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Vocé nao sabe o quanto eu caminhei
Pra chegar ate aqui

Percorri milhas e milhas antes de dormir
Eu ndo cochilei

Os mais belos montes escalei

Nas noites escuras de frio chorei

A Vida ensina e o tempo traz o tom

Pra nascer uma cangao

Com a fé do dia-a-dia

Encontro a solucéo

(A estrada — Toni Garrido)
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RESUMO

SANTOS, MICAELE DA COSTA. Conservacao in vitro de mangabeira nativa da
Regiao Nordeste do Brasil. Sergipe: UFS, 2010. 55p. (Dissertagdo — Mestrado em
Biotecnologia)

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma frutifera tropical encontrada em
diferentes regides do pais, sendo mais abundante em areas de tabuleiros costeiros e
baixadas litoraneas da Regido Nordeste, onde é explorada de forma extrativista e vem
sofrendo acelerado processo de erosdo genética. O desenvolvimento de métodos de
conservagao dos recursos genéticos ainda disponiveis torna-se imprescindivel. Este
trabalho teve como objetivo o aprimoramento técnico-cientifico da conservagao in vitro
por crescimento lento de mangabeira. Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério
de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa Tabuleiros Costeiros. Para avaliar o efeito
da sacarose e sorbitol segmentos nodais foram inoculados em tubos de ensaio com 25
mL de meio de cultura MS suplementado com 1 mg.L™" de &cido indol acético (AIA) e 1
mg.L™" de benzilaminopurina (BAP) e diferentes concentragdes de sorbitol (10; 20 e 40
g.L™"), combinadas com 0 e 15 g.L"' de sacarose. Para avaliar o efeito do &cido abscisico
(ABA), do tipo de recipiente e vedagao os segmentos nodais foram inoculados em frascos
tipo “maionese” e em tubos de ensaio com 25 mL de meio MS, suplementado com 30 g.L
' de sacarose, contendo 0 ou 0,5 mg.L™" de ABA combinadas com tampa plastica e tampa
de papel aluminio. Para o estudo do efeito do manitol e tempo de cultivo dois acessos de
mangabeira foram inoculados em meio MS combinados com 0; 5; 10; 15 e 20 g.L' de
manitol. Foi realizada a quantificacdo da prolina em microestacas provenientes de meio
de conservacdo contendo 10 e 20 g.L"' de sorbitol. Na etapa de recuperagdo do
crescimento explantes conservados in vitro por 120 dias, nos experimentos anteriores
foram inoculados em meio de cultura MS sendo a viabilidade das culturas avaliadas aos
30 e 60 dias. E viavel a manutengao de segmentos nodais na auséncia de sacarose e na
presenca de 10 ou 20 g.L" de sorbitol assim como de segmentos nodais na presenca de
0,5 mg.L'1 de ABA em tubos de ensaio vedados com tampa de papel aluminio por 120
dias. E viavel a conservacao de plantulas germinadas in vitro em meio com 15 e 20 g.L™
de manitol por 180 dias. Observa-se maior acumulo de prolina em entre-nés do que em
folhas de mangabeira. Explantes mantidos na presenca de 10 g.L" de sorbitol e na
auséncia de sacarose e na presenca de 0,5 mg.L"' de ABA na fase de conservacio
apresentam maior viabilidade na recuperagéo do crescimento.

Palavras-chave: Hancornia speciosa Gomes, crescimento lento e reguladores osmoéticos.

Comité de Orientagcéo: Ana da Silva Lédo — Embrapa Tabuleiros Costeiros
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ABSTRACT

SANTOS, MICAELE DA COSTA. In vitro conservation of native mangaba tree native
of northeast of Brazil. Sergipe: UFS, 2010. 55p. (Dissertation — Master of Science in
Biotechnology)

Mangaba tree (Hancornia speciosa Gomes) is a tropical fruit found in different
regions of the country, being more abundant in areas of coastal tablelands and lowlands
of Northeast region, where it is explored in an extractive way and it is suffering an
accelerated process of erosion genetics. The development of methods for conservation of
genetic resources still available it is essential. This work aimed at improving technical and
scientific in vitro conservation by slow growth of mangaba tree. The work was done at the
Laboratory of Plant Tissue Culture of Embrapa Coastal Tablelands. To evaluate the effect
of sucrose and sorbitol nodal segments were inoculated in test tubes with 25 mL of MS
medium supplemented with 1 mg.L" of indol acetic acid (IAA) and 1 mg.L" of
benzylaminopurine (BAP) and different sorbitol concentrations (10; 20 and 40 g.L™")
combined with 0 and 15 g.L™" of sucrose. To evaluate the effect of abscisic acid (ABA) and
the recipient and sealing types, nodal segments were inoculated in "mayonnaise" flasks
and in test tubes with 25 mL of MS medium supplemented with 30 g.L"' of sucrose,
containing 0 or 0.5 mg.L™" of ABA combined with plastic lid and aluminum foil. To study the
effect of the mannitol and cultivation time two mangaba accessions were inoculated on
MS medium supplemented with 0; 5; 10; 15 and 20 g.L" of mannitol. The proline
quantification was done in mangaba microcuttings from conservation medium containing
10 and 20 g.L" of sorbitol. In the recovery stage of the growth explants conserved in vitro
for 120 days, in the previous experiments were inoculated on MS medium and the viability
of crops evaluated at 30 and 60 days. It is feasible to maintain nodal segments in the
absence of sucrose in the presence of 10 or 20 g.L™" of sorbitol and nodal segments in the
presence of 0.5 mg.L" of ABA in test tubes sealed with aluminum foil lid for 120 days. It is
possible the conservation of seedlings germinated in vitro in MS culture medium with 15
and 20 g.L" of mannitol for 180 days. Larger proline accumulation is observed in stem
than in leaves of mangaba tree. Explants maintained in the presence of 10 g.L™" of sorbitol
and sucrose absence and in the presence of 0.5 mg.L™" of ABA at conservation present
higher viability in the growth recovery.

Key words: Hancornia speciosa Gomes, slow-growth and osmotic regulators.

Advisor: Ana da Silva Lédo — Embrapa Tabuleiros Costeiros



1 INTRODUGAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma fruteira tropical encontrada
vegetando espontaneamente desde o cerrado da regido Centro-Oeste até as regides
Norte e Sudeste, sendo mais abundante nas areas de tabuleiros costeiros e baixadas
litoraneas da Regido Nordeste, onde é colhida quase toda mangaba produzida no Brasil.
E uma das frutas mais apreciadas no Nordeste apresentando boa digestibilidade e valor
nutritivo, e tem larga utilizacdo como polpa congelada para producao de sucos, sorvetes,
doces, geleias, além da fabricacao de vinhos licores e vinagres.

No Nordeste a mangabeira é explorada de forma extrativista e vem sofrendo
acelerado processo de erosao genética em razdo da grande expansdo imobiliaria na
baixada litoranea. A perda de plantas elites, agravando esse panorama, demanda o
desenvolvimento de métodos de conservagao, para que se elimine o risco de extingcao
dos bancos naturais de germoplasma da fruteira.

A mangabeira foi selecionada entre as dez espécies de altissima prioridade pelo
programa Plantas do Futuro do CNPg/Banco Mundial/Global Environment Facility
/Ministério do Meio Ambiente (MMA)/Probio coordenado pelo MMA, com maior potencial
de uso imediato entre as fruteiras nativas da regido Nordeste. Dentre as estratégias de
conservagao de germoplasma, a biotecnologia desponta como ferramenta de impacto na
area de recursos genéticos.

Entre as técnicas biotecnol6gicas a cultura de tecidos apresenta-se como uma das
de maior éxito, pois inclui métodos de propagacdo e conservagao de germoplasma. A
manutengao de colegdes in vitro vem sendo considerada como um método alternativo e
complementar a conservacdo de germoplasma, principalmente para as espécies
propagadas vegetativamente e para as espécies que sao recalcitrantes e nao pode ter
suas sementes conservadas a baixas temperaturas e umidade, como a mangabeira. O
método de conservagao por crescimento lento baseia-se na redugdo do metabolismo da
planta, sem afetar sua viabilidade. Essa redugdo metabdlica pode ocorrer através de
diminuicdo na intensidade de luz ou temperatura, acréscimo de retardadores de
crescimento ao meio de cultura; ou reducdo da concentragdo dos componentes do meio
de cultura.

Existem poucos trabalhos sobre conservagao in vitro de fruteiras nativas do Brasil.
Para a variedade botanica de mangabeira da regido Nordeste apenas um trabalho
recentemente foi conduzido pela Embrapa Tabuleiros Costeiros. Dentre os problemas
para a conservagao in vitro de mangabeira, pode-se destacar a alta absciséo foliar das
culturas devido ao acumulo de etileno nos frascos. O aprimoramento de protocolos para
melhorar o vigor das culturas e aumentar o tempo de manutencdo das mesmas sob
crescimento lento sdo necessarios.

Este trabalho teve como objetivo geral o aprimoramento do conhecimento técnico-
cientifico para a conservacao in vitro de genétipos de mangabeira das areas litoraneas do
Estado de Sergipe. Para tanto foram conduzidos estudos sobre o efeito de retardantes
osmoticos e hormonais na desaceleragcao do crescimento in vitro, tipos de vedacao e de
recipientes na fase de crescimento lento e o desempenho das culturas na etapa de
retomada do crescimento.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ocorréncia, origem boténica e importancia econémica da mangabeira

A mangabeira é uma planta frutifera de clima tropical, nativa do Brasil e
encontrada em varias regides do Pais, desde os tabuleiros costeiros e baixada litoranea
do Nordeste até os cerrados das regides Centro-Oeste, Norte e Sudeste (MONACHINO,
1945; VIEIRA NETO, 2002). A temperatura média ideal para a espécie esta entre 24 e
26°C, embora se encontre em zonas com temperaturas minimas e maximas de 15 e
43°C, respectivamente. Apresenta maior desenvolvimento vegetativo nas épocas de
temperatura mais elevadas, e é encontrada em varias altitudes, desde o nivel do mar até
em areas com 1.500 m. A pluviosidade ideal pode estar entre 750 e 1.600 mm anuais,
sendo tolerante a periodos de déficit hidrico. Os solos nos quais se desenvolve sao
pobres e de textura arenosa, predominantes da regiao de cerrados, tabuleiros costeiros e
baixada litoranea, desde o0s neossolos quartzarénicos (areias quartzosas) até os
argissolos e latossolos (WISNIEWSKI & MELO, 1982; LEDERMAN et al., 2000).

A mangabeira esta entre as primeiras espécies frutiferas cuja ocorréncia foi
relatada pelos exploradores da costa do Brasil no século XVI (SILVA JUNIOR & LEDO,
2006). Segundo Ferreira (1973) a palavra “mangaba” é de origem indigena (ma’gawa) e,
significa “coisa boa de comer”. Além da denominagdo “mangaba”, existem outras
variantes usadas para nomear o fruto e a arvore no Brasil: mangabeira, mangaiba,
mangabiba, mangalva, mangareiba, mangava, manguba, mangabeira-agreste,
mangabeira-brava, mangaba-das-caatingas, mangabinha-das-caatingas, mangabeira-do-
norte, mangabeira-mansa, mangabeira-ovo, mangabeira-rana, mangabeira-branca,

mangabeira-vermelha, mangabeira-de-goias, mangabeira-de-minas, _ tembiu,
tembiucatinga e catu (MONACHINO, 1945; BLOSSFELD, 1967; PIO CORREA, 1969;
BAHIA, 1979).

Na classificagdo de Cronquist (1988), esta agrupada botanicamente nos seguintes
taxons: Reino Plantae, Divisdo Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Subclasse
Asteridae, Ordem Gentianales, Familia Apocynaceae e Género Hancornia. A familia
Apocynaceae no Brasil comporta em torno de 95 géneros e 850 espécies (SOUZA &
LORENZI, 2008). O género Hancornia é considerado monotipico e por isso, sua unica
espécie, identificada pelo botanico portugués Bernardino Anténio Gomes, é Hancornia
speciosa.

