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Germinacéao In Vitro da
Mangabeira

A. da S. Lédo * J. F. da S. Junior 2S. B. S. C. Barboza ®

Resumo

O objetivo do trabalho foi determinar as condigGes mais favoraveis para a
germinacdo in vitro de sementes e o crescimento inicial de plantulas de
mangabeira. Apds assepsia, sementes oriundas de frutos maduros foram inocula-
das em tubos de ensaio contendo os seguintes tratamentos: T1-15 mL de meio
de cultura MS; T2-15 mL de meio de cultura MS + 2,0 g L - de carvéao ativado;
T3-15 mL de meio de cultura ¥2 MS; e T4-15 mL de meio de cultura ¥2 MS +
2,0 g L * de carvao ativado. Todos os meios de cultura foram gelificados com
0,3 g L ** de Phytagel® e suplementados com 30 g L ‘! de sacarose. O experi-
mento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com quatro
tratamentos e oito repeticdes, sendo cada parcela experimental composta de dez
tubos de ensaio contendo uma semente cada. Nao houve diferenca significativa
dos tratamentos para a porcentagem de germinacéo aos 20 dias, que variou de
95 a 100%. Quanto ao comprimento da raiz principal, observou-se que o meio
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de cultura constituido de %2 MS com 2,0 g L * de carvao ativado proporcionou
maior crescimento quando comparado com 0s demais tratamentos. Aos 50 dias,
ndo foi observada a formacgé&o de plantulas anormais e nem diferencas significati-
vas do comprimento da parte aérea das plantulas. Entretanto, a diluigdo em 50%
dos sais do meio MS associada a presenca de carvao ativado induziu maior
crescimento da raiz principal (8,50 cm) quando comparado com meio MS, na
presenca (6,19 cm) ou auséncia (6,00 cm) de carvao ativado.

Termos para indexacao: Propagacao in vitro, meio de cultura, sementes,
Apocynaceae.



In Vitro Germinication of
Mangaba

Abstract

The objective of this study was to determine the most favorable conditions for
the in vitro germination of mangaba seeds and initial development of plantlets.
After asepsis, emerging seeds of mature fruits were inoculated in tubes contend
the next treatments: T1-15 mL of MS culture medium; T2-15 mL of MS culture
medium + 2.0 g L* of activated charcoal; T3-15 mL of %2 MS culture medium;
and T4-15 mL of %2 MS culture medium + 2.0 g L* of activated charcoal. All
the culture medium were gellified with 0.3 g L* of Phytagel® and supplemented
with 30 g L* of sucrose. The statistical design was completely randomized with
four treatments, eight repetitions and ten seeds by experimental unit. There was
not significant difference of the treatments for the germination percentage at
twenty days, which varied from 95 to 100%. The ¥2 MS with 2.0 g L? of
activated charcoal promoted higher growth the main root when compared with
the others treatments. After 50 days, abnormal plantlets were not observed and
neither significant difference were verified among the length of the aerial part.
However, the dilution in 50% of the MS culture medium associate to the
presence of activated charcoal induced higher growth of the main root (8.50 cm)
when compared with MS culture medium in the presence (6.19 cm) or absence
(6.00 cm) of activated charcoal.

Index terms: In vitro propagation, seeds, culture medium, Apocynaceae.
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Introducéao

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

A cultura ainda esta em fase de domesticacéo e, portanto, todos os aspectos
relacionados ao seu cultivo ainda necessitam ser melhor estudados, podendo-se
citar: propagacao vegetativa, selecao de genétipos promissores, desenvolvimen-
to e adaptacdo de praticas culturais, estudos sobre a fenologia da planta e
aspectos relacionados com a pré e pés-colheita do fruto. Tecnologias de propa-
gacao in vitro bem desenvolvidas e/ou adaptadas para a mangabeira sdo de
grande importancia para programas de conservacado de recursos genéticos e
melhoramento genético da mangabeira.

