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EFEITO DE DIFERENTES MEIOS DE CULTURA NA GERMINAQAO in vitro
DE SEMENTES DE MANGABEIRA (Hancornia speciosa Gomes)!

Kivia Soares de Oliveira?, Mayse da Silva Oliveira®, Eliane Clécia Pereira*, Simone Cassiano de Lima®e
Magdi Ahmed Ibrahim Aloufa®

RESUMO — A mangabeira, pertencente a familia Apocynaceae, é uma espécie nativa do Cerrado e dos tabuleiros
costeiros, sendo bastante conhecida pela importéncia social, econdmica e cultural. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito de diferentes meios de cultura na germinacéo in vitro de sementes de mangabeira, visando
contribuir cientificamente para o conhecimento da espécie. Os tratamentos utilizados foram: T, - vermiculita
(+40 mL de agua); T, - vermiculita + areia (1:1 + 40 mL de agua); T, - vermiculita + areia barrada (1:1 +
40 mL de agua); T, - vermiculita + MS basico (40 ml); T, - vermiculita + %2 MS (40 ml); T, - areia (+40
mL de agua); T, - areia barrada (+40 mL de agua); e T, - areia + areia barrada (1:1 + 40 mL de agua). Para
tanto, realizou-se um experimento com oito tratamentos, incluindo oito repeti¢cdes com 80 sementes por
tratamento. Foram analisadas as seguintes varidveis: porcentagem de germinacéo, tempo médio de germinagdo
e indice de velocidade de germinagdo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e as médias,
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Observaram-se diferengas significativas para a porcentagem
de germinacdo, sendo T3 estatisticamente superior, e para o VG, com o melhor resultado, os tratamentos
T1, T2 e T3. Entretanto, os valores de tempo médio de germinagao ndo apresentaram diferenca significativa.
Diante dos resultados, p6de-se concluir que os tratamentos dotados de vermiculita e combinacdes, T1, T2
e T3, exercem influéncia positiva na emergéncia de Hancornia speciosa Gomes.

Palavras-chave: Apocynaceae; Cultivo in vitro; Germinacao.

EFFECT OF DIFFERENT CULTURE MEDIA FOR in vitro GERMINATION OF
SEEDS OF MANGABEIRA (Hancornia speciosa Gomes)

ABSTRACT — Mangabeira, belonging to the family Apocynaceae, is a native species of the Cerrado and
coastal plains, known for its importance in the social, economic and cultural spheres. This study aimed to
evaluate the effect of different culture media on the in vitro germination of seeds of mangabeira, to contribute
scientifically with the knowledge related to this species. The treatments used were: T, - vermiculite (+40 mL
of water); T, - vermiculite + sand (1:1 + 40 mL of water); T, - vermiculite + clay (1:1 + 40 mL of water);
T, - vermiculite + basic MS (40 mL); T, - vermiculite + % MS (40 mL); T, - sand (+40 mL of water);
T, - clay (+40 mL of water); T, - sand + clay (1:1 + 40 mL of water). It was set up an experiment with
eight treatments including eight replications with 80 seeds per treatment. The following variables were analyzed:
percentage of seedling emergence, seedling emergence average time and speed index of germination. The
experimental design was completely randomized and the averages were compared by Tukey test at 5% of
significance. There were significant differences for the germination percentage, T, being statistically superior,
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and for the GSI, with the best result, treatments T, T, and T,. Moreover, the values of average time of germination
did not differ significantly. According to our results, we can conclude that the treatments provided with vermiculite
and combinations, T , T, and T, exert positive influence on the emergence of Hancornia speciosa Gomes.

Keywords: Apocynaceae; In vitro culture; Germination.

1. INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes),
pertencente a familia Apocynaceae, apresenta grande
importancia social, econémica e cultural (SILVAJUNIOR;
LEDO, 2006) e é reconhecida pelo sabor de seus frutos
e dos inimeros produtos alimenticios nos quais podem
ser empregados, que variam desde sucos a sorvetes.
O beneficiamento do fruto pode gerar renda a inimeras
comunidades extrativistas a partir da disposicao de
agroindustrias de processamento (SOARES JUNIOR
etal., 2008). No entanto, o crescente desmatamento
vem contribuindo para que essa planta nativa do Cerrado
e dos tabuleiros costeiros se torne rara no ambiente.
Situagdo semelhante vem ocorrendo no Nordeste, o
que, devido a grande reducgdo na area original dos
ecossistemas em que ocorre, principalmente pelo
desmatamento, especulagéo imobiliaria e plantios como
de cana-de-acgUcar, coqueiro e pastagens, a espécie
€ uma das fruteiras nativas mais ameacadas de extingéo
nessa regido (SILVA, 2011).

