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RESUMO

PIRES, DANYELA CRISTINA MARQUES. Conservacio in vitro por crescimento
lento de mangabeira do Cerrado (Hancornia speciosa Gomes). 2017. 66p. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia. '

A mangabeira € uma fruteira importante para as regides Nordeste e Centro-Oeste, pois
garante o sustento e fornece alimento para milhares de familias extrativistas. Entretanto,
suas areas naturais estdo localizadas em algumas das regides de maior antropizagdo do pais
e, atualmente, a espécie estda ameacgada de extingdo, o que justifica a realiza¢do de estudos
que possam resultar em estratégias para a sua conservagdo. O objetivo deste trabalho foi
realizar a conservagdo in vitro de mangabeira pela técnica de crescimento lento. O trabalho
foi conduzido no Laboratorio de Biotecnologia, da Universidade Federal de Uberlandia.
Para o estabelecimento in vifro, sementes de mangabeira foram desinfestadas com alcool
70% e hipoclorito de sodio 2,5% por 1 e 30 minutos, respectivamente, e enxaguadas com
agua destilada e autoclavada. Posteriormente, foram inoculadas em frascos de vidro,
vedados por tampas plasticas, contendo 40 mL de meio MS suplementado com 2 g L™ de
carvio ativado, 7 g L de agar e pH a 5,7, sendo mantidos em temperatura de 25°C e
fotoperiodo de 16 horas de luz, fornecida por lampadas fluorescentes brancas de 20 W.
Para a conservagdo in vifro foram realizados trés experimentos nos quais os segmentos
nodais foram extraidos das plantas germinadas in vifro e inoculados em meio MS, com 7 g
L' de 4gar, diferindo da seguinte maneira: no primeiro testou-se o efeito de agentes
osméticos e doses (15, 20 e 25 g L' de manitol e 10, 20 e 40 g L™ de sorbitol) mais uma
testemunha (dose zero); no segundo, quatro concentragdes de sacarose (0, 10,20 e 30 g L
1 e duas de acido abscisico (0 e 0,5 mg L™); e no terceiro, quatro meios de cultura (MS
100%, MS 50%, WPM 100% e WPM 50%) e duas temperaturas (25 e 20°C). Além disto,
os dois primeiros experimentos foram repetidos com adi¢io de 2 g L' de carvdo ativado ao
meio de conservagdo para comparar com os resultados obtidos em sua auséncia. Aos 45 e
90 dias de conservagdo foram observadas a taxa de sobrevivéncia e o numero de folhas
verdes dos explantes. Para a recuperacdo do crescimento, os explantes foram transferidos
para meio MS, contendo 7 g L™ de agar, 1 mg L' BAP, I mg L' de ANA e2 gL de
carvdo ativado. Aos 60 dias verificou-se a taxa de sobrevivéncia, numero de folhas verdes,
numero de nods, comprimento da parte aérea e massa fresca dos segmentos nodais de
mangabeira. Os resultados mostraram que o uso de 2 g L™ de carvdo ativado melhora a
sobrevivéncia e desenvolvimento dos explantes. Houve reducdo do crescimento, porém
baixas taxas de sobrevivéncia, quando se utilizou: o manitol, na presenga do carvio; 0,5
mg L' de ABA, na auséncia deste suplemento;, e baixas concentragdes de sacarose,
independente do uso de carvdo ativado. Explantes conservados em meio WPM com 50%
da concentracdo de sais e temperatura de 20°C apresentam baixo metabolismo e
respondem bem a etapa de recuperacdo do crescimento.

Palavras-chave: cultura de tecidos, agente osmotico, acido abscisico, temperatura.