O cultivo in vitro é um procedimento significante na propagacao de diferentes
espécies. No entanto, alguns problemas tém sido identificados na
micropropagacao da mangabeira e, dentre eles, destacam-se 0s contaminantes
flngicos e bacterianos presentes em explantes oriundos de plantas adultas que
dificultam o estabelecimento de protocolos de micropropagacéo (Alloufa, 2003;
Lemos et al., 2006).

O estabelecimento de protocolos de micropropagacéo de espécies lenhosas a
partir de explantes oriundos de plantas germinadas in vitro é mais viavel sob o
ponto de vista fisioldgico e experimental, devido ao estagio juvenil e capacidade
de maior resposta in vitro, possibilitando a conducao de inUmeros experimentos
(Gratapagglia & Machado, 1998). Além disso, a obtencado de explantes
assépticos resolve problemas como a dificuldade de desinfestar material vegetal e
a baixa resposta morfogénica dos tecidos arb6reos adultos (Grigoletto, 1997).

Outro aspecto a ser considerado é que a germinacédo de sementes in vitro
permite, freqlientemente, uma maior germinabilidade das sementes do que em
viveiros, provavelmente porque as condi¢des in vitro sdo mais adequadas aos
processos de germinacao e desenvolvimento inicial da plantula (Noleto &
Silveira, 2004).
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Diversos trabalhos com a germinagéo in vitro de mangabeira, variedades botani-
cas do Nordeste e dos Cerrados, foram realizados (Grigolleto, 1997; Lemos et
al., 2006; Machado et al., 2004). Entretanto, aspectos sobre o crescimento
inicial in vitro da parte aérea e sistema radicular necessitam ser melhor caracteri-
zados.

O objetivo do trabalho foi avaliar o crescimento inicial de plantulas de
mangabeira em diferentes meios de germinacao in vitro.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da
Embrapa Tabuleiros Costeiros em Aracaju, SE e as sementes foram obtidas de
frutos “de vez” de plantas matrizes de populacdo nativa de mangabeira da
Estacdo Experimental de Itaporanga da Embrapa Tabuleiros Costeiros.

As sementes tiveram seus tegumentos removidos para facilitar a germinacéo e
foram desinfestadas com a seguinte seqiiéncia de tratamentos: a) lavagem com
solucdo detergente; b) enxagiie em agua destilada para remoc¢éo do detergente;
c¢) imersdo em fungicida benomil 5,0 g L't por 5 minutos em camara de fluxo
laminar; d) trés lavagens com agua destilada estéril; e) imersao em alcool etilico
70% por 10 segundos; f) imersdo em solugéo de hipoclorito de s6dio 10% por
10 minutos e g) trés enxaguies finais com agua destilada estéril (Lemos, 2003).

As sementes desinfestadas foram inoculadas, em tubos de ensaio contendo os
seguintes tratamentos: T1-15 mL de meio basico MS (Murashige & Skoog,
1962); T2-15 mL de meio basico MS + 2,0 g L* de carvéo ativado; T3-15 mL
de meio basico ¥2 MS; T4-15 mL de meio basico ¥2 MS + 2,0 g L* de carvao
ativado. O meio de cultura, em todos os tratamentos, foi gelificado com 0,3 g L?
de Phytagel® e suplementado com 30 g L de sacarose. O pH foi ajustado para
5,8 e todos os tratamentos submetidos a esterilizacdo em autoclave a 120°C
durante 15 minutos. As culturas foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura variando de 25 # 2°C, umidade relativa do ar média em torno de
70% e fotoperiodo de 16 horas de luz branca fria (52 pmol m2s? de irradiancia).