Conforme descrigdo botanica de Monachino (1945) a mangabeira é uma arvore de
porte médio com 4 a 7 m de altura, podendo chegar até 15 m, de crescimento lento, copa
ampla, as vezes mais espalhada que alta (Figura 1A). O tronco é geralmente Unico,
tortuoso ou reto, com 0,2 a 0,3 m de didametro. Os ramos séo inclinados, numerosos,
separados e bem formados, de cortice levemente suberoso. Os ramos jovens sao de
coloracao violacea, lisos até um ano de idade, meio angulosos, curtos, com poucas
folhas, floriferos no apice. Caule rugoso e aspero com 2 a 3 bifurcagdes na altura média
de 40 a 50 cm da base. Toda a planta exsuda latex de cor branca ou réseo-palida.

As folhas, geralmente deciduas, sdo opostas, simples, uniformemente espacadas,
coriaceas, elipticas, oblongo ou eliptico-lanceoladas nas duas extremidades, as vezes
obtuso-subacuminadas no apice, possuindo de 3,5 a 10 cm de comprimento e 1,5 a 5 cm
de largura, glabras ou pubescentes, oliviceoenegrescentes na face ventral, mais
descoradas na dorsal; peciolo de 3 a 15 mm, axilar, fino, glabro ou pubescente,
biglanduloso. A inflorescéncia em dicasio terminal em ramos novos do ano, com 2 a 4 ou
até 5 flores hermafroditas em forma de campanula, ocasionalmente flores isoladas; corola
hipocatenforme, de pré-floragdo contorcida, branca e posteriormente résea ou amarela,
tubulosa, perfumada; tubo polinico de 3 a 4 cm de comprimento, lobos de 1,0 a 1,5 cm de
comprimento; pedicelos de 6 a 8 mm, desaparecendo junto a um célice de 1 a 2 mm de



comprimento, que é glabro ou pubescente, com 5 lacinios ovais, obtusos, de margem
ciiada. O androceu possui 5 estames, epipétalos; anteras lanceoladas com
aproximadamente 2 mm de comprimento, de filetes curtos e deiscéncia rimosa. O
gineceu possui ovario pequeno (aproximadamente 2 mm de comprimento), unicarpelar,
pluriovular e glabro; estilete longo (2,5 cm de comprimento) com estigma tipico da familia
(em carretel) (MONACHINO, 1945).

O fruto do tipo baga é elipséide ou arredondado (Figura 1B), com 2 a 6 cm,
exocarpo amarelo, com manchas avermelhadas, polpa bastante doce, carnoso-viscosa,
acida, contendo geralmente 2 a 15 sementes discéides, com 7 a 8 mm de didametro,
castanho claras, delgadas e rugosas. O peso de 100 sementes com 50% de umidade é
de aproximadamente 18 g. Apresenta, normalmente, na regido dos cerrados, floragao
durante o periodo de agosto a novembro, com pico em outubro. A frutificagdo pode
ocorrer em qualquer época do ano, mas concentra-se principalmente de julho a outubro
ou de janeiro a abril (SOARES et al., 2009).

O fruto verde é venenoso e impréprio para o consumo, causando intoxicagdes que
podem levar a morte. O latex extraido do tronco da mangabeira é utilizado para a
producdo de borracha. Algumas partes da planta tém aplicagdo na medicina popular,
como a casca, que possui propriedades adstringentes e o latex, que é empregado contra
doencas pulmonares, tuberculose, Ulceras e herpes (MONACHINO, 1945; BRAGA, 1960;
BAHIA, 1979), enquanto que o cha das folhas é usado para célica menstrual (RIZZO et
al., 1990) e a madeira aproveitada como lenha de boa qualidade.

ué Francisco Foto: Ana Lédo
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Figura 1. Aspectos da planta e frutos da mangabeira (Hancornia speciosa Gomes)
variedade botanica do Nordeste.

A mangabeira inicia a sua produgao entre o terceiro e o quinto ano apos o plantio,
sendo que, a partir do quinto ano, a cultura pode alcangar produtividades de 10 a 12 t.ha
(SILVA JUNIOR, 2004).

A produgédo do fruto & quase que totalmente extrativista e em 2008 a regido
Nordeste produziu 707 toneladas de frutos (IBGE, 2010). O Estado de Sergipe foi 0 maior
produtor da fruta com uma produgao de 397 toneladas, seguido por Bahia, Paraiba e Rio
Grande do Norte, com 142, 99 e 60 toneladas, respectivamente. A produgéo de borracha
a partir da extragdo do seu latex atingiu sua época aurea na Segunda Guerra Mundial,
entretanto, o excelente desempenho técnico da borracha de Hevea fez com que essa
atividade fosse abandonada.

O mercado para mangaba encontra-se principalmente nas regides Norte e
Nordeste do Brasil. Em Sergipe, € uma das frutas mais abundantes e procuradas nas
feiras livres, atingindo prego superior ao da uva e de outras frutas nobres. Atualmente ja
ocorre a comercializagdo em supermercados, de frutos em bandejas de isopor revestidas



com filme de PVC com capacidade para 500g e de polpa congelada. Além do consumo in
natura, o maior aproveitamento da mangaba se da na forma de sucos, doces, sorvetes e
geléias, além da fabricagdo de vinhos, licores e vinagres, sendo esse processamento
feito por pequenas empresas e também por uma grande empresa produtora de sorvetes
da regiao Nordeste (LEDERMAN et al., 2000; ALOUFA, 2003).

2.2 Biotecnologia e recursos genéticos

A atual biodiversidade é o resultado de 3,5 milhdes de anos de evolugao, onde
todos os organismos vivos hoje conhecidos, bem como todos aqueles que viveram antes
e ainda sdo desconhecidos, desenvolveram-se a partir de um microrganismo primitivo por
meio de processos de mutagéo e selegcdo (BRAUN, 2001). Entdo, de uma forma ampla
biodiversidade é definida como, a variabilidade de organismos vivos de todas as origens,
compreendendo a totalidade de genes, espécies, ecossistemas e complexos ecoldgicos,
e é expressa em termos de diferengas entre ecossistemas; entre espécies e entre seres
da mesma espécie. A biodiversidade é uma das propriedades fundamentais da natureza,
responsavel pelo equilibrio e estabilidade dos ecossistemas, tendo, por isso, valor
intrinseco, além de fonte de imenso potencial de uso econdmico (BARBOSA, 2001).

Recursos genéticos é uma fragdo da biodiversidade, os quais sdo definidos como
espécies de plantas, animais e microrganismos de valor atual ou potencial, e sdo usados
pelo homem para promover o desenvolvimento sustentavel da agricultura e producao de
alimentos. Os recursos genéticos tratam da variabilidade genética entre as espécies
(variabilidade interespecifica) de grupos de espécies de plantas de interesse agricola
para as suas regides de origem, e da variabilidade dentro de cada espécie (variabilidade
especifica), com fins de utilizacdo para a pesquisa em melhoramento genético e em
biotecnologia (GOEDERT, 2007).

No mundo estao identificadas, descritas e catalogadas cerca de 250 mil espécies
de plantas superiores, destas aproximadamente 30 mil sdo comestiveis e 7 mil cultivadas
ou coletadas pelo homem para a alimentagéo, vestuario, moradia e saide (GOEDERT,
2007). O Brasil possui um grande manancial de recursos genéticos, capaz de assegurar
o0 uso sustentavel do capital bidtico e abiodtico de forma vantajosa, com o emprego
consciente do capital intelectual. Trata-se de um pais que ostenta os cinco principais
biomas implantados em seus 851 milhdes de hectares, o quinto maior em extensao do
globo terrestre, onde somente para plantas o montante de 55 mil espécies, muitas delas
endémicas do pais, corresponde a 21% do total mundial catalogado (VILELA-MORALES
& VALOIS, 2000).

Apesar de toda essa riqueza, o Brasil é altamente dependente dos produtos
exoticos, onde o intercdmbio de forma sistematica € crescente desses recursos € de
suma importancia para o desenvolvimento sustentavel de um pais (GOEDERT,
2007). E essa dependéncia continuara, pois a pesquisa voltada para o desenvolvimento
de novas variedades vegetais e ragas animais necessitara de materiais genéticos que
apresentam caracteristicas de adaptacdo ecolégica, como resisténcia as pragas e
doencas que ocorram no Pais e a adaptacdo as condicbes adversas do ambiente
(GIACOMETTI, 1993).

As atividades antropicas (desenvolvimento tecnoldgico e industrial, expansao das
fronteiras agricolas, uso irrestrito de pesticidas, devastacao das florestas, aumento das
espécies em extingdo, dentre outros) estdo mudando fundamentalmente e, em muitos
casos, de forma irreversivel, a diversidade da vida no planeta (BOFF, 2009; MCT, 2009).

Diante da problematica da extincido de espécies criou-se o modelo de uso
sustentavel da biodiversidade, onde uma parcela significativa da sociedade acredita que
a biotecnologia utilizada criteriosamente como instrumento de promocdo do
desenvolvimento sustentavel contribuira para a solugcdo de problemas que hoje



representam riscos potenciais a sociedade e ao ambiente. A biotecnologia podera
promover o aumento da produtividade agricola, gerar novas técnicas de controle
biolégico, melhorar o teor nutritivo dos alimentos e possibilitar avancos no setor da
terapéutica (MCT, 2009).

A aplicagcao dos principios genéticos tem possibilitado progressos significativos na
geracdo de gendtipos superiores de plantas ao longo dos anos. Nas Ultimas quatro
décadas, as ciéncias biologicas lograram avancos consideraveis como desenvolvimento
de uma série de técnicas que tem permitido estudar as plantas aos niveis celular e
molecular. Esses novos enfoques compdéem o que se denomina de biotecnologia
(SOUZA et al., 2006).

A conservacgao de recursos genéticos pelos processos tradicionais é feita por meio
da preservacgao in situ (protecdo no habitat), no local de origem das espécies ou em
centros de biodiversidade genética. Utilizando-se a biotecnologia é possivel preservar
plantas pela conservacdo ex sifu de recursos genéticos de sementes, colegdes vivas,
colecbes in vitro, banco de germoplasma fora de seu habitat natural, entre outras. No
futuro, recursos genéticos poderdo ser conservados como DNA puro, ao invés de
sementes ou tecidos, e ja é realidade a conservacido de embrides, tecidos, évulos e de
pélen. Ambas as conservagoes, in situ e ex situ, podem ser facilitadas e expandidas com
o desenvolvimento de técnicas biotecnoldgicas (GARCIA, 1995).

Biotecnologia refere-se a qualquer técnica que utilize organismos vivos ou suas
partes para fazer ou modificar produtos, melhorar plantas e animais, ou desenvolver
microrganismos para fins especificos (RAMALHO et al., 2000). O termo geral,
biotecnologia também é usado para incluir as aplicagées dos atuais métodos cientificos e
técnicas de modificagdes, bem como melhoramento de sistemas biolégicos em plantas,
animais, microrganismos ou cultura de células (LEWIN, 2000; MANTELL et al., 1994).

Entre os diversos procedimentos biotecnol6gicos, sem divida alguma, o ramo da
biologia celular e particularmente a cultura de tecidos é o que mais éxito alcancgou,
inclusive por ser o que vem sendo estudado ha mais tempo. A cultura de tecidos envolve
um grupo heterogéneo de técnicas que tém sido empregadas ndo apenas em estudos
basicos da biologia das plantas como também abrange recentes e importantes métodos
que permitem a propagacgao de plantas isentas de virus e outros patdgenos sistémicos ou
nao e a geracao de novos gendtipos em laboratério (SOUZA et al., 2006). Permite ainda
aperfeicoar a interacdo entre fatores abiéticos (nutricionais, luminosos, temperatura etc.)
e biéticos (hormonais e genéticos), resultando em plantas sadias, vigorosas e
geneticamente superiores, que podem ser multiplicadas massivamente.

Dentro desse contexto, a depender do explante, o crescimento pode ocorrer de
forma organizada ou desorganizada (SOUZA et al., 2006). A técnica é baseada na
totipotencialidade da célula vegetal, ou seja, na sua capacidade de, por si sb, originar
uma nova planta, devido as mesmas encerrarem em seu nucleo, toda informagao
genética para isto (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Mas para George &
Sherrington (1984), embora o termo cultura de tecidos seja empregado de forma coletiva
para descrever todos os tipos de cultivo in vitro de plantas, deveria se referir apenas a
cultura de calos e tecidos desorganizados.