'Comité Orientador: José Magno Queiroz Luz — UFU (Orientador) e Simone Abreu Asmar
- UFU.
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ABSTRACT

PIRES, DANYELA CRISTINA MARQUES. In vitro conservation by slow growth of
Cerrado mangaba (Hancornia speciosa Gomes). 2017. 66p. Dissertation (Master
Program Agronomy/Crop Science) — University of Uberlandia, Uberlandia. '

The mangaba is an important fruit tree for the Northeast and Central West regions, because
it ensures sustenance and provides food for thousands of extractive families. However its
natural areas are located in some of the country’s regions of the greatest anthropization
and, currently, the species is threatened with extinction, what justifies the achievement of
studies that can result in strategies for its conservation. The objective of this work was to
accomplish the in vifro conservation of mangaba by the slow growth technique. The work
was conducted at the Biotechnology Laboratory of the University of Uberlandia. For the in
vitro establishment, mangaba seeds were disinfested with 70% alcohol and 2.5% sodium
hypochlorite for 1 and 30 minutes, respectively, and rinsed with distilled and autoclaved
water. Afterwards, they were inoculated in glass jars, sealed with plastic lids, containing 40
mL of MS medium supplemented with 2 g L™ of activated charcoal, 7 g L™ of agar and pH
of 5.7, which were kept at a temperature of 25°C and photoperiod of 16 hours of light
provided by 20 W white fluorescent light bulbs. For the in vifro conservation were made
three experiments in which the nodal segments were extracted from plants germinated in
vitro and inoculated in MS medium with 7 g L™ of agar, differing in the following way: the
first one tested the effect of osmotic agents and doses (15, 20 and 25 g L™ of mannitol and
10, 20 and 40 g L™ of sorbitol) plus one control; the second one, four concentrations of
sucrose (0, 10, 20 and 30 g L") and two of abscisic acid (0 and 0.5 mg L™"); and the third
one, four culture media (100% MS, 50% MS, 100% WPM and 50% WPM) and two
temperatures (25 and 20°C). Beyond that, the first two experiments were repeated with the
addition of 2 g L of activated charcoal to the conservation medium to compare with the
results obtained in its absence. At 45 and 90 days of conservation the survival rate and the
number of green leaves of the explants were observed. For growth recovery, the explants
were transferred to MS medium containing 7 g L of agar, 1 mg L™ of BAP, 1 mg L™ of
NAA e 2 g L of activated charcoal. At 60 days were verified the survival rate, number of
green leaves, number of nodes, shoot length and fresh mass of nodal segments of mangaba.
The results showed that the use of 2 g L™ of activated charcoal improves the survival and
development of the explants. There was a reduction in growth, but low survival rates, when
was used: the mannitol in the presence of charcoal; 0.5 mg L of ABA, in the absence of
this supplement; and low concentrations of sucrose, regardless of the use of activated
charcoal. Explants conserved in 50% WPM medium and temperature of 20°C exhibit low
metabolism and a good response to growth recovery stage.

Keywords: tissue culture, osmotic agent, abscisic acid, temperature.

'Guidance Committee: José Magno Queiroz Luz — UFU (Major Professor) and Simone
Abreu Asmar — UFU.



1 INTRODUCAO

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma do Brasil (BRASIL, 2015a) e ¢ reconhecido
como a savana mais rica do mundo (BRASIL, 2015b), porém a ocupagdo e a exploragdo
desordenada de seus recursos vém causando a extingdo de espécies nativas, a perda da
variabilidade genética e a degradacdo dos recursos naturais (SILVA JUNIOR; LEDO,
2006). Em virtude disso, ha quase duas décadas, o Cerrado foi incluido na lista de hotspots
da biodiversidade mundial (OLIVEIRA et al., 2008), por se tratar de uma area do planeta
com elevado endemismo e sob forte ameaca de perdas ambientais irreparaveis (MYERS et
al., 2000). Apesar dos esforcos para reduzir o desmatamento, no ano de 2011 foi registrada
uma perda de 997.063 km? de 4rea do Cerrado, equivalente a 48,89% sobre a area total do
bioma (BRASIL, 2015a).

Ja foram identificadas cerca de 110 espécies de plantas com potencial econdmico,
que apresentam varios usos, como o alimenticio, medicinal, madeireiro, ornamental e
industrial (JUNQUEIRA et al., 2012), fazendo com que o Cerrado apresente grande
importancia social, ao permitir que muitas popula¢des sobrevivam de seus recursos
naturais (MMA, 2017). Porém, o destaque maior € para as espécies frutiferas, que dentre as
quais as mais procuradas sdo: o pequi (Caryocar brasiliense Camb.), a mangaba
(Hancornia speciosa Gomes), o araticum (Annona crassiflora Mart.) e a cagaita (Lugenia
dysenterica DC.) (JUNQUEIRA et al., 2012). A procura por essas espécies ocorre em
virtude do sabor caracteristico dos frutos, que € atrativo as industrias de sucos, polpas,
sorvetes, picolés e geleias. Nessas industrias, a demanda por novos sabores ¢ crescente e ha
a possibilidade de conquistar o mercado externo por serem frutos exoticos com sabores e
aromas desconhecidos em muitos paises (SILVA et al., 2001).