A medida que se tém conhecimentos sobre o
desenvolvimento e variagdo genética de espécies nativas,
esses dados tornam-se essenciais, uma vez que a
domesticacdo e incorporagdo dessas espécies nos
sistemas produtivos regionais, bem como o
desenvolvimento de estratégias de conservacao
eficientes, estdo estreitamente relacionadas a informactes
da magnitude e distribuicdo da variabilidade genética
nas populacdes naturais dessa fruteira (COSTA et al.,
2011).

Nessa perspectiva, os Bancos Ativos de
Germoplasma (BAGs) sdo alternativa para a conservacao
dos recursos genéticos vegetais. O conhecimento da
diversidade genética entre os acessos de um BAG resulta
em informacdes sobre potenciais genitores a serem
utilizados em programas de melhoramento, além de
possibilitar a identificacéo de duplicatas e o intercambio
de germoplasma entre pesquisadores. Segundo Nass
(2007), trata-se de uma maneira de integrar os esforgos
de conservacgdo da agrobiodiversidade com o
desenvolvimento sustentavel.
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Vale salientar, no entanto, que a germinagao da
mangaba é dificultada pela auséncia de agentes
dispersores, pelo fato de suas sementes apresentarem
recalcitrancia, caracterizada pela rapida desidratagdo
do embrido, e de a polpa conferir agdo inibitéria sobre
esse processo (GRICOLETO, 1997; LORENZI, 2000).

Para contornar essa situacao, técnicas de
germinagdo in vitro podem ser aplicadas nessa espécie,
jaque visa a producdo de mudas em larga escala e
com garantias fitossanitarias, que podem ser empregadas
na formacgdo de bancos de germoplasma para futuras
pesquisas, estudos de reposi¢do de mata nativa e
implantacdo de pomares comerciais. Além disso, a
germinagdo de sementes in vitro permite, frequentemente,
maior germinabilidade das sementes do que em viveiros,
possivelmente porque as condicdes in vitro sdo mais
adequadas aos processos de germinacao e
desenvolvimento inicial da plantula (NOLETO; SILVEIRA,
2004). O sucesso dessa técnica pode ser comprovado
guando se observam os estudos conduzidos por Ledo
etal. (2007) e Soares et al. (2009), que alcangaram mais
de 80% de germinacéo in vitro, utilizando diversos
meios de cultura, como MS e WPM.

Para um bom desenvolvimento inicial de qualquer
cultura, as sementes devem, entretanto, ser semeadas
em substrato que atenda a todas as suas necessidades
iniciais. Para isso, 0 substrato deve possuir baixa
densidade; boa aeracdo; boa capacidade de retengdo
de agua; boa drenagem; ser livre de patdgenos; ser
neutro e ndo salino, alcalino ou 4cido; ndo conter
substancias téxicas; ser armazenado por um periodo
relativamente longo; e ter baixo custo (SOUZA et al.,
1997).

Por isso, estudos sobre a producéo de mudas séo
necessarios, uma vez que essa fruteira tem grande
potencial de uso na agricultura familiar, e seu uso intenso,
principalmente no Nordeste (FERREIRA et al., 2005),
tem colocado a espécie em risco de extingdo. Logo,
este trabalho visou resgatar os acessos de mangaba
gue apresentam riscos de perda no campo, mediante
as técnicas de cultura de tecidos e manté-los in vitro.
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Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo
verificar o efeito de diferentes meios de cultura na
germinacdo in vitro de mangaba, com a finalidade de
estabelecimento de plantas que possam servir como
fonte potencial de explantes assépticos para a
micropropagacdo e, dessa forma, contribuir
cientificamente para o conhecimento da espécie e,
também, a sua manutencéo.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério
de Biotecnologia de Conservacgao de Espécies Nativas
(LABCEN), do Departamento de Boténica, Ecologia
e Zoologia, Centro de Biociéncias, da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). As sementes
utilizadas neste estudo tiveram origem de frutos adquiridos
em feiras populares no Municipio de Natal, RN, em
maio de 2012.