O dominio das técnicas de cultura in vitro de tecidos contribuiu ndo apenas para a
aplicagao pratica, mas também para a solugdo de questdes basicas relacionadas com a
biologia, fisiologia, bioquimica e genética de plantas (WITHERS, 1982). O emprego
racional dessa técnica propicia a producdo comercial de milhares de muda de alta
qualidade e com manutencao de fidelidade genética, aspecto fundamental para a
conservagao in vitro de germoplasma, como também gera a variabilidade tao importante
para o de melhoramento genético.



2.3 Recursos genéticos da mangabeira na regiao Nordeste

A diversidade vegetal brasileira abrange cerca de 60 mil espécies, incluindo entre
elas 500 espécies de frutiferas nativas, na maioria pouco estudada. Dentro dessas
espécies, a mangabeira, de ocorréncia natural nos tabuleiros costeiros, baixada litoranea
e cerrados do Brasil, tem quase sua totalidade de recursos genéticos completamente
desconhecida (SILVA JUNIOR, 2003; SOUSA et al., 2007). A mangabeira esta entre as
dez espécies selecionadas como de altissima prioridade pelo programa Plantas do Futuro
do CNPg/Banco Mundial/Global Environment Facility /Ministério do Meio Ambiente
(MMA)/Probio coordenado pelo MMA, sendo considerada a fruteira de maior potencial
para uso imediato entre as fruteiras nativas da Regido Nordeste (FERREIRA et al., 2005;
ROMERO, 2009).

No Nordeste as areas mais densamente povoadas e de maior antropizacao sao as
baixadas litoraneas e os tabuleiros costeiros, bem como as areas de uso agricola mais
intensificado, exploradas desde a época do Descobrimento; inicialmente por meio do
extrativismo e, em seguida, pelas monoculturas, entre outras atividades como a pecuaria,
que transformaram drasticamente a paisagem da regiao (SILVA JUNIOR, 2003).

A ocupacao da regido e a exploracao desordenada desses cultivos e criacoes
levaram a extincdo de espécies nativas, a perda irreparavel de variabilidade genética e a
degradacao de grande parte dos recursos naturais existentes, sobretudo a cobertura
vegetal (SILVA JUNIOR & LEDO, 2006). A mangabeira configura entre as espécies que
estdo sendo afetadas por essa perda e, apesar de nao constar em nenhuma lista de
espécies em extincdo, apresenta o seu germoplasma bastante ameacado em diversos
estados do Nordeste (LEMOS et al., 1989).

As colecoes de germoplasma dessa espécie no Nordeste pertencem a Embrapa
Tabuleiros Costeiros, na Reserva do Caju no Municipio de ltaporanga d’Ajuda — SE com
23 acessos, e a Empresa Estadual de Pesquisa Agropecuaria da Paraiba - EMEPA-PB,
esta Ultima com 324 acessos oriundos da Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte e
instalada em Joao Pessoa — PB. A Universidade Federal de Alagoas — UFAL em
parceria com a Secretaria de Agricultura, Abastecimento e Pesca de Alagoas — SEAP-AL
também detém uma colecao de acessos coletados no litoral de Alagoas (SILVA JUNIOR
et al., 2006).

A conservacido a campo de H. speciosa, apresenta varias limitagées (VALOIS,
1994), como: a) ocupagao de areas extensas por longos periodos; b) disponibilidade de
recursos humanos, financeiros e materiais para a sua implantagdo, condugcdo e
manutencdo; c¢) duplicacdo das colecbes para evitar riscos provenientes de fatores
bidticos e abidticos. A manutencao in vitro € atraente por motivos econémicos e praticos,
pois o tamanho do espaco fisico utilizado para a conservacado é pequeno (laboratério)
quando comparado a conservagao in vivo, implicando em redugédo de despesas. Oferece
a possibilidade de perpetuar material sadio, ja que diminui a probabilidade de
contaminagcdo através de patégenos durante os sucessivos plantios do material na
manutencdo da espécie, além de o material ficar protegido contra as intempéries
climaticas e poder ser utilizado sempre que necessario (ALOUFA, 2003).

2.4 Conservacao in vitro

A conservacdo de plantas in vitro se baseia no cultivo das colecbes em
laboratério, a partir da técnica de cultura de tecidos, sendo este um método alternativo a
conservagcdo de germoplasma, especialmente para as espécies propagadas
vegetativamente e para as espécies que possuem sementes classificadas como
recalcitrantes (GEORGE, 1993). Essa conservacdo pode ser obtida por meio de



mudang¢as no ambiente de cultivo, visando desacelerar ou suprimir totalmente o
crescimento das células e dos tecidos (ROCA et al., 1991). No desenvolvimento desse
método, duas técnicas tém sido adotadas: o crescimento lento e a criopreservacao
(LEMOS, 2002).

A conservagao in vitro foi proposta como alternativa a conservagdo em campo (DE
LANGHE, 1984; WITHERS, 1980, 1992, 1993; WITHERS & ENGLES, 1990; WITHERS &
WILLIAMS, 1986), especialmente para espécies propagadas vegetativamente e para as
espécies que possuem sementes classificadas como recalcitrantes.

A manutencdo in vivo é onerosa, essa estratégia apresenta como uma das
principais desvantagens a vulnerabilidade das plantas, que ficam expostas ao ataque de
patégenos, a intempéries climaticas ou ao vandalismo. Aliado a isso a manutencao pode
ser paralisada em periodos de dificuldade econdmica. A possibilidade da utilizacdo da
conservagao in vitro é atraente tanto por motivos econémicos quanto praticos (WITHERS
& WILLIAMS, 1998).

O método do crescimento lento consiste em reduzir o metabolismo da planta,
aumentando ao maximo os intervalos de subcultivos ou estendendo-o indefinidamente,
sem afetar a viabilidade das plantulas. Na estratégia de reducdo do metabolismo das
plantas, tém-se utilizado diversos fatores fisicos e quimicos (ROCA et al., 1991; CANTO
et al., 2004). Embora ndo haja procedimento padrdo para todos os genoétipos de todas as
espécies, 0s sucessos obtidos tém sido animadores, e é possivel desenvolver um método
adequado de crescimento lento para uma nova espécie que exija menos manipulacao
(WITHERS & WILLIAMS, 1998).

Para a manutencdo de culturas sob crescimento minimo sédo utilizadas as
seguintes técnicas: a) de alteracdo nas condicdes ambientais, como a redugdo da
temperatura da sala de crescimento para 0-6°C (espécies de clima temperado) e para 15-
20°C (espécies de clima tropical e subtropical); b) modificagdo no meio basico de cultura,
pela retirada ou reducéo de alguns componentes essenciais para o crescimento normal,
como o fornecimento de apenas metade da concentracdo dos sais do meio de cultura; c)
uso de retardadores de crescimento, como o acido abscisico ou composto de efeito
osmotico, como o manitol e o sorbitol, os quais sdo adicionados ao meio, para reduzir 0
potencial hidrico; d) recobrimento das estruturas com uma camada de 6leo mineral reduz
a taxa de crescimento e a necessidade de subcultivos (PASQUAL et al., 2008).

Protocolos de conservagéao in vitro sé serdo considerados eficientes se as etapas
de recuperagcdo do crescimento e multiplicacdo forem bem estabelecidas. Existem
poucos trabalhos publicados sobre a recuperagédo do crescimento de culturas mantidas
sob crescimento lento. Alguns autores relatam a eficiéncia de algumas espécies nessa
etapa (MAULARIE et al., 1998; NEGASH et al., 2001; LEMOS et al., 2002).

2.4.1 Conservacao in vitro por crescimento lento

Existem poucos trabalhos na literatura a cerca da conservagado por crescimento
lento de espécies tropicais e o desempenho das plantas conservadas na fase de
retomada do crescimento. Entretanto, resultados promissores para algumas espécies tém
sido obtidos utilizando retardantes osméticos, inibidores de crescimento ou alterando
condigdes fisicas como luz e temperatura.

O cultivo de inhame (Dioscorea spp.) em condigbes de crescimento lento,
pela reducdo nas concentragcbes de sais e de sacarose, tem possibilitado
a conservagdo de mais de 14  espécies em laboratério, com
eficiéncia na fase de recuperagdo do crescimento e aclimatagdo (MALAURIE
et al., 1998).

Culturas in vitro de bananeira-da-abissinia (Ensete ventricosum) tém sido
mantidas por seis meses em meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado
com 10 pM de benzilaminopurina (BAP), na presenga de 0,1 e 2% de manitol, em



temperatura de 15 e 18°C. As brotacbes sao rapidamente recuperadas em meio de
multiplicacdo MS com 2,25 e 4,5 mg.L" BAP a 25°C (NEGASH et al., 2001).

Brotagdes de cultivares de oliva (Olea europaea L.)
apresentaram excelente potencial de conservagdo por oito meses em meio de
cultura sem reguladores de crescimento, mantidas na auséncia de luz em
temperatura de 4°C (LAMBARDI et al., 2002).

O uso de sacarose foi eficiente como fonte de carbono e regulador osmético na
manutencdo da viabilidade de plantas de cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.)
(LEMOS et al., 2002). Os autores observaram que concentracdes de 1 mg.L™" de ABA e
de 20 g.L' de sacarose associadas a condicdes de temperatura reduzida promoveram a
conservacdo de plantas viaveis por um ano no mesmo meio de cultura sem a
necessidade de serem subcultivadas.

Em estudos com quatro acessos de Mentha spp., Islam et al. (2003)
observaram que segmentos apicais mantidos sob crescimento lento em meio MS
sem reguladores por seis meses e provenientes anteriormente de tratamentos em
temperaturas de 20 e 10°C por uma e trés semanas, respectivamente, apresentaram
menor crescimento in vitro da parte aérea do que explantes nodais mantidos nas mesmas
condicdes.

Estudos sobre o efeito do paclobutrazol (PBZ) na conservacdo in vitro de
germoplasma de abacaxi (Ananas comosus) indicaram que os melhores resultados foram
obtidos na auséncia de reguladores ou na presenca de 0,5 mg.L™' de PBZ (CANTO et al.,
2004). O PBZ é um retardante de crescimento usado como alternativa aos reguladores
de crescimento convencionais.

Resultados obtidos por Faria et al. (2006), mostraram ser possivel conservar no
periodo de quatro meses, microplantas de maracujazeiro (Passiflora giberti N. E. Brown)
em meio de cultura MS suplementado com 10 ou 20 g.L™' de sorbitol, na auséncia de
sacarose, e mantidas sob condi¢des de fotoperiodo de 16 h e temperatura de 27 +1°C.

Utilizando diferentes concentragdes de sacarose € manitol em meio de cultura Y3
na conservagao in vitro de coqueiro anado (Cocos nucifera L.) Lédo et al. (2007)
constataram efeito retardante sob o crescimento do sistema radicular e parte aérea das
plantulas em meio com 24,65 e 32,87 mg.L" de manitol aos 365 dias de cultivo. No
entanto, nas mesmas concentragdes observou-se a necrose das culturas com redugéo na
sobrevivéncia das plantulas. Nas concentracdes de 40 e 60 g.L" de sacarose, os autores
observaram um crescimento minimo da parte aérea e 100% de sobrevivéncia das
plantulas aos 365 dias de cultivo, podendo essas concentracbes de sacarose ser
promissoras para a conservagao in vitro de coqueiro.

Plantas de caroa (Neoglaziovia variegata (Arr. Cam.) Mez) mantidas em
baixas temperaturas apresentam menor desenvolvimento quando comparadas
com culturas controle (SILVEIRA et al., 2009).

Plantas do banco de germoplasma de abacaxizeiro e bromeliaceas da Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical tém sido mantidas sob temperatura de
21 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas, com intensidade luminosa de 22 pumol m?s™"(SOUZA
et al., 2006) e para as espécies utilizadas o periodo de conservacao considerado ideal
para garantir a retomada do crescimento depende do acesso conservado.

