no crescimento de microestacas de
mangabeira, visando ao estabelecimento de um
protocolo de conservacao por crescimento lento.

MATERIAL E METODOS

Para o estudo da conservagdo in vitro da
mangabeira, variedade botanica do Nordeste, foram
utilizados como explantes plantulas germinadas in
vitro, sendo que as sementes usadas para germinacgao
foram coletadas de frutos maduros de acessos da
populagdo nativa de mangabeiras do Campo
Experimental da Embrapa Tabuleiros Costeiros, em
Itaporanga d’ Ajuda, SE.

A assepsia e inoculagdo das sementes foram
realizadas no Laboratorio de Cultura de Tecidos de
Plantas da Embrapa Tabuleiros Costeiros. Apds a
inoculago, em meio de cultura MS gelificado com 0,6%
de agar e suplementado com 0,3% de sacarose, as
culturas foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura variando de 26+2°C, umidade relativa do
ar média em torno de 70% e fotoperiodo de 12 horas,
fornecido por luz branca fria e densidade de fluxo de
fotons de 52pumol m-2 s-1 de irradidncia.

Experimento I- Efeito do manitol na conservagao in vitro
de microestacas de mangabeira

Para avaliar o efeito do manitol na
conservacao in vitro de microestacas de mangabeira,
foram utilizadas microestacas de aproximadamente 7cm
de comprimento, provenientes de plantulas de
mangabeira germinadas in vitro com 50 dias de cultivo.
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As microestacas foram inoculadas em frascos de vidro
tipo maionese com capacidade para 250mL, contendo
30mL do meio de cultura MS gelificado com 0,6% de
agar e com 3% de sacarose, suplementado com lmg L™
de ATA e Img L' de BAP, variando as concentragdes
de manitol: 0; 10; 15e20g L.

O experimento foi instalado em parcelas
subdivididas no tempo, sendo a parcela constituida de
quatro tratamentos (quatro concentra¢des de manitol)
e a subparcela de trés tempos, com cinco repetigoes. A
unidade experimental foi constituida de quatro frascos
com uma microestaca cada. As avaliagcdes foram
realizadas aos 30, 60 ¢ 90 dias da inoculagio,
observando-se o comprimento da microestaca (cm) e
numero de folhas que sofreram abscis@o (abscisdo
foliar).

Experimento II- Efeito do acido abscisico, da posi¢ao e
do tipo de vedagdo de frascos na conservacao in vitro
de microestacas de mangabeira

Para avaliar o efeito do acido abscisico, da
posi¢do e do tipo de vedacdo de frascos na
conservacao in vitro de microestacas de mangabeira,
plantulas de mangabeira germinadas in vifro (com
aproximadamente 12cm de comprimento) foram
divididas em duas partes (basal e apical) e inoculadas
em frascos contendo 30mL do meio de cultura MS
gelificado com 0,6% de 4gar e suplementado com 3%
de sacarose. Foram avaliadas as seguintes
concentragdes de acido abscisico: 0; 0,5; 1;2e4mgL' e
dois tipos de vedagdes de frasco: tampa plastica e papel
aluminio.

O experimento foi instalado em parcelas
subdivididas no tempo, sendo na parcela um fatorial
5x2x2 (cinco concentragdes de ABA, dois tipos de
estacas e dois tipos de vedacdo de frascos) e na
subparcela trés tempos de avaliagdo, com quatro
repeticdes. Cada unidade experimental foi constituida
de um frasco contendo uma microestaca. As avaliagdes
dos experimentos foram realizadas aos 30, 60 e 90 dias
apos a inoculagdo, observando-se o comprimento da
microestaca (cm) e numero de folhas que sofreram
abscisdo (abscisdo foliar).

Analises estatisticas

Os modelos matematicos dos experimentos
foram: a) Experimento I: Yij = m+ Mi+di +tj + (PB*/)ij
+ eij, onde: Yij=resposta da observagdo submetida ao
i-ésimo nivel de M no tempo j; m = média geral dos
efeitos; Mi = efeito do i-ésimo de manitol; tj = efeito
do tempo j; di = erro aleatdrio associado a parcela
principal; (M *t)ij = efeito da intera¢do do i-ésimo nivel
de M com o tempo j, eij = erro aleatorio total e b)

Experimento II: Yijkl. =m+ABi+ Ej+ Vk + T+ (AB*E)ij
+(AB*V)ik + (E*V)jk+ (AB*E*V)ijk + dijk + (AB*T)il +
(E*D)jl + (V*D)kl+ (AB*E*T)ijl + (AB*V*T)ikl +
(E*V*D)jkl+ (AB*E*V*T)ijkl + eijkl, em que: Yijkl=
resposta da observacao submetida ao i-ésimo nivel de
AB, j-ésimo nivel de E, k-ésimo nivel de V no tempo
/; m = média geral dos efeitos; ABi = efeito do i-ésimo
de dcido abscisico,; Ej = efeito do j-ésimo nivel de tipo
de estaca; Vj = efeito do k-ésimo nivel de tipo de
vedagdo,; T1=efeito do tempo /; (..... *....)ij = efeito das
interagdes; eijkl = erro aleatorio total.