O experimento teve inicio no dia primeiro de junho
de 2012, sendo desenvolvido em condi¢cdes de
laboratério. As sementes de mangaba foram removidas
dos frutos com o auxilio de peneira e agua corrente.
Logo apos, elas tiveram o tegumento extraido
manualmente e foram postas para secar na temperatura
ambiente por aproximadamente 1 h. Nesse mesmo dia,
as sementes passaram pelo processo de desinfestacdo
em capela de fluxo laminar, imersas em alcool 70% durante
1 min. Em seguida, foram imersas em solucéo de hipoclorito
de sédio (2,5% de cloro ativo) durante 10 min e depois
passaram por trés lavagens em agua destilada e
autoclavada, durante 10 min cada uma.

Posteriormente, as sementes foram distribuidas
inteiramente ao acaso nos seguintes tratamentos: T,
- Vermiculita (+40 mL de agua); T, - Vermiculita + areia
(1:1 + 40 mL de agua); T, - Vermiculita + areia barrada
(1:1 + 40 mL de agua); T, - Vermiculita + MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) liquido (40 mL); T, -
Vermiculita + %2 MS liquido (40 mL); T, - Areia (+40
mL de gua); T, - Areia barrada (latossolo) (+40 mL
de agua); e T, - Areia + areia barrada (1:1 + 40 mL de
agua). Todos os meios foram distribuidos em frascos
de vidro, cuja capacidade é de 100 mL, a uma razao
de 40 mL por frasco. Os frascos foram previamente
autoclavados a 120 °C e pressdo de 1 atm durante
20 min.

Apos a inoculagdo, os ensaios foram mantidos
em sala de crescimento com fatores controlados de
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temperatura (25 + 2 °C), fotoperiodo de 16 h, auma
intensidade luminosa de 60 umol. m?st e umidade relativa
préxima de 76%.

A analise estatistica dos dados foi feita por
delineamento experimental inteiramente casualizado,
com oito tratamentos e oito repeti¢des de 10 sementes,
totalizando 80 sementes por cada tratamento. No total,
foram utilizadas 640 sementes.

O experimento foi observado durante 30 dias,
contados a partir da data de inoculacéo, sendo registrado
o inicio da germinacdo com a emissao da radicula. Ao
término do periodo de observagéo, foram coletados
os dados e calculados a porcentagem de germinacgao
(%); o tempo médio de germinagédo (TMG), calculado
de acordo com a formula proposta por Labouriau (1983);
e o indice de velocidade de germinacgéo (1VG), segundo
Maguire (1962).

Os resultados foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA), empregando-se o teste F a 5%,
e para o contraste das médias utilizou-se o teste de
Tukey a 5% de probabilidade, pelo programa ASSISTAT
versdo 7.6 beta. Os dados em porcentagem de germinacao
foram transformados em arcosseno vx/100, para obter
a homogeneidade das variancias e a normalizacdo de
suadistribuicdo. Na Tabela 1 s&o apresentadas as médias
originais.

3. RESULTADOS

Ao fim da primeira semana de inoculacgdo, as
sementes iniciaram o processo de germinac&o in vitro,
caracterizado pela emissdo da radicula. Do quinto ao
12° dia de cultivo, foram observados altos indices de
emergéncia. Nesse experimento, ndo foram observadas
contaminagdes, portanto a metodologia de desinfestagdo
aplicada pode ser considerada eficiente.

Houve diferenca significativa nas varidveis
analisadas, exceto para tempo médio de germinacéo.
No que diz respeito a porcentagem de germinagédo (PG%),
observa-se na Tabela 1 que o tratamento T3 apresentou
maior indice (90%), diferindo significativamente dos
demais tratamentos. Quanto ao tratamento T7, seu
desempenho foi significativamente inferior aos demais,
verificando-se a menor taxa de emergéncia (47,5%).

Conforme os resultados da Tabela 1, constatou-se
diferenca significativa dos tratamentos para o indice
de velocidade de germinacéo (IVG), sendo os tratamentos
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Tabela 1 — Valores médios da porcentagem de germinagao, indice de velocidade de germinacdo e tempo médio de germinagéo
de sementes de mangaba inoculadas em diferentes meios de cultura, em experimentos de germinag&o in vitro.

Table 1 — Average values of Germination percentage, germination speed index and average time of germination of mangaba
seeds inoculated in different culture media, in experiments of in vitro germination.