Embora ainda sejam poucos os trabalhos sobre conservacdo in vifro de
mangabeira, S& et al. (2009) avaliando a eficiéncia do ABA e do manitol na conservagao
de microestacas, observaram que na presenca de 0,5 mg.L" de ABA foi possivel a
conservacado por um periodo de 90 dias. Nas concentracdes de 0, 5, 10, 15 e 20 g.L" de
manitol, observou-se que o comprimento da parte aérea apresentou valores numéricos
inferiores ao da testemunha. Entretanto, mesmo apresentando uma resposta positiva na
reducdo do alongamento das microestacas aos 90 dias de cultivo in vitro foi observado
efeito téxico do manitol e morte das mesmas.

Alguns fatores alvo de estudos na cultura de tecidos de diversas espécies tém
sido pouco considerados em trabalhos de conservagéo in vitro, como tipo de recipiente,
vedacgao e a quantidade de meio. Esses fatores afetam diretamente a area superficial da



interface meio-atmosfera, o volume do ar sobre o meio e a profundidade do meio
influenciando a composicdo da fase gasosa e, consequentemente, o crescimento e
desenvolvimento das culturas (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

O acumulo de etileno no recipiente de cultivo in vitro corresponde a um dos
principais problemas encontrados na propagacao in vitro de mangabeira. O etileno é um
gas produzido pelos vegetais e influencia o desenvolvimento das culturas in vitro e 0s
efeitos deletérios causados pelas altas concentracbes podem ser controlados pelo tipo de
vedacao dos frascos, e que é mais relevante do que a composi¢cdo do meio de cultura
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Segundo Pereira Netto & McCown (1999; 2006),
o crescimento de partes aéreas de mangabeira em atmosfera enriquecida com 5 ou 10
uL.L™" de etileno resulta em inibicdo do alongamento de ramos laterais e o ramo principal
e a concentracdo de 1 pL.L" de etileno resulta em reducdo da ordem de 50% na
proliferagcéo de ramos laterais.

O aumento de trocas gasosas pelo uso de vedagcdo adequada pode minimizar os
efeitos deletérios do acumulo de etileno no vigor das culturas. Sa (2009) observaram a
viabilidade da conservacao in vitro de segmentos apicais de mangabeira na presenca de
0,5 mg.L" de ABA por um periodo de 90 dias quando mantidos em frascos tipo
“maionese” vedados com papel aluminio.

QOutro aspecto pouco estudado é a quantificagdo de metabdlitos secundarios
produzidos quando as culturas sdo submetidas ao crescimento minimo.

2.5 Prolina livre

A prolina é um dos 20 aminoacidos presentes nas proteinas de todos os
organismos vivos, € possui um grupo amino ligado a dois atomos de carbono, o qual
confere caracteristicas de neutralidade a molécula. O acimulo deste aminoacido pode
ocorrer por duas vias paralelas nas plantas, uma direta, dependente do glutamato, e
outra indireta, dependente da ornitina (KAVI KISHOR et al., 2005).

A prolina é um aminodcido que presente em pequenas quantidades nas plantas
sob estresse se acumula nas células e tem funcdo osmoprotetora, protegendo as
membranas de efeitos deletérios, prevenindo a desnaturacao de proteinas, preservando
a estrutura de enzimas e atuando como tampéao para regular o potencial redox celular
(NOGUEIRA et al., 2001; MARIN, 2003; GIANNAKOULA et al., 2008).

Plantas em condigbes normais possuem menos de 5% dos aminoacidos totais
livres, mas sob varias formas de estresse a concentragdo de prolina pode chegar a 80%
do conjunto total de aminoacidos (MATYSIK et al.,, 2002; GUBIS et al.; 2007). Este
aminoacido em sua forma pura apresenta-se como substancia incolor, com alta
solubilidade em agua, mediana em alcoois e razoavel em benzeno e acetona e insoluvel
em outros compostos (MILNER-WHITER et al.,1992).

A prolina é especialmente reconhecida pela efetiva participacdo como soluto
compativel (VERSLUES & BRAY, 2006). Em condicdes de estresse as enzimas
citosélicas de células vegetais podem ser severamente inibidas por altas concentragdes
de ions. A acumulacao de ions parece ser restrita aos vacuolos durante o ajustamento
osmético, onde os ions sdo impedidos de entrar em contato as enzimas no citosol ou
organelas subcelulares, por causa dessa concentracao de ions outros solutos devem se
acumular no citoplasma para manter o equilibrio do potencial hidrico dentro da célula
(TAIZ & ZEIGER, 2004).

Os solutos compativeis sdo compostos organicos que nao interferem na funcao
das enzimas. Os solutos normalmente sdo o aminodacido prolina, alcodis de agucar
(manitol, sorbitol) e uma amina quaternaria (glicina bataina) (TAIZ & ZEIGER, 2004), que
sdo considerados osmdlitos chave para o ajustamento osmético de plantas sob
deficiéncia hidrica e toxicidade de aluminio (GIANNAKOULA et al., 2008).
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O aumento dos teores de prolina pode ativar varias fungdes celulares: ajustamento
osmotico, reserva de carbono e nitrogénio utilizado no crescimento para restabelecimento
apods estresse, desintoxicacdo do excesso de amdnia, estabilizador de proteinas e
membranas e eliminadores de radicais livres. Adicionalmente, existem evidéncias de que
a biossintese desse aminoacido poderia estar também associada a regulagédo do pH
citosélico ou mediagao do incremento da razdo NADP+/NADPH, influenciando o fluxo de
carbono devido a via oxidativa da pentose fosfato (SILVEIRA et al., 2002; KAVI KISHOR
et al., 2005). Além disso, pode atuar ainda como fonte acessivel de energia, em que uma
Unica molécula oxidada é capaz de produzir 30 ATP (KAVI KISHOR et al., 2005).

O ajustamento osmético € importante para evitar a diminuicdo do potencial hidrico
celular mediante a biossintese de solutos compativeis intracelulares, os quais tém baixo
peso molecular, se acumulam em altas quantidades, no vacuolo ou no citosol, mantendo
a turgidez e o volume celular, preservando a integridade de compostos e estruturas
celulares, fundamentais para o adequado metabolismo vegetal (ABDUL JALEEL et al.,
2007).

Os efeitos associados do estresse hidrico e de aluminio causam aumento nos
teores de prolina, tanto na parte aérea quanto no sistema radicular de gramineas,
entretanto, para uma melhor compreensao desses efeitos ainda sao necesséarias muitas
pesquisas em plantas agronomicamente importantes, pois sdo raras as informag¢des na
bibliografia pertinente (ZAIFNEJAD et al., 1997).
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3 MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério de Cultura de Tecidos de
Plantas da Embrapa Tabuleiros Costeiros, em Aracaju, SE. Foram utilizadas sementes de
dois acessos oriundos da populacao nativa de mangabeira do Campo Experimental de
Itaporanga, SE da Embrapa Tabuleiros Costeiros, segmentos nodais com um né e
microestacas com dois nés de plantulas germinadas in vitro (Figura 2).

As sementes provenientes de frutos de mangaba no estagio de maturacéo VI
foram submetidas a desinfestacdo através da seguinte seqiéncia de tratamentos: a)
lavagem com solugdo detergente; b) enxaglile em agua destilada para remocgado de
detergente; c) lavagem em solugdo com antibiético rifampicina 300 mg.L™ por 10 minutos
em camara de fluxo laminar; d) trés lavagens com agua destilada estéril; ) imersdo em
alcool etilico 70% por 10 segundos; f) imersdo em solugao de hipoclorito de s6dio 1% por
20 minutos e g) trés enxagules finais com agua destilada estéril.

Os meios de cultura tiveram o pH ajustado em torno de 5,8 e foram esterilizados
em autoclave a 121°C, sob pressao 1,05 kg.cm™ por 15 minutos. Todos os experimentos
foram mantidos em sala de crescimento sob condicbes de fotoperiodo de 12 horas (52
umol m?s™ de irradiancia) e temperatura de 27 + 1°C.

3.1 Conservacao in vitro de explantes de mangabeira

3.1.1 Efeito da sacarose e do sorbitol na conservacao in vitro de segmentos nodais
de mangabeira

Os segmentos nodais foram inoculados em tubos de ensaio (35 mm x 127 mm)
com tampa plastica contendo 25 mL de meio de cultura de Murashige & Skoog — MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementado com 1 mg.L™ de &cido indol acético (AlA)
e 1 mg.L" de benzilaminopurina (BAP) e gelificado com 3 g.L" de Phytagel®.

Foram avaliadas diferentes concentragbes de sorbitol (10; 20 e 40 g.L™),
combinadas com 0 e 15 g.L" de sacarose, mais uma testemunha adicional composta de
meio MS e 30 g.L" de sacarose.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial 2 x 3 +1 (duas concentragdes de sacarose, trés concentragdes de
sorbitol, mais uma testemunha (MS padrdo com 30 g.L" de sacarose), totalizando sete
tratamentos com 20 repeticoes, sendo cada repeticdo constituida por um tubo de ensaio
com um explante.

As avaliagbes foram realizadas aos 30, 60, 90, 120 dias da inoculagao,
observando-se numero de brotagdes adventicias por segmento nodal; nimero de
segmentos nodais por brotacdo adventicia e porcentagem de abscisao foliar (calculada
em fungdo da diferenga entre nimero total de folhas e nimero de folhas caidas).

3.1.2 Efeito do acido abscisico, tipo de recipiente e vedacao na conservacao in vitro
de segmentos nodais de mangabeira

Segmentos nodais foram inoculados em frascos tipo “maionese” (capacidade
méaxima 250 mL) e em tubos de ensaio (35 mm x 127 mm) com 25 mL de meio de cultura
MS suplementado com 30 g.L™' de sacarose, 1 mg.L™" de AIA e 1 mg.L™" de BAP. Foram
avaliadas as seguintes concentracdes de ABA 0 e 0,5 mg.L™", combinadas com vedacdes
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por tampa plastica e papel aluminio. Todos os tratamentos foram gelificados com 3 g.L
de Phytagel®.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial 2 x 2 x 2 (duas concentragbes de ABA, dois tipos de recipientes e dois
tipos de vedacao), totalizando oito tratamentos com 12 repeticdes, sendo a repeticdo
constituida por um recipiente com um explante.

As avaliagbes dos experimentos foram realizadas aos 30, 60, 90, 120 dias da
inoculagdo, observando-se numeros de brotagbes adventicias por segmento nodal;
numero de segmentos nodais por brotagao adventicia e porcentagem de abscisao foliar
(calculada em funcédo da diferenca entre nimero total de folhas e ndmero de folhas
caidas).

3.1.3 Efeito do manitol, do acesso e tempo de cultivo na conservacao in vitro de
plantulas de mangabeira

Foram utilizadas sementes de dois acessos (MGB-1 e MGB-2) oriundos da
populacao nativa de mangabeira do Campo Experimental de ltaporanga, SE da Embrapa
Tabuleiros Costeiros (Figura 2).

Fotos: Ana Lédo

Figura 2. Acessos de mangabeira de populagbes nativas do Campo Experimental de
Itaporanga, SE da Embrapa Tabuleiros Costeiros. A- MGB-1; B- MGB-2.

Apos a desinfestagao as sementes foram inoculados em frascos tipo “maionese”
com tampa plastica contendo 30 mL do meio de cultura MS gelificado com 6 g.L™" de agar
e suplementado com 30 g.L™" de sacarose. Foram avaliadas as seguintes concentragdes
de manitol: 0; 5; 10; 15e 20 g.L".

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 5 x 2 (cinco concentragdes de manitol x dois acessos), totalizando 10 tratamentos
com trés repetigbes, sendo a parcela experimental composta de trés frascos com duas
sementes cada.