Foi realizada a anélise de varidncia
considerando o delineamento inteiramente casualizado
em parcela subdividida no tempo. Para as médias de
manitol e de ABA foram ajustadas equacdes de
regressdo polinomial e as médias das posigoes, das
vedacdes e do tempo de cultivo in vitro foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o programa estatistico SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito do manitol na conservagdo in vitro de
microestacas de mangabeira

Houve efeito significativo isolado do tempo
de cultivo in vitro para o comprimento das
microestacas, para a abscisao foliar e da interagdo do
tempo de cultivo in vitro e manitol para o comprimento
das microestacas aos 30, 60 e 90 dias e para abscisdo
foliar aos 90 dias (Figuras 1A e 1B, Tabela 1). Nao houve
efeito do tipo da microestaca para todas as
caracteristicas avaliadas.

De acordo com a figura 1, aos 30 dias de
cultivo in vitro, o comprimento das microestacas variou
segundo uma regressdo quadratica, sendo menor nas
concentra¢des de 15 e 20g L' de manitol. Com a
derivada calculada, o valor maximo para o comprimento
¢ de 9,3, correspondente a concentragdo de 5,96g L
de manitol. Aos 60 e 90 dias de cultivo in vitro, o
comprimento variou segundo uma regressao linear
decrescente, ou seja, com menor comprimento em
maiores concentra¢des de manitol. Apesar do resultado
positivo na reducdo do alongamento das microestacas
de mangabeira, fator importante para o processo de
conservagao in vitro, a utilizagdo do manitol nas
concentragdes de 10, 15 ¢ 20g L' ndo se mostrou viavel
para este propodsito, uma vez que aos 90 dias de cultivo
in vitro foi observado seu efeito deletério nas
microestacas de mangabeira. FORTES & PEREIRA
(2001) alcangaram apenas 37% de sobrevivéncia de
hastes de batata em trés meses de cultivo. Efeitos
toxicos do manitol foram reportados também por
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Figura 1 - A - Comprimento em func@o da concentra¢do de manitol aos 30, 60 e 90
dias de cultivo in vitro; B- Abscisdo foliar (nimero de folhas) em fungdo
do tempo de cultivo in vitro e da concentracdo de manitol aos 90 dias de
cultivo in vitro; C- Abscisdo foliar em frascos vedados com tampa plastica
(TP) e papel aluminio (PA) em fun¢do da concentracdo de acido abscisico

LEMOS etal. (2002) em cana-de-agtcar e por LEDO et
al. (2007) em plantulas de coqueiro ando verde de Jiqui
do Brasil.

Observou-se um aumento da abscisao foliar
com aumento do tempo de cultivo in vitro na presenga
de manitol, contribuindo sobremaneira para a
senescéncia das microestacas (Tabela 1). O ambiente
fechado, ao qual as plantulas ou explantes foram
submetidos proporciona, de modo geral, o acimulo de
etileno, regulador de crescimento e responsavel pela

abscisdo de folhas, frutos e flores. Esse regulador,
mesmo em pequenas concentragdes, pode ser
fisiologicamente ativo e desencadear varios processos,
dentre eles, a abscisdo foliar (KERBAUY, 2004). Para a
abscisdo foliar, aos 30 e 60 dias de cultivo, em fungéo
da concentracdo de manitol, ndo foi possivel
estabelecer um modelo de regressdo. Entretanto, aos
90 dias, variou segundo uma regressdo quadratica,
sendo menor na concentragdo 0g L e a partir da
concentragdo de 15g L' de manitol (Figura 1B). Autores
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Tabela 1 - Médias da abscisdo foliar, na presenca de manitol, e médias de comprimento e abscisao foliar, na presenca de acido abscisico, de
microestacas de mangabeira em fungéo do tempo de cultivo in vitro.