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com
quatro tratamentos e oito repeticdes, sendo cada parcela experimental composta
de dez tubos de ensaio contendo uma semente cada. Aos 20 dias da inoculacéo,
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foram avaliadas a porcentagem de contaminacgéo, de germinagao e comprimento
da raiz principal e aos 50 dias a porcentagem de plantulas anormais, o compri-
mento da parte aérea e da raiz principal. Como plantulas anormais, foram
consideradas aquelas que apresentavam auséncia ou crescimento atrofiado da
parte aérea e/ou do sistema radicular. As médias das variaveis foram submetidas
a andlise de variancia e comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Resultados e Discussao

O processo de assepsia das sementes foi eficiente, ndo sendo observada
nenhuma contaminagéo flngica ou bacteriana ao longo do periodo de condugéo
do ensaio.

Na terceira semana, apoés a inoculagdo, observou-se a emisséo e o rapido
crescimento da radicula (Figuras 1A e 1B), com o posterior desenvolvimento de
raizes secundarias (Figura 1C). A partir da quarta semana ocorreu a emergéncia
do epicétilo de coloragéo roxo-avermelhada, dos nos cotiledonares e do primeiro
par de folhas (Figura 1D). A rapida elongacéo do epicotilo e a expansdo do
limbo foliar do primeiro par de folhas, foram verificados entre a quarta e a sexta
semana apos a inoculagéo (Figura 1E).

Figura 1. Fases da germinacdo in vitro de mangabeira. A e B- emissdo da radicula; C-
crescimento da raiz principal e secundérias; D- langcamento do primeiro par de folhas;
e E-elongacédo do epicotilo e expansdo do limbo foliar.
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Conforme Tabela 1, ndo foi constatada diferenca significativa dos tratamentos
para a porcentagem de germinacdo aos vinte dias, que variou de 95 a 100%.
Em estudos de germinacdo de mangabeira sob diferentes condi¢Bes de cultura in
vitro, Pinheiro et al. (2001) obtiveram, aproximadamente, 75% de germinagéo
em meio MS suplementado com 0,1 mg L** de GA,. Lemos (2003) alcangou
62% em meio MS sem reguladores de crescimento e Sousa et al. (2005), 70%
de germinacao em meio basico MS sdlido ou liquido, independente de apresenta-
rem ou ndo o tegumento. Machado et al. (2004) avaliando o potencial de
propagacéo in vitro de 11 matrizes de mangabeira nativas do Cerrado, observa-
ram 92,4% de germinacdo em meio MS sem reguladores de crescimento, ndo se
verificando diferencas entre as matrizes.

Tabela 1. Médias da porcentagem de germinacgéo (% GERM) e comprimento do
sistema radicular (CRP) de plantulas de mangabeira sob diferentes condicfes de
cultivo in vitro, aos 20 dias da inoculagéo.

MS 95,00a 1,42b
MS + 2,0 g L? carvao ativado 100,00a 1,65b
5 MS 95,00a 1,69b
1 MS + 2,0 g L* carvao ativado 100,00a 2,72a
CV (%) 6,71 30,24

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

A porcentagem de germinagéo de sementes de mangaba em condi¢cdes de
viveiro, em geral, é baixa ndo s6 devido a presenca de inibidores na polpa como
também ao fato de as sementes serem recalcitrantes (Lorenzi, 2000). Neste
estudo, taxas de germinag&o acima de 95% foram obtidas, provavelmente isto
se deve a remocéo da polpa do fruto e a rapida inoculagéo das sementes,
evitando a desidratacao e mantendo a viabilidade da semente.

Quanto ao comprimento da raiz principal, aos 20 dias observou-se que o meio
de cultura constituido de ¥2 MS com 2,0 g L* de carvao ativado proporcionou
maior crescimento quando comparado com os demais tratamentos (Figura 2). Os
niveis de nutrientes organicos e inorganicos nos meios de cultivo in vitro
influenciam varios processos metabolicos apresentando efeito sobre o crescimen-
to e diferenciacao dos tecidos (Maldaner et al., 2006). Provavelmente a reducao
da concentracdo de sais em 50% apresentou efeito positivo no crescimento de
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tecidos radiculares. Russowski & Nicoloso (2003), avaliando o efeito da
variacdo de N e P do meio MS no crescimento de ginseng brasileiro (Pfaffia
glomerata (Spreng.) Pedersen), observaram que o numero de raizes e o
percentual de enraizamento foi maior na concentracdo de N equivalente a 50%
daquela do meio MS. Com espécies lenhosas, 0 meio MS nao se mostra
satisfatorio em alguns casos e composi¢des mais diluidas em macronutrientes
apresentam melhor desempenho (Grattapaglia & Machado, 1998).