As avaliagdes foram realizadas aos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias da inoculagao,
observando-se o nimero de folhas, porcentagem de abscisédo e numero de raizes, sendo
os dados de altura das plantulas tomados até 150 dias.
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3.1.4 Quantificacado de prolina em microestacas submetidas a conservacao in vitro
por crescimento lento

Para a quantificagdo de prolina em explantes de mangabeira submetidas a
conservagao in vitro, foram utilizadas microestacas contendo dois segmentos nodais e
quatro folhas. Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo 15 mL de
meio de cultura MS, suplementado com 1 mg.L™" de AIA e 1 mg.L" de BAP, gelificado
com 3 g.L"" de Phytagel® em combinacdo com 10 e 20 g.L™" de sorbitol.

Aos 30 dias apds a inoculagao foi realizada a quantificagéo da prolina em umol.g™
de massa fresca de folha e caule. Os teores de prolina foram determinados pelo método
de BATES modificado (BATES et al., 1973) com a maceracao de aproximadamente 0,2 g
de massa fresca de folhas e de entre-n6s de cada tratamento com 10 mL de acido
sulfosalicilico 3%. O macerado foi centrifugado a 2000 rpm durante 15 minutos. A uma
aliquota de 2 mL do sobrenadante adicionou-se 2 mL de &cido acético glacial PA
(CH3COOH) e 2 mL de ninidrina acida em tubos, os quais foram colocados em banho-
maria por uma hora a temperatura de 100°C. A ninidrina foi preparada por do
aquecimento (60°C) de 1,25 g de ninidrina (CgH403.H,O) em 30 mL de acido acético
glacial e 20 mL de acido fosférico (HsPO,) 6 M. Apds o banho-maria os tubos foram
mergulhados em banho de gelo por 10 minutos para finalizar a reagéo, em seguida foram
adicionados 4 mL de tolueno (CsHsCHs) e a solugao foi homogeneizada em vértex por 25
segundos para que as duas fases se separassem bem. A leitura de absorbancia das
amostras foi realizada em espectrofotbmetro no comprimento de onda 520 nm.

A curva de padronizacao foi determinada para quantificar a prolina, utilizando-se
solugao estoque na concentragao de 1 umol de prolina PA e diluigdes em agua destilada,
conforme a metodologia descrita. Os teores de prolina foram calculados com base na
massa fresca, segundo a férmula: [(ug prolina/mL x mL tolueno)/115,5 pg/umol] / [(g
massa fresca)/5] = umol de prolina/g massa fresca. Os tratamentos contendo 10 e 20 g.L
' de sorbitol foram realizados em triplicata.

3.2 Retomada do crescimento de mangabeira apos a conservagao in vitro

3.2.1 Retomada do crescimento de explantes provenientes de meio de conservacao
com sorbitol e sacarose

Segmentos nodais com brotagdes adventicias de mangabeira conservadas in vitro
por 120 dias, em meio de cultura MS com diferentes combinacdes de sorbitol (10; 20 e 40
g.L") e sacarose (0 e 15g.L") foram transferidos para o meio de crescimento.

Os explantes foram inoculados em frascos tipo “maionese” (capacidade maxima
250 mL) com tampa plastica contendo 30 mL de meio de cultura MS, suplementado com
1 mg.L" de AIA e 1 mg.L" de BAP e 30 g.L" de sacarose; e gelificado com 3 g.L" de
Phytagel® (meio de crescimento).

O delineamento experimental considerou os fatores aplicados na etapa de
conservagao in vitro e foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 2 (irés
concentracées de sorbitol x duas sacarose), totalizando seis tratamentos com 20
repeticdes, sendo a parcela experimental composta por um explante por frasco.

As avaliagdes foram realizadas na implantagdo do experimento e aos 30 e
60 ap6s a inoculagdo atribuindo uma escala de notas adaptada de Lemos et
al. (2002) para a viabilidade das culturas, onde as notas correspondem:
5- folhas e brotos totalmente verdes; 4- inicio do secamento e morte das
folhas; 3- secamento e morte das folhas e dos brotos entre 30 e 50%; 2- mais de 50%
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de secamento e morte de folhas e brotos e 1- folhas e brotos totalmente
mortos.

3.2.2 Retomada do crescimento de explantes provenientes de meio de conservacao
com ABA em diferentes recipientes e tipos de vedacao

Segmentos nodais com brotagdes adventicias de mangabeira conservadas in vitro
por 120 dias, em meio de cultura MS com 0,5 mg.L'de ABA foram transferidos para meio
de crescimento.

Os explantes foram inoculados em frascos tipo “maionese” (capacidade maxima
250 mL) com tampa plastica contendo 30 mL de meio de cultura MS, suplementado com
1 mg.L" de AIA, 1 mg.L" de BAP e 30 g.L"' de sacarose; e gelificado com 3 g.L" de
Phytagel® (meio de crescimento) .

O delineamento experimental considerou os fatores aplicados na etapa de
conservagao in vitro e foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 2 (dois tipos
de recipiente x dois tipos de vedacgéao) totalizando quatro tratamentos com 12 repeticoes,
sendo a parcela experimental composta por um explante por frasco.

As avaliagbes foram realizadas na implantacdo do experimento e aos 30 e 60
apos a inoculagao atribuindo uma escala de notas adaptada de Lemos et al. (2002) para
a viabilidade das culturas.

3.3 Analises estatisticas

Todos o0s experimentos foram instalados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) em esquema fatorial. Como foram realizadas avaliagbes sucessivas
em diferentes tempos de cultivo in vitro, para a analise de variancia foi considerado o DIC
em parcela subdividida no tempo, sendo o fatorial nas parcelas e os tempos de cultivo in
vitro e suas respectivas interacdes nas subparcelas.

As médias dos fatores estudados foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade e para a comparagdo da testemunha adicional (item 3.1.1) com demais
tratamentos o teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Para as interac6es significativas dos fatores estudados com o tempo de cultivo in
vitro foram ajustadas equacgdes de regressao polinomial. Foram utilizados os programas
estatisticos SAS (SAS INSTITUTE INC, 2000) e SISVAR (FERREIRA, 2000). Para o
experimento de quantificagdo de prolina foi calculado desvio padrdo das médias e
intervalos de confianca.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Conservacao in vitro de explantes de mangabeira

4.1.1 Efeito da sacarose e do sorbitol na conservacao in vitro de segmentos nodais
de mangabeira

As interacbes sacarose x sorbitol e fatorial x testemunha adicional foram
significativas para o nimero de brotos por segmento nodal e nimero de nés por brotacao
adventicia (Anexo A). Na auséncia de sacarose e presenca de 10 g.L”' de sorbitol
observou-se menor crescimento in vitro dos explantes em numero de brotagdes
adventicias por segmento nodal (1,92). A presenca de sacarose induziu maior formacao
de nés por brotacdo adventicia com 10 (6,90) e 20 g.L" de sorbitol (5,92) quando
comparado aos tratamentos com as mesmas concentragdes de sorbitol na auséncia de
sacarose (Tabela 1).

Tabela 1. Médias do numero de brotacées por segmento nodal (NBS), nimero de nés
por brotacdo adventicia (NNB) e porcentagem de abscisao foliar (PAF) de explantes de
mangabeira em funcao da concentracao de sorbitol e de sacarose.

Sorbitol (g.L™") Sacarose (g.L")
0 15
NBS
10 1,92aB 3,20aA
20 1,84aA 1,88bA
40 1,64aA 1,65bA
Testemunha 2,35
NNB
10 3,92aB 6,90aA
20 4,85aB 5,92aA
40 3,99aA 3,32bA
Testemunha 7,03
PAF (%)
10 1,20aA 5,71aA
20 4,72aA 17,78aA
40 8,62aA 11,51aA

Testemunha 9,84

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula nas linhas e mindscula nas colunas nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A combinagéo de menor concentracdo de sacarose (10 g.L™") com temperatura de
incubacao de 18°C em diferentes cultivares de amarilis (Hippeastrum Herb.) mantidas em
meio de cultura 2 MS foi mais efetiva na conservagéao in vitro das cultivares, as quais se
mantiveram viaveis por 90 dias sem a necessidade de subcultivos (AMARAL, 2005).

Trabalhando com conservagéo in vitro de Passiflora giberti N. E. Brown, Faria et
al. (2006) observaram respostas semelhantes a do presente trabalho quanto ao
incremento significativo para as variaveis analisadas, quando os tratamentos eram
compostos da combinacao sacarose e sorbitol indicando que a presencga de sacarose no
meio promove um maior desenvolvimento in vitro, jA que este é uma fonte de carbono
prontamente disponivel.
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Todas as combinagdes de sacarose e sorbitol diferiram da testemunha (MS
Padrdo + 30 g.L"' sacarose) sendo inferiores quanto ao nimero de brotagdes por
segmento nodal e para o nimero de nés por brotacdo adventicia, com excegcdo da
combinacdo 15 g.L" de sacarose e 10 g.L" de sorbitol (T2). Para a porcentagem de
abscis&o foliar as combinacées 0 e 15 g.L"' de sacarose e 40 g.L" de sorbitol (T5 e T8,
respectivamente) nao diferiram da testemunha (Figura 3, Anexo B).

20.00

18.00 -

16.00 -

14.00 -

12.00 -

10.00 - -

8.00 -

6.00 -

4.00 -

2.00 A

NBS NNB PAF (%)

‘IT1 @T2 @©OT3 OT4 OT5 @T6 |:|T7‘

T1 - 0 sacarose + 10 sorbitol (g.L™"); T2 - 15 sacarose + 10 sorbitol (g.L™"); T3- 0 sacarose + 20 sorbitol (g.L'1);
T4- 15 sacarose + 20 sorbitol (g.L’1); T5- 0 sacarose + 40 sorbitol (g.L"); T6- 15 sacarose + 40 sorbitol (g.L™)
e T7- MS Padrdo 30 g.L 'sacarose.

Figura 3. Médias do nimero de brotagdes por segmento nodal (NBS), nimero de nos por
brotacdo adventicia (NNB) e porcentagem de abscisao foliar (PAF) dos tratamentos do
fatorial sacarose x sorbitol com a testemunha adicional MS Padrdo. Médias com asterisco
diferem da testemunha (Dunnett, P= 0,05).

A interacdo dos fatores sorbitol x tempo de cultivo in vitro foi significativa para
todas as variaveis avaliadas. A interagdo sacarose x tempo de cultivo in vitro foi
significativa para o niumero de brotacdes adventicias por segmento nodal e porcentagem
de abscisao foliar (Anexo A).

O numero de brotagdes adventicias por segmento nodal variou segundo uma
regressao linear com acréscimo em funcao do aumento do tempo de cultivo in vitro nas
concentragdes de 0 e 15 g.L' de sacarose indicando que as concentragdes testadas nio
inibiram a formagao de brotagdes adventicias (Figura 4). Entretanto, na concentragéo de
20 g.L" de sorbitol observou-se uma desaceleracdo no crescimento, sendo que na
concentracdo de 40 g.L"' obteve-se uma regressdo linear negativa, provavelmente,
devido ao efeito toxico da alta concentragao de sorbitol (Figura 5).
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Figura 4. Numero de brotacdes por segmento nodal (NBS) em fungédo do tempo de
cultivo in vitro e da concentragédo de sacarose.
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Figura 5. NUmero de brotagdes por segmento nodal (NBS) em fungéo do tempo
de cultivo in vitro e da concentragédo de sorbitol.

Avaliando o efeito dos carboidratos sacarose e manitol combinados com o acido
acetilsalicilico (AAS) na conservacao in vitro de batata (Solanum tuberosum L.), Fortes &
Pereira (2001) também observaram que o uso da sacarose mesmo na presenga de
concentragoes elevadas de AAS, proporcionou maior desenvolvimento das brotagdes do
que na presenca manitol.

O numero de nés por brotacio adventicia na concentracdo de 10 g.L™' de sorbitol
variou segundo uma regressao linear com acréscimo em fungdo do aumento do tempo de
cultivo in vitro. Entretanto, nas concentracdes de 20 e 40 g.L"' de sorbitol foi observada
uma regressao quadratica negativa (Figura 6). O valor maximo de numero de nés
encontrado, por meio da derivada da equacao, para 20 e 40 g.L' de sorbitol foi de 6,96 e
4,11 aos 118,6 e 91,5 dias de tempo de cultivo, respectivamente. Esses dados
demonstram que maiores concentragdes de sorbitol (20 e 40 g.L'') promoveram um
menor crescimento em numero de noés. Shibli et al. (1999) relatam que o aumento das
concentracbes de sacarose (ao contrario do presente trabalho), sorbitol ou manitol
reduziram significativamente o crescimento de microbrotos de améndoa amarga
(Amygdalus communis L.) e estendeu o tempo de subcultivo para quatro meses.
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Figura 6. Numero de nés por brotacdo adventicia (NNB) em funcdo do tempo de cultivo
in vitro e da concentracao de sorbitol.