Substratos Germinacao % IVG (dias ) TMG (dias)
T1 - Vermiculita + agua 85 ab 1,37 a 7,37 a
T2 - Vermiculita + areia + agua 83,75 ab 1,40 a 6,99 a
T3 - Vermiculita+areia barrada (latossolo) +agua 90 a 1,46 a 7,91 a
T4 - Vermiculita + MS 66,25 ab 1,01 ab 6,34 a
T5 - Vermiculita + 2 MS 67,50 ab 0,92 ab 7,49 a
T6 - Areia + agua 76,25 ab 0,92 ab 10,69 a
T7 - Areia barrada (latossolo) + agua 47,50 b 0,50 b 9,29 a
T8 - Areia + areia barrada (latossolo) + adgua 77,50 ab 0,98 ab 10,32 a
CV(%) 34,55 36,75 42,63

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade.
Means followed by the same letter do not differ among them at 5% probability.

T1, T2 e T3 estatisticamente iguais, seguidos por T4
(1,01), T8(0,98), T6 (0,93) e T5 (0,92). O tratamento
T7 (0,5) diferiu significativamente, sendo inferior em
relacéo aos demais tratamentos. Em relacdo ao tempo
médio de germinacao (TMG), os resultados apresentados
na Tabela 1 indicaram valores estatisticamente iguais
para todos os tratamentos, no entanto, embora nao
tenha diferido estatisticamente entre si, o tratamento
T4 apresentou melhor resultado (6,34), seguido por
T2(6,99), T1(7,37), T5(7,49) e T3 (7,91). Ainda nesse
quesito, o tratamento T6 foi o que apresentou o maior
indice, igual a 10,69.

4. DISCUSSAO

Os resultados de porcentagem de germinacao deste
estudo foram superiores aos obtidos por Pinheiro et al.
(2001), que, ao estudarem a influéncia de diferentes meios
MS suplementado com GA, na emergéncia de sementes
de mangaba, alcangaram indices de 75%; e por Sousa
etal. (2007), que compararam a germinacdo in vitro da
mesma espécie em meios MS béasico com adi¢do de carvéo
ativado, MS sem a adicdo de carvao ativado e vermiculita
umedecida com o meio MS liquido sem carvéao ativado.
E semelhantes aos encontrados por Soares et al. (2009),
que, ao testarem diferentes concentragdes de GA, e sacarose
em meio WPM, verificaram germinagdo maxima de 90%
no tratamento-controle.

Os indices de germinabilidade, no entanto, verificados
nesta pesquisa foram inferiores aos observados por
Ledo etal. (2007), que, ao estudarem a influéncia do
meio MS com diferentes concentragdes salinas e adicao
de carvao ativo na germinacao de mangaba, obtiveram
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indices entre 95% e 100%. Esses autores explicam que
esses altos indices decorreram do pouco tempo de
exposicao das sementes a temperatura ambiente, ja que
elas sdo extremamente recalcitrantes. Apesar de esta
pesquisa ter seguido esse mesmo procedimento, acredita-se
ndo ter atingido maiores indices devido ao tempo de
exposicdo da semente aos agentes esterilizantes ou a
danificacdo do embrido durante o processo de extracdo
do mesocarpo ou do tegumento. Nesse sentido, segundo
Lorenzi (1992), normalmente a germinabilidade de sementes
de mangaba é baixa, devido ndo s6 a presenca de inibidores
na polpa, como também ao fato de as sementes de
mangaba serem recalcitrantes. Nesta pesquisa, taxas
de germinacao de 90% foram alcancadas, 0 que sugere
que isso ocorreu devido a remocao da polpa do fruto
e arapidainoculagdo das sementes realizadas logo apés
a colheita dos frutos, evitando, possivelmente, a perda
d’agua e mantendo a viabilidade da semente.

O tratamento vermiculita + areia barrada apresentou
alta taxa de germinagéo, podendo ser comprovada pelo
fato de apresentar, em sua composicao, a vermiculita,
um componente com alta capacidade de aeragdo do
meio (CALDAS etal., 1998), além de alta retencéo do
teor de umidade, proporcionando maior taxa de
germinacgdo (ALVINO; RAYOL, 2007), fatores esses
que, em combinacdo com a areia barrada, diminuiram
os efeitos de sua compactacéo, facilitando a penetracéo
de agua, o que pode ter influenciado em um dos melhores
valores de IVG.

Ja quando se analisa o desempenho da areia
barrada isolada (T7), provavelmente esse tratamento
apresentou os piores indices, devido as suas
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caracteristicas que, em contato com a 4gua, se torna
compactada, o que dificulta a acumulacéo e circulacéo
do oxigénio pelo substrato, prejudicando a germinacéo
das sementes. Nesse sentido, Silva et al. (2011)
complementaram afirmando que a semente pode ter
perdido umidade enquanto ndo iniciava o processo
germinativo; logo, sendo ela recalcitrante,
provavelmente tenha contribuido para a perda de sua
viabilidade. Dessa forma, a areia barrada é a menos
apropriada, pois apresentou a menor taxa de emergéncia
para as sementes de mangaba.

