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O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de ANA e BAP na conversdo in vitro de embrides
zigbéticos de mangabeira, ¢ o desenvolvimento de métodos e técnicas eficientes de aclimatacdo de
plantulas de mangaba oriundas da cultura in vitro de embrides. Embrides zigoticos cultivados em meio
MS com 0,3 g L de Phytagel® e 3,0 g L' de sacarose, combinados com diferentes concentragdes de
ANA (0; 0,2; 0,4 ¢ 0,6 mg L’l) ede BAP (0;0,5; 1 ¢ 2 mg L’l). Para a conversao de embrides zigéticos de
mangabeira ¢ dispensavel a presenga de ANA ou BAP no meio de cultura. O transplantio das plantulas foi
realizado em copinhos de 300 cm®, contendo os substratos esterilizados: T1- areia lavada; T2- areia + p6
da casca de coco seco (1:1) e T3- vermiculita + areia (1:1), relacionadas as avalia¢cdes de crescimento das
plantas (altura de plantula, nimero de folhas, nimero de raizes e vigor) para condi¢des ex vitro. Os
substratos com areia e p6 da casca de coco seco (1:1) e vermiculita e areia (1:1) proporcionaram maior
crescimento da parte aérea (2,2 e 2,8 cm), nimero de folhas (3,0 e 3,8) e nimero de n6s (1,60 e 2,2).
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This study aimed to evaluate the effect of ANA and BAP on in vitro conversion of zygotic embryos of H.
speciosa, and the development of efficient methods and techniques of acclimatization of mangaba derived
from in vitro culture of embryos.Zygotic embryos cultured on MS medium with 0,3 g L™ Phytagel ® and
30¢g L! sucrose, combined with different concentrations of A NA (0, 0,2, 0,4 and 0,6 mg L’l) and BAP
(0, 0,5, 1 and 2 mg L™). For the conversion of zygotic embryos of mangabeira is no need for the presence
of ANA or BAP in the culture. Transplanting of seedlings was carried out in cups of 300 cm?’, containing
the sterilized substrates: T1- washed sand, T2- sand + dust of coconut coir (1:1) and T3-vermiculite +
sand (1:1), related assessments of plant growth (seedling height, leaf number, root number and force) to
ex vitro conditions. The substrates with sand and dust of coconut coir (1:1) and vermiculite and sand (1:1)
resulted in greater shoot growth (2,2 and 2,8 c¢cm), number of leaves (3,0 and 3,8) and number of nodes
(1,60 and 2,2).
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1. INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) ¢ uma espécie frutifera da familia Apocynaceae,
nativa de paisagens de tabuleiros costeiros com solos de textura arenosa, baixada litoranea e
cerrados do Brasil, constitui-se em uma das mais importantes matérias primas para a industria
de sucos e sorvetes do Nordeste. Essa frutifera esta entre as dez espécies selecionadas como de
altissima prioridade pelo programa Plantas do Futuro do CNPq/World Bank/GEF/MMA/Probio,
com maior potencial de uso imediato entre as fruteiras nativas da regido Nordeste (Ferreira et
al., 2005).

Segundo Lemos et al. (2006), plantas elite podem estar se perdendo e a pesquisa cientifica
precisa desenvolver meios para fixar vegetativamente estas, sob o risco de se extinguir um dos
mais ricos bancos naturais de germoplasma da espécie. Além disso, a introdu¢do da mangabeira
ao cultivo comercial depende, entre outras, da determinagdo de técnicas adequadas de
propagacdo assexuada. A propagagdo dessa fruteira no Nordeste tem sido feita principalmente
por meio de sementes. Esse tipo de propagagdo apresenta desvantagens, como longo periodo de
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imaturidade das plantas e a variabilidade genética das progénies em desenvolvimento,
quantidade e qualidade dos frutos produzidos, além de outros caracteres agrondmicos
importantes na produgdo comercial (Pereira et al., 2006).