Entretanto, no presente trabalho, na presenca de 40 g.L™" de sorbitol observou-se
efeito deletério nos segmentos nodais independente da concentragdo de sacarose
(Figura 7). Efeitos toxicos devido a altas concentragdes de reguladores osmoticos foram
relatados por Lédo et al. (2007) e Sa (2009) em coqueiro € mangabeira, respectivamente.
O sorbitol € um agucar alcool que geralmente ndo é metabolizado pelas plantas e sua
acao esta relacionada a modificar o potencial osmoético do meio, removendo o excesso de
agua intracelular, por gradiente osmético e assim desacelerando o crescimento vegetal,
mas dependendo da concentracdo ou da espécie em estudo o sorbitol pode ter efeito
nocivo, como o que foi observado nesse trabalho (CHARRIER et al.,1991; DUMET et al.,
1993; SHIBLI et al., 2006).

A deficiéncia hidrica pode induzir padrdes similares de resposta que podem ser:
osmorregulacdo, sintese de proteinas, acumulo de solutos compativeis, reducdo no
crescimento, alteragbes nas propriedades das membranas celulares, inibicdo da
fotossintese, aumento da respiracao, reducao da producao de matéria seca, senescéncia
e absciso foliar (JONES & JONES, 1992; LARCHER, 2000).

A senescéncia &€ um processo codificado geneticamente e segue um curso
previsivel de eventos celulares, onde o cloroplasto é a primeira organela a se deteriorar
no inicio da senescéncia foliar, com a destruicdo de componentes protéicos dos tilacoides
e de enzimas do estroma. Os cloroplastos tém rapida deterioragdo, ja os nucleos
permanecem estrutural e funcionalmente intactos, até os estadios mais tardios da
senescéncia. Os tecidos senescentes realizam processos catabdlicos que exigem a
sintese de novo de varias enzimas hidroliticas, tais como proteases, nucleases, lipases e
enzimas degradadoras de clorofila. A sintese destas enzimas especificas da senescéncia
envolve a ativacao de genes especificos (TAIZ & ZEIGER, 2004).
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Fotos: Micaele Santos

Figura 7. Efeito deletério do sorbitol em segmentos nodais de mangabeira mantidas sob
crescimento lento. A- 0 sacarose + 40 g.L" sorbitol; B- 15 g.L "' sacarose + 40 g.L"
sorbitol.

A porcentagem de abscisao foliar apresentou um comportamento quadratico em
relacdo ao tempo de cultivo de in vitro nas concentragdes de 0 e 15 g.L™' de sacarose,
sendo que na presengca de sacarose observou-se maior abscisdo foliar, devido
possivelmente a disponibilizagdo no meio de cultura de fonte de carbono aumentando o
metabolismo in vitro e o acimulo de etileno (Figura 8).
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Figura 8. Porcentagem de abscisao foliar (PAF) em fungao do tempo de cultivo in vitro e
da concentragédo de sacarose.

A abscis&o foliar na concentragdo de 10 g.L™" de sorbitol foi linear com coeficiente
angular da reta de 0,0041, mantendo-se quase constante (Figura 9). Um comportamento
quadrético foi obtido para 20 e 40 g.L™" de sorbitol. O valor maximo da absciséo foliar para
40 g.L' de sorbitol, por meio da derivada da equacéo, foi de 14,26% aos 86 dias de
tempo de cultivo, ocorrendo a partir dai a redugdo da perda de folhas.



20

20 +

y = -0,0011x? + 0,2087x + 3,2251

151 R2=06439 .- f- ..

-~ B

A
"y = -0,0033x? + 0,5676x - 10,15
. R? = 0,9978

10 -

PAF(%)

‘ o L —t
y = 0,0041x + 3,223
R? = 0,575

0 T T
0 30 60 90 120 150

Tempo de cultivo in vitro (dias)

\ +10 = 20 4 40 g.L-1 sorbitol \

Figura 9. Porcentagem de abscisao foliar (PAF) em fungéo do tempo de cultivo in vitro e
da concentragéo de sorbitol.

Autores tém relatado que algumas substancias apresentam a capacidade de inibir
a acao do etileno in vitro e interferirem no processo de abscisao foliar (RADEMACHER,
2000; NEPOMUCENO et al., 2007) . Segundo Rademacher (2000), os compostos que
atuam inibindo o crescimento vegetal induzem aumento no contelido de citocininas, e os
niveis de etileno sdo diminuidos, tendo como conseqiiéncia um retardo na senescéncia.
A reducao da abscisao foliar em altas concentracdes de manitol foi observada por Sa
(2009) em microestacas de mangabeira, embora as mesmas tenham evidenciado seu
efeito nocivo ao explante.

A manutencdo da viabilidade de plantas de cana-de-acucar (Saccharum
officinarum L.) em crescimento lento por um ano foi possivel quando se utilizou apenas
20 g.L" de sacarose, resultando em maior viabilidade dos explantes do que na presenca
de sacarose combinada com manitol ou sorbitol (LEMOS et al., 2002). Segundo os
autores esse fato pode ser explicado devido a cana-de-aglcar ndo possuir mecanismos
necessarios para metabolizar os aglcares alcodbis.

4.1.2 Efeito do acido abscisico, tipo de recipiente e vedacao na conservacao in vitro
de segmentos nodais de mangabeira

De acordo com o quadro resumo da analise de variancia houve interagao
significativa para os fatores tipo de recipiente x tempo de cultivo in vitro e tipo de vedacao
x tempo de cultivo in vitro para o nimero de brotagdes por segmento nodal (Anexo C).

O numero de brotagdes por segmento nodal variou segundo uma regressao linear
para o frasco tipo “maionese” e para tubo de ensaio apresentou comportamento
quadratico, com um nimero maximo brotos (1,925) aos 55,38 dias pela derivada da
equacao (Figura 10). O tubo de ensaio apresentou um menor aumento de nimero de
brotos por segmento nodal em relacdo ao tempo de cultivo in vitro, o que provavelmente
pode ser explicado pelo volume do tubo ser menor e influenciar na qualidade do
microambiente in vitro com relacao a trocas gasosas CO:; e etileno.

Conforme relatos de Grattapaglia & Machado (1998), o tipo de recipiente e a
quantidade de meio afetam diretamente a area superficial da interface meio-atmosfera, o
volume do ar sobre o meio e a profundidade do meio influenciando a composi¢ao da fase
gasosa e, consequentemente, o crescimento e desenvolvimento das culturas. Pasqual et
al. (1992), avaliando diferentes recipientes na micropropagacao da amora-preta (Rubus
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idaeus L.), obtiveram maior nimero de brotos em tubo de ensaio de 100 x 13 mm
quando comparado com tubo de ensaio de 150 x 25 mm.

O tamanho do recipiente ndo influenciou o nimero médio de brotagdes, nimero
total de segmentos nodais por plantula e nimero médio de segmentos nodais por
brotacdo de plantulas de ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen)
multiplicadas em tubos de ensaio com menor volume (NICOLOSO & ERIG, 2002). A
divergéncia entre os resultados obtidos no presente trabalho e dos autores acima
mencionados indica que as respostas in vitro em funcdo de fatores como o tipo de
recipiente variam com a espécie € as condigdes de cultivo.
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Figura 10. Numero de brotac6es por segmento nodal (NBS) em funcéo do tempo de
cultivo in vitro e do tipo de recipiente.

Para o niumero de brotos por segmento nodal em fungdo do tempo de cultivo in
vitro e do tipo de vedagdo foi observado um comportamento quadratico tendo os
explantes cultivados em recipientes com vedagao de papel aluminio apresentado uma
reducao no numero de brotos (Figura 11).
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Figura 11. Nimero de brotagdes por segmento nodal (NBS) em fungdo do tempo de
cultivo in vitro e do tipo de vedacéo.
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Diversos trabalhos com diferentes tipos de vedacao nas mais variadas etapas do
cultivo in vitro tém sido conduzidos. Em trabalho de controle da vitrificacdo in vitro de
carvo (Dianthus caryophyllus L.) Cuzzuol et al. (1995) observaram que a taxa de
propagacdo e o comprimento das brotagbes mantidas em recipientes com tampa de
algoddo foram menores do que em recipientes com tampa de papel aluminio. Na
micropropagacao de tomilho (Thymus vulgaris L.) Bandeira et al. (2007) obtiveram melhor
resultado em frascos vedados com algodao, relatando que os resultados séo justificados
pela maior aeragdo, maior troca gasosa entre o ar atmosférico e o ambiente do interior
dos frascos e maior incidéncia de luminosidade para as plantas.

No estudo de estimulo de enraizamento fotoautotréfico de araticum-bravo
(Annona glabra L.) Santana et al. (2008) notaram visivelmente maior crescimento das
raizes em recipientes com tampa plastica sem pelicula PVC.

O ndmero de nés por brotagdo adventicia apresentou um comportamento de
regressao linear ascendente indicando que o tipo de vedagéo ndo inibiu a formacéo de
nés por brotacdo. Entretanto, explantes inoculados em frascos vedados com papel
aluminio apresentaram, em média, um menor acréscimo de nés por brotacdo adventicia
(Figuras 12 e 13).
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Figura 12. NUumero de nds por brotagdo adventicia (NNB) em fungéo do tempo de cultivo
in vitro e do tipo de vedagao.

Foto: Micaele Santos

Figura 13. Efeito do tipo de vedagédo no niumero de nds por brotagdo adventicia em
segmentos nodais de mangabeira na presenca de 0,5 mg.L" de ABA.
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A interacdo tripla tipo de recipiente x concentragdo de ABA x tempo de cultivo in
vitro foi significativa para o nimero de nés por brotagado adventicia (Anexo C). Segmentos
nodais mantidos em frasco tipo “maionese” na auséncia de ABA apresentaram regressao
linear positiva para o numero de noés por brotacdo. O mesmo comportamento foi
observado em tubo de ensaio na presenca de 0,5 mg.L" de ABA, com redugdo no
ndmero médio de ndés. Nas demais combinagdes houve comportamento quadratico
(Figura 14). Sa (2009) também obteve redugédo do crescimento em microestacas de
mangabeira na presenca de 0,5 mg.L" de ABA.

O ABA devido a associacdo com a dorméncia e a abscisao é sempre identificado
como um inibidor, mas de fato ele apresenta efeitos fisiolégicos variados e tem acoées
tanto de inibicAo quanto promotoras do desenvolvimento vegetal (BARRUETO CID,
2000). O principal papel do ABA é controlar o inicio e a manutengédo da dorméncia de
sementes e de gemas e as respostas do vegetal ao estresse, em particular o estresse
hidrico (TAIZ & ZEIGER, 2004). Na cultura de tecidos esse efeito vai ser direcionado
dependendo da espécie em questdo, da sua concentragdo e da relagdo entre os
diferentes reguladores de crescimento aplicados (FOSKET, 1994).

Na conservagéo in vitro de cana-de-agucar a concentracéo de 1 mg.L" de ABA foi
a que proporcionou a maior longevidade e viabilidade dos explantes, sendo os mesmos
mantidos por 12 meses sem a necessidade de subcultivos (LEMOS et al., 2002).
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Figura 14. NUmero de nds por brotacao adventicia (NNB) em fungcéo do tempo de cultivo
in vitro, do tipo de recipiente e concentracao de ABA.