Em relagdo ao tratamento vermiculita + MS liquido
e vermiculita + %2 MS liquido, a taxa de germinagao
obtida pode ter sido influenciada pelo fato de existir
no meio MS maior disponibilidade em macro,
micronutrientes, vitaminas e aminoacidos necessarios
ao processo de germinagdo (PINHEIRO, 2001). Porém,
segundo George (1996), durante o cultivo in vitro as
solugGes de sais e aglcares, que comp6em o meio de
cultura, ndo exercem somente um efeito puramente
nutritivo, mas também influenciam o crescimento celular
e amorfogénese, por meio de propriedades osmoticas.
Diante disso, vale salientar que, segundo Dodd e Donovan
(1999), a presenca de uma concentra¢ao maior ou menor
de sais, ou outros compostos osmoticamente ativos,
no meio de germinagao, levando-se em consideragdo
a espécie e o potencial osmotico de suas sementes,
poderé ser o fator responsavel na adequada hidratagéo
destas. Logo, podera viabilizar ou inviabilizar a ocorréncia
do processo germinativo, a partir de uma embebicéo
adequada ou néo.

Golle et al. (2010) afirmaram, no entanto, que o
aumento da germinagédo em meio liquido, tendo como
agente de sustentacdo a vermiculita, indica que a utilizagdo
de meios que fornegam mais agua as sementes possibilitara
a embebicdo inicial necessaria e, posteriormente, a
ativacao de metabolitos, que auxiliardo a germinacéo.
Esses autores complementaram, ainda, afirmando que
meios liquidos podem ndo ser favoraveis a respiragao
da semente na auséncia de um suporte.

Quanto ao tempo médio de germinagdo, também
néo foi verificada diferenca significativa, embora as
sementes inoculadas nos meios areia e areia + areia
barrada (latossolo) apresentassem as maiores médias
em relagdo aos demais. Entretanto, foi observado que
a presenca de vermiculita nos demais substratos reduziu
o tempo médio de germinacdo das sementes,
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provavelmente devido a alta porosidade proporcionada
por ela. De acordo com Rodrigues et al. (2007), quanto
menor o tempo médio, mais vigorosa a amostra.
Resultados semelhantes foram encontrados por Sousa
et al. (2007), quando compararam 0S meios
vermiculita+MS, MS bésico, MS + carvao ativo.

Em relagdo aos valores de IVE, os substratos
diferiram significativamente, e os meios com o0s
tratamentos T1, T2 e T3 apresentaram resultados
superiores em relagdo aos demais. Embora nédo tenha
havido diferenca significativa entre estes, o maior valor
foi obtido no substrato vermiculita + areia barrada.
Isso sugere que a combinacéo entre os dois substratos
influenciou positivamente por reunir caracteristicas
fisicas, como boa retencédo de umidade, alta porosidade
e baixa densidade, o que, muitas vezes, proporciona
maior facilidade para a plantula emergir (DOUSSEAU
etal., 2008). Ja a menor velocidade de germinagéo,
observada no substrato areia+areia barrada, sugere
que ha maior dificuldade de as sementes romperem
a barreira fisica do solo através da radicula.

Ainda quanto ao IVE, Sousa et al. (2007), em estudos
com a mesma espécie, ndo observaram diferenca
significativa entre os meios quando compararam MS
liquido+ vermiculita, MS basico e MS+ carvao ativo,
no entanto o primeiro promoveu maior rapidez na
germinacdo em relagdo aos meios solidos.

A partir dos resultados, compreende-se que 0s
substratos dos tratamentos T1, T2 e T3 podem ser
utilizados em substituicdo aos meios de cultura
convencionalmente empregados em pesquisas basicas
de germinacéo in vitro de mangaba, ja que ndo precisaram
da adigdo de &gar, reagentes quimicos ou solugdes
salinas, tornando-se, assim, menos onerosos.

5. CONCLUSAO

Neste estudo, constatou-se que os substratos
dotados de vermiculita e combinag@es, vermiculita +
areia barrada (T3), vermiculita + agua (T1) e vermiculita
+ areia (T2), exercem influéncia positiva na emergéncia
de H. speciosa Gomes.
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