Figura 2. Desenvolvimento do sistema radicular de plantulas de mangaba em meio de
cultura ¥2 MS com 2 g L* de carvédo ativado.

O carvao ativado em concentragfes de 0,1 a 2% pode ser benéfico em alguns
casos. Fisicamente, ele simula a condigdo de escuro, no qual as raizes normal-
mente se desenvolvem melhor pela reducéo da incidéncia de luz na zona de
crescimento ativo do sistema radicular, além de adsorver substancias toxicas,
principalmente fendis e/ou quinonas que podem afetar o desenvolvimento do
explante (Grattapaglia & Machado, 1998).

Nao foi observada a formacéo de plantulas anormais e nem diferencas significati-
vas do comprimento da parte aérea das plantulas em todos os tratamentos aos
50 dias de inoculacdo (Tabela 2). A diluicdo em 50% dos sais do meio de
cultura MS associada a presenca de carvdo ativado induziu maior crescimento
longitudinal da raiz principal (8,50 cm) quando comparado com meio MS, na
presenca (6,19 cm) ou auséncia (6,00 cm) de carvéo ativado.
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Embora, estatisticamente, ndo tenha sido detectada diferenca significativa entre
os valores de comprimento da parte aérea, a adigao de carvdo ativado em meio
de cultura ¥2 MS e MS, aumentou em 55 e 27% o comprimento da parte aérea,
respectivamente. Este fato se deve a resposta do efeito benéfico do carvao
ativado no sistema radicular, proporcionando um maior alongamento da parte
aérea.

Tabela 2. Médias da porcentagem de plantulas normais (% PN), do comprimento
da parte aérea (CPA) e do sistema radicular (CRP) e da relacdo CRP/CPA de
plantulas de mangabeira sob diferentes condi¢fes de cultivo in vitro, aos 50 dias
da inoculagao.

MS 100 6,25a 6,00c 0,96
MS + 2,0 g L* carvéo ativado 100 7,94a 6,19c 0,78
5 MS 100 6,03a 7,03ab 1,17
1 MS + 2,0 g L* carvao ativado 100 9,38a 8,50a 0,91
CV (%) - 34,14 23,55

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

Observou-se um desenvolvimento balanceado da parte aérea e do sistema
radicular das plantulas de mangabeira em todos os tratamentos. Segundo Peres e
Kerbauy (2000) o equilibrio no desenvolvimento entre caule e raizes é vantajoso
considerando que ambos possuem fungdes complementares na sobrevivéncia
geral das plantas.

Os resultados obtidos demonstraram a eficiéncia da desinfestagcao das sementes
e da germinacéo e crescimento inicial in vitro na obtencéo de plantulas normais e
vigorosas de mangabeira. Os resultados poder&o ser aplicados na obtencéo de
explantes juvenis e assépticos para a micropropagacao, na propagacao sexuada
in vitro e na producéo de porta-enxertos em futuros trabalhos de microenxertia.

Conclusodes

a) Todos os meios de cultura testados séo eficientes para a germinacgao in vitro
de sementes e formacéo de plantulas normais de mangabeira.

b) O meio de cultura MS com metade da concentragao salina, acrescido de 2,0 g
Lt de carvéo ativado proporciona 100% de germinacgéo e bom desenvolvimento
da parte aérea e sistema radicular de plantulas de mangabeira in vitro.

13
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