A propagagao da mangabeira por métodos tradicionais tem sido dificultada devido ao fato das
sementes serem recalcitrantes, além de ser uma espécie aldgama, resultando em alto grau de
variabilidade de muitas caracteristicas de importancia econdmica quando propagada por
sementes (Campbell, 1996). O cultivo comercial da mangabeira no Nordeste depende, entre
outras, da determinag@o de técnicas adequadas de propagagao.

Técnicas de cultura de tecidos tém sido aplicadas como estratégias complementares para a
conservacdo de recursos genéticos vegetais e apresentam vantagens (NASS, 2001), como a
manuten¢do de um grande nimero de acessos num pequeno espago fisico e livres dos riscos que
existem em condi¢des ex vitro. Dentre diversos explantes, os embrides zigéticos tém sido
utilizados para protocolos de criopreservagao.

A cultura de embrides promove: o controle da embriogénese; da produgdo de haploides, a
quebra de dorméncia, producdo de plantulas assépticas, além de elucidar problemas
relacionados a nutricdo do embrido no 6vulo (COLLINS; GROSSER, 1984; HU; FERREIRA,
1998).

A utilizagdo de métodos de propagacdo in vitro apresenta inimeras vantagens como, por
exemplo, a manutengdo de caracteristicas da planta-mée e o rapido incremento do nimero de
plantas, promovendo a implantagdo de plantios uniformes. Apesar dos grandes avangos das
técnicas de cultura de tecidos, o estabelecimento de protocolos eficientes que estimulem a
organogénese e¢/ou embriogénese em plantas lenhosas € muito limitado, fato que se deve a
recalcitrancia da maioria dessas espécies. No entanto, alguns trabalhos tém demonstrado o
potencial e a viabilidade de regeneragdo in vitro da mangabeira (Pereira Neto, 1991; Aloufa,
2003; Costa et al., 2003; Fonseca et al., 2003; Lemos, 2003; Moreira et al., 2003; Machado et
al., 2004, citados por Lemos et al., 2006).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do acido naftaleno acético (ANA) e
do benzilaminopurina (BAP) na conversdo in vitro de embrides zigoticos de mangabeira, ¢ o
desenvolvimento de métodos e técnicas eficientes de aclimatagdo de plantulas de mangaba
oriundas da cultura in vitro de embrides zigoticos.

2. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa
Tabuleiros Costeiros, em Aracaju-Sergipe.

2.1.Germinacio in vitro de embrides de mangaba

Sementes obtidas de frutos maduros de plantas matrizes de populagdo nativa de mangabeira
da Estacdo Experimental de Itaporanga, SE. As sementes foram desinfestadas (alcool e
hipoclorito de sddio) em camara de fluxo laminar (Figura 1) e, em seguida, tiveram seus
embrides zigoticos extraidos e inoculados em tubos de ensaio com meio de cultura MS
gelificado com 0,3 g L-1 de Phytagel® e suplementado com 3,0 g L-1 de sacarose. Foram
testados os seguintes tratamentos: ANA (0; 0,2; 0,4 ¢ 0,6 mg L-1) combinado com BAP (0; 0,5;
le2mgL-1).
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Figura 1. A - Fruto da mar_zgabeira colhida para a extragdo da semente; B - Remogdo da olpa do fruto;
C - Sementes de mangaba lavadas; D - Assepsia das sementes de mangaba em camara de fluxo laminar
(Fonte: Karla Freire, 2008).

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 4
X 4 (4 concentracdes de ANA x 4 de BAP) e trés repetigdes, sendo cada parcela experimental
composta de quatro tubos de ensaio contendo um embrido cada. O pH foi ajustado para 5,8 ¢
todos os tratamentos submetidos a esterilizagdo em autoclave a 120°C durante 15 minutos. Apos
o0 semeio, as culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura variando de 27 +
2° C, umidade relativa do ar média em torno de 70% e fotoperiodo de 12 horas de luz branca
fria (52 pmol m™s™ de irradiancia).