Houve efeito significativo da interacao tipo de recipiente x tipo de vedacao para a
porcentagem de abscisdo foliar (Anexo C). A porcentagem de abscisao foliar variou
segundo uma regressao linear em funcado do tempo de cultivo in vitro para frasco tipo
“maionese” combinado com tampa plastica e para tubo de ensaio com tampa de papel
aluminio. Para as outras combinagdes de tipo de recipiente x tipo de vedagdo como
mostrado na Figura 15 foram observadas regressdes quadraticas com as derivadas de
equacao maximas de 6,38% de abscisao aos 93,4 dias para o tubo de ensaio x vedacao
plastica e de 5,30% aos 122,42 dias para o frasco tipo “maionese” x vedacao de papel
aluminio.
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Figura 15. Porcentagem de abscisao foliar (PAF) em fungéo do tempo de cultivo in vitro,
do tipo de recipiente e tipo de vedacéao.

A interagao tripla tempo de cultivo in vitro x tipo de vedagdo x concentragdo de
ABA também foi significativa para a porcentagem de absciséo foliar e variou conforme
uma regressao linear para a vedagao tampa plastica na auséncia de ABA e tampa de
papel aluminio combinado com 0,5 mg.L"' de ABA (Figura 16). A vedacdo de papel
aluminio na auséncia de ABA variou conforme uma regressdo quadratica. Nao houve
abscisdo foliar nos explantes mantidos em tampa plastica e 0,5 mg.L" de ABA,
entretanto, nessas condicdes foi observado 26,70% de morte dos explantes (dado nao
apresentado).

Explantes mantidos em recipientes com vedacdo de papel de aluminio na
presenca de 0,5 mg.L" de ABA em fungéo do tempo apresentaram menores valores de
abscisao foliar. Provavelmente a concentragdo de etileno nos recipientes vedados com
papel aluminio foi menor, reduzindo o processo de abscisdo das folhas, devido a maior
troca gasosa. Essas variaveis afetam a composicdo da fase gasosa do frasco e,
conseqlientemente, o crescimento e desenvolvimento das culturas (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998). Associado a este fato, a presengca de ABA também reduziu o
metabolismo e a abscisdo foliar. Trabalhando também com conservagdo de mangabeira
Sa (2009) obteve viabilidade para a conservagdo das microestacas por um periodo de
trés meses em frasco vedados com tampa de papel aluminio.
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Figura 16. Porcentagem de abscisao foliar (PAF) em fungéo do tempo de cultivo in vitro,
do tipo de recipiente e da concentragdo de ABA.

4.1.3 Efeito do manitol, do acesso e tempo de cultivo na conservacao in vitro de
plantulas de mangabeira

De acordo com a andlise de variancia, houve efeito significativo do tempo de
cultivo in vitro para todas as variaveis analisadas, do manitol para a porcentagem de
abscisao foliar, da interagdo manitol x tempo de cultivo in vitro para altura da plantula,
abscisao foliar e nimero de raizes e da interagcdo manitol x acesso x tempo de cultivo in
vitro para a altura de plantulas. Nao foi observado efeito significativo da concentragéo de
manitol, do acesso e da interacdo manitol x acesso para as variaveis: altura da plantula,
numero de folhas e nimero de raizes (Anexo D).

Nao foi possivel estabelecer um modelo de regressdo com significado bioldgico
para altura das plantulas, abscisdo foliar e numero de raizes. Foram observados
acréscimos significativos para altura da plantula (Figura 17) em funcido do tempo de
cultivo in vitro nas concentragdes 0, 5, 10 e 15 g.L"' de manitol indicando que nessas
concentragdes nao houve reducéo no crescimento. Nas concentracdes de 15 e 20 g.L™
de manitol foram observados os menores valores na altura das plantulas aos 150 dias
(3,47; 3,59 cm, respectivamente) de cultivo in vitro (dados nao apresentados).
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Figura 17. Altura de plantulas de mangabeira em fungdo da concentragdo de manitol
(mg.L™") e do tempo de cultivo in vitro.

O numero de folhas de plantulas de mangabeira variou segundo uma regressao
linear com acréscimo em funcdo do aumento do tempo de cultivo in vitro indicando que
as concentragbes de manitol testadas nao influenciaram na formagao de folhas das
plantulas (Figura 18).
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Figura 18. Numero de folhas de plantulas de mangabeira em funcéo do tempo de cultivo
in vitro na presenga de manitol.

O manitol apresenta um efeito retardante no crescimento e desenvolvimento de
um grande numero de espécies, e é utilizado com bastante freqiiéncia na conservagao
in vitro. Lédo et al. (2007) observaram que a adicido de manitol a 24,65 e 32,87 mg.L"
promoveu um menor crescimento da parte aérea de plantulas de coqueiro anao verde do
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Brasil de Jiqui. Fortes & Pereira (2001) em estudos de conservagédo de hastes de batata
(Solanum tuberosum L.) relataram que o manitol reduziu efetivamente o crescimento das
hastes, porém apenas 37% dos explantes sobreviveram em trés meses de cultivo.
Resultado semelhante foi obtido por Sarkar & Naik (1998), que ao adicionar manitol ao
meio reduziu o crescimento de hastes de batata, quando comparado com o meio com
somente a sacarose como fonte de carboidrato. Provavelmente a agéo de inibicdo do
crescimento pelo manitol possa variar em funcao da espécie e do explante utilizado.

A reducdo da sacarose para 20 g.L' tornou possivel a conservacéo dos explantes
de cana-de-aclcar em crescimento lento por mais tempo do que os reguladores
osmoticos manitol e sorbitol combinados com diferentes concentracées de sacarose
(LEMOS et al., 2002). Este fato pode ser explicado pela possibilidade da cana-de-agucar
Nao possuir mecanismos necessarios para metabolizar os aglcares alcodis (sorbitol e
manitol), ao contrario de outras espécies vegetais.

A porcentagem de abscisdo foliar variou para cada concentracdo de manitol
segundo as médias apresentadas na Figura 19, com acréscimo em fungdo do aumento
do tempo de cultivo in vitro. As concentragbes de 15 e 20 g.L™' de manitol induziram
menor abscisao foliar nas plantulas de mangabeira e aos 150 e 180 dias de cultivo in vitro
mantiveram suas médias praticamente constantes. Algumas substancias quimicas
apresentam capacidade de inibir a agao do etileno e podem interferir no processo de
abscisao foliar (NEPOMUCENO et al., 2007). E provavel que o manitol (15 e 20 g.L™")
tenha apresentado o mesmo efeito nas plantulas de mangabeira in vitro. Nepomuceno et
al. (2007) testando varias concentracbes de paclobutrazol (inibidor de crescimento
sintético) observaram que o maior nimero de folhas senescentes ocorreu na auséncia do
paclobutrazol, e o menor nimero foi encontrado com a maior (13,6 uM) concentracao
desse composto. Segundo Rademacher (2000), os compostos que atuam inibindo o
crescimento vegetal induzem aumento no conteldo de citocininas, e os niveis de etileno
sao diminuidos, tendo como consequiéncia um retardo na senescéncia.
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Figura 19. Porcentagem de abscisao foliar (PAF) de plantulas de mangabeira em fungéo
de da concentracéo de manitol (g.L™') e do tempo de cultivo in vitro.

A interagdo manitol x tempo de cultivo in vitro foi significativa para o nimero de
raizes. O numero de raizes variou para cada concentracdo de manitol com acréscimo em
funcéo do aumento do tempo de cultivo in vitro (Figura 20). Aos 30 dias de cultivo in vitro



28

houve pouca variagdo nas médias observadas para as concentracdes de manitol. Aos
180 dias de cultivo in vitro o maior nimero de raizes ocorreu na presenca de 5 g.L" de
manitol e o0 menor nimero de raizes nas concentracdes de 15 e 20 g.L". A inibicdo da
rizogénese pode ser favoravel para a manutencao de plantulas de mangabeira in vitro em
condicbes de crescimento lento por diminuir a area e capacidade de absorcdo de
nutrientes do meio de cultura.

Estudando o efeito de sacarose e manitol na conservagéo in vitro de coqueiro
ando Lédo et al. (2007) observaram aos 365 dias de cultivo o efeito retardante sob o
crescimento do sistema radicular das plantulas mantidas em meio de cultura com 0,3 e
0,4 M de manitol, entretanto, nestas concentracées foi observada a necrose das culturas
com redugdo na sobrevivéncia das plantulas.
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Figura 20. Nimero de raizes (NR) em plantulas de mangabeira em funcédo da
concentracdo de manitol (g.L™") e do tempo de cultivo in vitro.

4.1.4 Quantificacao de prolina em microestacas submetidas a conservacao in
vitro por crescimento lento

Foram verificadas diferengas significativas nos teores de prolina de explantes
mangabeira submetidas a conservacao in vitro por crescimento lento em funcao do tipo
de amostra vegetal (folhas e entre-nés) e concentracao de sorbitol (ANEXO E). Amostras
obtidas das folhas de microestacas apresentaram menor teor de prolina em meio de
cultura com 10 g.L™" (0,97 pmol /g de massa fresca) e 20 g.L™' (1,08 pmol /g de massa
fresca) de sorbitol. Na presenca de 20 g.L" de sorbitol o teor de prolina foi maior nos
entre-n6s de microestacas (2,73 umol /g de massa fresca) conforme Figura 21.

A prolina € um aminoacido que presente em pequenas quantidades nas plantas
sob estresse se acumula nas células e tem funcdo osmoprotetora, protegendo as
membranas de efeitos deletérios, prevenindo a desnaturacao de proteinas, preservando
a estrutura de enzimas e atuando como tampé&o para regular o potencial redox celular
(NOGUEIRA et al., 2001; MARIN, 2003; GIANNAKOULA et al., 2008). Provavelmente a
alta concentragdo de sorbitol no meio promoveu maior estresse as microestacas e maior
acumulo de prolina nos entre-n6s do que nas folhas. Este resultado concorda com o
obtido por Potluri Sasikaka & Devi Prasad (1994) que avaliando o efeito do estresse
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salino in vitro em 10 cultivares de batata, observaram maior acimulo de prolina no caule
das plantulas, discordando dos resultados obtidos em condi¢cdes de campo onde o maior
acumulo é nas folhas.

Para gramineas ZAIFNEJAD et al., 1997 relatam que os efeitos associados do
estresse hidrico e de altas concentragdes de aluminio dos solos causam aumento nos
teores de prolina, tanto na parte aérea quanto no sistema radicular, mas que para uma
melhor compreensao desses efeitos ainda necessita-se de muitas pesquisas em plantas
agronomicamente importantes, pois séo raras as informagdes na bibliografia pertinente.
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Figura 21. Teores médios de prolina em amostras foliares e de entre-n6s de
microestacas de mangabeira mantidas sob crescimento lento na presenca de 10 e 20 g.L°
' de sorbitol.

4.2 Retomada do crescimento de mangabeira apos a conservagao in vitro

4.2.1 Retomada do crescimento de explantes provenientes de meio de conservacao
com sorbitol e sacarose

Houve efeito significativo da sacarose e do sorbitol na retomada do crescimento
dos explantes até os 60 dias (Anexo F). Explantes mantidos na auséncia de sacarose na
fase de conservagdo apresentaram maior viabilidade com menor secamento das
brotagdes e morte de folhas (Tabela 2, Figura 22A).

Tabela 2. Viabilidade de brotagbes de mangabeira em meio de crescimento apds a
conservagao in vitro em diferentes concentracdes de sacarose.

Sacarose (g.L") Viabilidade
0 2,96a
15 1,99b

Médias seguidas pela mesma letra minGscula nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Houve efeito significativo da interagdo entre sorbitol e tempo de cultivo in vitro no
crescimento dos explantes (Anexo F). Na presenca de baixa concentragao de sorbitol (10
g.L™"), os explantes apresentaram maior viabilidade (Tabela 3, Figura 22B) aos 30 e 60
dias de cultivo in vitro. Com o aumento do tempo de cultivo in vitro os explantes mantidos
anteriormente em meio com 20 e 40 g.L' de sorbitol apresentaram crescimento
comprometido, com aumento do secamento das brota¢cdes e morte das folhas. Esse
resultado pode ser explicado pelo efeito deletério do sorbitol observado na fase de
conservacgao quando se utilizou a concentragéo de 40 g.L ™.

Tabela 3. Viabilidade de brotagcdes de mangabeira em meio de crescimento apds a
conservagao in vitro em diferentes concentragées de sorbitol.