Microestacas na presenga de manitol

Tempo de cultivo in vitro (dias) Abscisao foliar (niimero folhas)

30 dias 1,3250b
60 dias 2,7400 b
90 dias 59775 a
CV (%) 38,56

Microestacas na presenca de acido abscisico

Tempo de cultivo in vitro (dias) Comprimento das microestacas (cm) Abscisdo foliar (niimero folhas)

30 dias 6,9875b 0,6250 b
60 dias 7,5263 ab 1,0750 b
90 dias 8,1392a 1,8101 a
CV (%) 35,65 112,44

Meédias ndo seguidas pela mesma letra nas colunas diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

tém relatado que algumas substincias apresentam a
capacidade de inibir a agdo do etileno in vitro e
interferirem no processo de abscisdo foliar
(RADEMACHER, 2000; NEPOMUCENO et al.,2007).
Apesar de o manitol ter apresentado efeito deletério
nas microestacas, sua presenga a partir da concentrago
de 15g L' no meio de cultura reduziu a abscisédo foliar
que normalmente é observada em culturas in vitro de
mangabeira, devido ao acimulo de etileno.

Efeito do acido abscisico, da posi¢do e do tipo de
vedagdo de frascos na conservagido in vitro de
microestacas de mangabeira

Houve efeito significativo isolado do tempo
de cultivo in vitro no comprimento das microestacas,
na abscisdo foliar, na interagdo da concentracao de
acido abscisico ¢ no tipo de vedacdo de frascos na
abscisdo foliar. Apds 90 dias de cultivo in vitro, as
microestacas apresentaram maior comprimento e
abscisdo foliar do que aos 30 dias (Tabela 1). Apesar
do efeito isolado das concentragdes de ABA sobre o
comprimento e abscisdo foliar ndo ter sido significativo,
a abscisdo foliar aos 90 dias de cultivo in vitro na
presenca de ABA apresentou menores valores
numéricos quando comparado com microestacas
mantidas na presenga de manitol (Tabela 1 ¢ Figura 1C).

Dependendo dos fatores que interferem na
atuagdo do acido abscisico, esse regulador do
crescimento pode estimular ou inibir o crescimento
vegetal (LEMOS et al., 2002). Em cana-de-agtcar,
concentragdes de ABA inferiores ou superiores a Img
L' favorecem o crescimento, porém, na presenga 1mg
L desse regulador de crescimento, ocorre inibigdo do
crescimento nos explantes, sem redugdo da sua
viabilidade (LEMOS et al., 2002). A presenca de ABA
(0,01 a 10mg L") inibiu a emissdo de brotagdes e o

desenvolvimento de raizes de gemas axilares da cv.
Jewel de batata-doce (JARRET & GAWEL, 1991).

Apesar de ndo terem sido detectadas
diferencas significativas, em frascos vedados com
papel aluminio, observaram-se menores valores
numéricos de abscisdo foliar na presenga de ABA. Em
frascos vedados com tampa plastica, na auséncia de
ABA, obteve-se menor abscisdo foliar. A abscisdo foliar
variou de acordo com uma regressdo quadratica, em
fungdo das concentragdes de ABA com comportamento
antagonico entre plantas mantidas em frascos vedados
com tampa plastica e papel aluminio (Figura 1C).

O tipo de vedagdo de frasco interfere na
aeragdo ¢ na incidéncia de luminosidade para as
culturas in vitro. Vedagoes que ndo sdo hermeticamente
fechadas permitem maiores trocas gasosas entre o ar
atmosférico e o ambiente do interior dos frascos,
promovendo melhor transpiragdo das folhas e
impedindo o acamulo de etileno (FILHO et al., 2002).

Tanto para a vedagdo tipo tampa plastica
quanto para o papel aluminio, a concentragdo de 0,5mg
L' de ABA induziu menores valores numéricos para a
abscisdo (0,92 e 0,79, respectivamente). E possivel que
para a indugdo de um crescimento minimo e manutengéo
de culturas vidveis sejam necessarias concentragdes
de ABA menores que 0,5mg L.

Apesar das microestacas de mangabeira
submetidas a agdo do ABA terem sido avaliadas apenas
por trés meses, os resultados obtidos no presente
trabalho indicam viabilidade para utilizagdo do ABA
em frascos com vedagao de papel aluminio no processo
de conservagdo in vitro de microestacas dessa
espécie, sendo necessarios estudos adicionais para
testar o efeito desse regulador de crescimento por um
maior periodo de tempo.
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CONCLUSAO

O manitol nas concentragdes de 10, 15 e 20g
L' ndo ¢ viavel para a conservagdo in vitro de
microestacas de mangabeira, uma vez que apresenta
efeito toxico sobre elas. O 4cido abscisico na
concentragdo de 0,5mg L apresenta viabilidade para a
conservacao in vitro de microestacas de mangabeira
por um periodo de 90 dias, em frascos vedados com
papel aluminio.
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