Quarenta e cinco dias apds inoculagdo, foram avaliadas a porcentagem de plantulas normais,
o comprimento da parte aérea, nimero de folhas, nimero de raizes e porcentagem de explantes
com formacgdo de calo. Como plantulas normais, foram consideradas aquelas que apresentavam
crescimento da parte aérea ¢ do sistema radicular. As médias das varidveis foram submetidas a
analise de variancia e comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

2.2. Aclimatacao de plantulas de mangaba oriundas de cultura de embriao

Foram utilizadas plantulas com, aproximadamente, 90 dias de cultivo in vitro, que apods a
retirada dos frascos com meio de cultura, tiveram seu sistema radicular lavado em agua
corrente. O transplantio foi realizado em copinhos de 300 cm’, contendo os seguintes substratos
esterilizados: T1- areia lavada; T2- areia + p6 da casca de coco seco (1:1) e T3- vermiculita +
areia (1:1).

As mudas permaneceram em estufa com sistema de irrigagdo com microaspersdao e 60% de
sombreamento por 60 dias. A cada sete dias, foi realizada a suplementa¢do com meio de cultura
de Murashige & Shoog (1962), com metade da concentracdo de sais, vitaminas e aminoacidos.
No periodo inicial de sete dias foi utilizado um saco plastico para simular a camara imida.
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O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com 3 tratamentos e 5
repeticoes. Cada parcela experimental foi composta de dois recipientes com uma muda.

As avaliagdes relacionadas ao crescimento das plantas (altura de plantula, nimero de folhas,
numero de raizes e vigor) foram realizadas aos 120 dias apos a transferéncia para condigdes ex
vitro.

Plantulas de mangaba com aproximadamente 90 dias oriundas da cultura de embrides, serdo
retiradas dos frascos e terdo seu sistema radicular lavado em agua corrente.

Os dados experimentais foram submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos
comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 5 % de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Germinacio in vitro de embrides de mangaba

Conforme analise de varidncia ndo houve efeito significativo da interacio ANA ¢ BAP para
os caracteres avaliados. Entretanto, houve efeito significativo do ANA para o comprimento da
parte aérea, nimero de folhas e percentagem de plantulas normais e de explantes com calo
(Tabela 1). O efeito do BAP foi observado somente para a percentagem de explantes com calo.

Tabela 1. Médias da percentagem de pldantulas normais (% PN), comprimento da parte aérea (CPA),
numero de folhas (NF), numero de raizes (NR) e percentagem de explantes com formagdo de calo (% EC)
aos 45 dias de cultivo de embrides zigoticos de mangabeira em meio MS com diferentes concentragoes de

ANA e BAP.
Tratamentos PN (%) CPA (cm) NF NR EC (%)
ANA (mg L")

0 91,67a 3,33ab 5,25a 1,67a 0d
0,2 95,83a 4,08a 4,50ab 2,42a 6,25¢cd
0,4 50,00b 2,17b 2,83b 2,58a 42,08a
0,6 85,00a 3,08ab 4,33ab 2,91a 22,91b

BAP (mg L")

0 86,67a 2,83a 3,17b 2,42a 5,63a
0,5 74,17a 2,58a 3,25b 2,25a 17,91ab
1,0 83,33a 3,58a 5,25a 2,92a 15,00ab
2,0 78,33a 3,66a 5,25a 2,00a 32,50a

Meédias seguidas na coluna por letras minusculas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Obteve-se de 50 a 95,83% de plantulas normais na presenca de ANA e de 74,14 a 83,33% na
presenca de BAP. Estes resultados foram superiores aos obtidos por Costa et al. (2003) que néo
alcancaram €xito na germinagao de embrides zigoticos que se apresentaram necrosados em meio
MS na presenga de 2,0 mg L-1 de BAP. Na concentragdo de 0,2 mg L-1 de ANA observou-se
um maior incremento da parte aérea das plantulas in vitro, com aumentos no comprimento e
numero de folhas. A presenga de 1,0 ¢ 2,0 mg L-1 de BAP favoreceu a formacao de folhas nas
plantulas de mangabeira.