Sorbitol (g.L™) Tempo de cultivo in vitro (dias)

0 30 60
10 3,17aA 3,07aA 2,85aA
20 2,87abA 2,57bA 2,17bB
40 2,65bA 1,52¢cB 1,37¢cB

Médias seguidas pela mesma letra mailscula nas linhas e minGscula nas colunas nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fotos: Micaele Santos

Figura 22. Viabilidade de explantes de mangabeira aos 60 dias de cultivo in vitro em
meio de crescimento A- apds conservagdo na auséncia de sacarose e na presenca de 10
g.L™ sorbitol; B- apdés conservacdo na auséncia de sacarose e presenca de 40 g.L
sorbitol.

Os explantes mantidos na presenca de 10 mg.L™" de sorbitol apresentaram menor
crescimento in vitro € menor abscisao foliar na fase de conservagao (Tabela 1) e melhor
desempenho na retomada do crescimento. Isso pode ser explicado pelo fato de que as
culturas com maior crescimento in vitro na fase de conservagéo por apresentar maior
metabolismo e absciséo foliar, ao serem submetidas a retomada do crescimento estavam
com sua viabilidade parcialmente comprometida.
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4.2.2 Retomada do crescimento de explantes provenientes de meio de
conservacao com ABA

Houve efeito significativo do tempo de cultivo in vitro na retomada do crescimento
de explantes na presenca de ABA (Anexo G). Observou-se que aos 60 dias houve menor
viabilidade (1,94) com maior secamento das brotagcdes e morte de folhas (Tabela 4). A
aplicacao de técnicas de conservacao in vitro por crescimento lento deve ser eficiente
tanto na redugdo como também na posterior retomada do crescimento para a
disponibilidade de material quando necessario. Conforme dados apresentados na Tabela
4, subcultivos a partir dos 30 dias na fase de retomada do crescimento proporcionam
melhor viabilidade das culturas.

Tabela 4. Viabilidade de brotagbes de mangabeira em meio de crescimento apds a
conservagao in vitro em fungéo do tempo de cultivo in vitro.

Tempo de cultivo in vitro Viabilidade
0 2,62a
30 2,50a
60 1,94b

Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas nao diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Houve interagédo tripla significativa entre o tipo de recipiente, tipo de vedacéo e o
tempo de cultivo in vitro para a retomada do crescimento de explantes (Anexo G). O
desdobramento do tempo de cultivo in vitro dentro de tipo de recipiente e vedacao é
apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Desdobramento do tempo de cultivo in vitro dentro de tipo de recipiente-
vedacgao para a viabilidade de brotacdes de mangabeira apds a conservagao in vitro na
presenca de ABA.

Recipiente-Vedagéo Tempo de cultivo in vitro (dias)

0 30 60
Frasco tipo “maionese”™Tampa Plastica 2,25A 2,25A 2,00A
Frasco tipo “maionese”™Papel Aluminio 2,75A 2,08A 1,25B
Tubo de ensaio - Tampa Plastica 2,75AB 2,83A 2,08B
Tubo de ensaio- Papel Aluminio 2,75A 2,83A 2,42A

Médias seguidas pela mesma letra mailscula nas linhas, ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Observou-se uma redugao significativa na retomada do crescimento dos explantes
mantidos em frasco tipo maionese (1,25) vedados com aluminio aos 60 dias. Explantes
mantidos em tubos de ensaio com vedagao plastica aos 60 dias de cultivo apresentaram
menor retomada do crescimento (2,08) quando comparada com 30 dias de cultivo (2,83).
Estes resultados reforcam que o primeiro subcultivo devera ser realizado aos 30 dias
apos a transferéncia para meio de retomada do crescimento.
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5 CONCLUSOES

- A conservacao in vitro de segmentos nodais de mangabeira na auséncia de
sacarose e na presenca de 10 ou 20 g.L'' de sorbitol é viavel sob condicdes de
crescimento lento por 120 dias.

- A conservagao in vitro de segmentos nodais de mangabeira na presenca de 0,5
mg.L" de &cido abscisico em tubos de ensaio vedados com tampa de papel aluminio é
viavel sob condicdes de crescimento lento por 120 dias.

- As concentragdes de 15 e 20 g.L"' de manitol favorecem a conservacdo por
crescimento lento de plantulas de mangabeira germinadas in vitro por 180 dias.

- Ocorre maior acumulo de prolina em entre-n6s do que em folhas de
microestacas de mangabeira na presenca de 10 e 20 g.L™" de sorbitol.

- Houve maior acumulo de prolina em folhas e entre-nés de microestacas de
mangabeira na presenca de 20 g.L” de sorbitol.

- Explantes mantidos na auséncia de sacarose ou na presenca de 10 g.L" de
sorbitol na fase de conservacdo apresentam maior viabilidade na retomada do
crescimento até os 60 dias de cultivo.

- Explantes mantidos na presenca de 0,5 mg.L™' de ABA na fase de conservacéo
apresentam maior viabilidade na retomada do crescimento aos 30 dias de cultivo.
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Anexo A. Resumo do quadro de andlise de varidncia do efeito do sorbitol, sacarose e
tempo de cultivo no nimero de brotacdes adventicias por segmento nodal (NBS), nimero
de no6s por brotacdo adventicia (NNB) e porcentagem de abscisdo foliar (PAF) em
segmentos nodais de mangabeira.

QM

Fv GL NBS ' NNB '’ PAF *
Sacarose (Sac) 1 1,9433** 8,1488™* 1,8208**
Sorbitol (Sorb) 2 2,5344** 5,9790** 0,8625*
Sac x Sorb 2 1,5709** 5,5785** 0,2411
Fatorial x Testemunha 1 1,0941** 13,3670** 0,1689
Erro a 130 0,1540 0,4271 0,0968
Tempo 3 1,2557** 19,3174** 0,6518*
Sac x Tempo 3 0,1279* 0,2495 0,0980**
Sorb x Tempo 6 1,0526** 1,968** 0,0425*
Sac x Sorb x Tempo 6 0,0617 0,1517 0,0467
Erro 332 0,0415 0,0997 0,0197
CV % 13,00 13,78 70,78

" Dados transformados para Vx +0,5; ° Dados transformados para arcsen Vx
* e ** significativo a 5 e 1 % de probabilidade,respectivamente, pelo teste de F.

Anexo B. Contrastes entre a média dos tratamentos e a testemunha para ndmero de
brotagbes adventicias por segmento nodal (NBS), nimero de nos por brotagao adventicia
(NNB) e porcentagem de abscisao foliar (PAF).

Contraste NBS' NNB' PAF (%)°
T -T7 -0,1760* -0,7269* -0,2044*
T2 -T7 0,1800* -0,0664 -0,0851*
T3-T7 -0,1769* -0,4566* -0,1059*
T4 -T7 -0,1429* -0,1874* 0,1340*
T5-T7 -0,2329* -0,6408* -0,0573
T6 —T7 -0,2222* -0,7577* 0,0041

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett. T7-Testemunha (MS Padrao); T1-0
sacarose + 10 sorbitol (g.L™"); T2 - 15 sacarose + 10 sorbitol (g.L™"); T3- 0 sacarose + 20 sorbitol
(9,L"); T4- 15 sacarose + 20 sorbitol (g.L™"); T5- 0 sacarose + 40 sorbitol (g.L"); T6- 15 sacarose +
40 sorbitol (g.L ™).

' Dados transformados para Vx +0,5; 2 Dados transformados para arcsen Vx.
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Anexo C. Resumo do quadro de andlise de variancia do efeito do &cido abscisico (ABA),
tipo de recipiente, tipo de vedagao e tempo de cultivo in vitro no nimero de brotacées
adventicias por segmento nodal (NBS), niumero de nés por brotagdo adventicia (NNB) e
porcentagem de absciséao foliar (PAF) em segmentos nodais de mangabeira.

QM
Fv GL NB NSB PAF

Recipiente (Rec) 1 0,4834* 2,2687* 0,1078
Vedacéo 1 0,2545 3,3239** 0,0178
ABA 1 0,1453 10,2875** 0,5588**
Rec x Vedagéao 1 0,0001 0,1213 0,2157*
Vedagao 1 0,0817 0,3587 0,0784
Tampa x ABA 1 0,0092 0,3494 0,0288
Rec x Vedagdo x ABA 1 0,0396 1,1837 0,2630*
Erro a 88 0,0974 0,3555 0,0384
Tempo 3 0,0838 6,5147* 0,0926**
Rec x Tempo 3 0,1360" 0,9546 0,0098
Vedacao x tempo 3 0,1452** 0,2970* 0,0103
ABA x Tempo 3 0,0597 0,1144 0,0289*
Rec x Vedagao x 3 0,0279 0,01442 0,0585*
Tempo
Rec x ABA x Tempo 3 0,0415 0,3902** 0,0090
\T’edagao X ABA X 3 0,0454 0,0418 0,0303*

empo
Rec x Vedagao x ABA x 3 0,0648 0,2903 0,0575
Tempo
Erro b 210 0,0373 0,0985 0,0086
CV % 12,11 13,74 148,90
Média Geral 1,59 2,28 0,06

* e ** significativo a 5 e 1 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste de F.

Anexo D. Resumo do quadro de andlise de variancia do efeito do manitol, acesso e
tempo de cultivo in vitro na altura (ALT), ndmero de folhas (NF), porcentagem de
abscisao foliar (PAF) e nimero de raizes (NR) de plantulas de mangabeira germinadas in
vitro.

QM

Fv GL ALT (cm) NF PAF NR
Manitol 4 61,3818 24,3507 17,9798* 16,2579
Acesso 1 31,0320 0,6407 4,1607 9,2042
Manitol x Acesso 4 40,7126 13,8193 1,5761 2,9293
Erro a 30 49,1220 17,8913 5,4455 8,8780
Tempo 5 157,3358** 85,6119* 33,4765** 39,6230**
Manitol x Tempo 20 4,7884* 3,3504 3,4668** 2,0626*
Acesso x Tempo 5 0,8056 2,0280 0,5860 2,3750
Manitol x Acesso 20 5,0637* 3,0994 0,5065 0,4648
x Tempo
Errob 150 2,6741 2,5690 0,9115 1,1440
CV% 50,61 62,02 99,36 53,21
Média Geral 32,313 25,842 0,9608 20,100

*

e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste de F.
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Anexo E. Médias, desvio da média e intervalos de confianga dos teores de prolina
quantificados em tecidos foliares e entre-n6s de microestacas de mangabeira sob
crescimento lento na presenga de sorbitol.

Tratamentos Médias PI:)a(-)dS ;/éilg 00422?12/: li%fi?ior* con:ir:r?é\;aézsgrior*

Anexo F. Resumo do quadro de andlise de variancia da viabilidade de explantes na
retomada do crescimento em fungdo da concentracdo de sorbitol, de sacarose e do
tempo de cultivo in vitro utilizados na conservagao.

FV GL QM
Sacarose (Sac) 1 85,07**
Sorbitol (Sorb) 2 42,41**
Sacarose x Sorbitol 2 9,55
Erro a 114 4,62
Tempo 2 18,26**
Sacarose x Tempo 2 0,69
Sorbitol x Tempo 4 3,60**
Sac x Sorb x Tempo 4 0,88
Erro b 228 0,562
CV% 30,29
Média Geral 2,47

*

e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade,respectivamente, pelo teste de F.

Anexo G. Resumo do quadro de analise de variancia da viabilidade de explantes na
retomada do crescimento em funcgao do tipo de recipiente, tipo de vedacéo e tempo de
cultivo in vitro utilizados na conservagao na presencga de acido abscisico.

FVv GL QM
Recipiente 1 9,51
Vedacéao 1 0,01
Recipiente x Vedagao 1 0,56
Erro a 44 5,47
Tempo 2 6,44
Recipiente x Tempo 2 0,63
Vedacao x tempo 2 0,67
Recipiente x Vedagéao x 5 1.89*
Tempo
Errob 89 0,53
CV% 30,95
Média Geral 2,35

*

e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade,respectivamente, pelo teste de F.