A presenca de BAP e de ANA em concentragdes de 0,4 ¢ 0,6 mg L-1 respectivamente, no
meio de cultura, induziu processos morfogénicos nao-desejaveis como a formagao de calos, na
germinacdo in vitro dos embrides. Isto porque, embrides excisados no estadio maduro ou
proximo a esse sao quase autotroficos e, em geral, dependendo da espécie, ndo ha necessidade
de suplementacdo de fonte de energia e os reguladores de crescimento tornam-se dispensaveis
(HU & FERREIRA, 1998).
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Figura 2. A- Embrido de mangaba com desenvolvimento inicial da parte aérea e da raiz; B- Plantula de
mangaba oriunda de cultura de embrido apos 45 dias (Fonte: Karla Freire, 2008).

3.2 Aclimatacao de pliantulas de mangaba oriundas de cultura de embriao

No estudo de aclimatagdo de plantulas de mangaba oriundas de cultura de embrido, nio
houve efeito significativo dos tratamentos para os caracteres avaliados. Nos tratamentos T1, T2
e T3 foram observados 1,11; 1,61 ¢ 1,5% de comprimento da parte aérea das plantulas, 1,4; 3,8
e 3% de namero de folhas respectivamente (Tabela 2). A porcentagem de contaminagdo das
plantulas foi baixa variando de 6 a 10%, porém a porcentagem de oxidacdo observou-se
relativamente alta nos tratamentos.

Apesar de ndo terem sido observadas diferengas significativas entre os tratamentos, o
substrato do tratamento 2, observou-se uma maior percentagem de comprimento da parte aérea e
numero de folhas em relagdo aos outros tratamentos, ¢ uma baixa oxidagdo das plantulas nos
tratamentos T1 e T2 . No tratamento 3, observou-se a menor oxidagdo em relagdo aos demais
tratamentos (63%).

Estudos adicionais sobre o efeito da aclimatagdo em plantulas de mangaba em diferentes
combinagdes de substrato deverdo ser conduzidos para indugdo de um sistema eficiente ex vitro,
além da determinacdo do rendimento, avaliagdo do vigor das culturas e um protocolo eficiente
de aclimatacdo de mudas.

Tabela 2. Médias da percentagem do comprimento da parte aérea (CPA), numero de folhas (NF),
percentagem de plantulas contaminadas (CONT) e com oxidagdo (OXI) aos 30 dias de plantulas de
embrides zigoticos de mangabeira em diferentes substratos esterilizados.

Tratamentos CPA (cm) NF CONT (%) OXI (%)
T1 I,11a 1,4a 6a 88 a
T2 1,61 a 3,8a 6a 71 a
T3 1,5a 3a 10a 63 a

Meédias seguidas na coluna por letras minusculas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
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Figura 3. Aclimata¢do de plantulas de mangaba.

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e nas condi¢des em que o trabalho foi conduzido, pode-se
concluir que para a conversdo de embrides zigéticos maduros de mangabeira ¢ dispensavel a
presenca de ANA ou BAP no meio de cultura.

Os substratos com areia ¢ pd da casca de coco seco (1:1) e vermiculita e areia (1:1)
proporcionaram maior crescimento da parte aérea (2,2 e 2,8 cm), nimero de folhas (3,0 € 3,8) e
numero de nods (1,60 e 2,2) das plantulas de mangaba na fase de aclimatagao.

Estudos adicionais sobre o efeito da aclimatagdo em plantulas de mangaba em diferentes
combinagdes de substrato deverdo ser conduzidos para indugdo de um sistema eficiente ex vitro,
além da determinacdo do rendimento, avaliagdo do vigor das culturas e um protocolo eficiente
de aclimatacdo de mudas.
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