No Brasil, a mangabeira ocorre em locais de vegetagdo aberta, principalmente nos
biomas Cerrado, Caatinga e nas Restingas, mas também ha registros de ocorréncia na
regifio Amazonica (LIMA; SCARIOT, 2010). E uma fruteira de grande importancia para as
regides Nordeste e Centro-Oeste, pois garante o sustento e fornece alimento para milhares
de familias extrativistas. Entretanto, as areas naturais da mangabeira estdo localizadas em
algumas das regides de maior antropizacdo do pais, principalmente por causa da acentuada
especulacdo imobiliaria e da intensa exploragdo agropecudria, que tém transformado
drasticamente a paisagem e extinguido os modos de vida tradicionais de populagdes

(SILVA JUNIOR et al., 2015).



Atualmente, a mangabeira se encontra na lista de espécies ameacadas de extingdo
(SILVA et al., 2017) e em virtude de sua importancia, o Ministério do Meio Ambiente, por
meio do programa Plantas do Futuro, a incluiu entre as doze espécies frutiferas de altissima
prioridade para o Brasil (ALENCAR, 2007), incentivando a realizacdo de estudos que
podem resultar em estratégias de conservagdo desse recurso genético (SILVA etal., 2017).

A conservacdo de germoplasma de mangabeira em campo ja ¢ realizada por 6rgaos
de pesquisas, mas a vulnerabilidade dos acessos nesse tipo de conservacdo ¢ alta,
principalmente devido a incidéncia de pragas, doengas e intempéries climaticas, o que
ressalta a importancia do desenvolvimento de técnicas complementares de conservacio, a
exemplo da conservacio de germoplasma in vitro (LEDO et al., 2011).

A técnica de conservagdo in vifro por crescimento lento permite a manutencdo de
material vegetal livre de patogenos, necessidade de menor espago fisico, disponibilidade de
material para ser imediatamente propagado, redug¢do dos custos financeiros, entre outros
(DORION et al., 1991). Sua finalidade ¢ reduzir o crescimento das plantas e aumentar os
intervalos entre os subcultivos a partir de altera¢des fisicas do ambiente (temperatura e
luminosidade) e/ou quimica do meio de cultivo (retardadores de crescimento, componentes
organicos e inorganicos) (ENGELMANN, 2011). Diante disso, este estudo visa aperfeigoar
o protocolo de conservagdo de mangabeira in vifro pela técnica de crescimento lento e,

assim, contribuir para a conservagdo da espécie.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O Bioma Cerrado

O Cerrado ocupa cerca de 25% do territério brasileiro e sua area incide sobre os
estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia,
Maranhdo, Piaui, Rondonia, Parana, Sdo Paulo, Distrito Federal e pequenas por¢des do
Amapa, Roraima e Amazonas (BRASIL, 2015a). Além de sua expressiva relevancia
territorial, esse bioma apresenta caracteristicas socioeconOmicas, biofisicas e
ecossistémicas Unicas que lhe conferem importincia estratégica para o Pais (BRASIL,
2015b).

O seu clima predominante € o tropical sazonal, de inverno seco, a temperatura
média anual ¢ de 22 a 23°C e a pluviosidade média anual fica entre 1200 e 1800 mm,
sendo que os indices pluviométricos mensais reduzem-se bastante nos meses de maio a
setembro e a umidade relativa do ar permanece entre 10 e 30%, podendo ocorrer secas
prolongadas (BRASIL, 2009).

Abriga cerca de 250 espécies de mamiferos e mais de 800 espécies da avifauna,
sendo considerados endémicos 28% dos anfibios, 17 % dos répteis, 3,4% das aves e 9,5%
dos mamiferos. Ademais, apresenta uma flora com mais de 12.000 espécies, das quais 40%
sdo endémicas (BRASIL, 2015b). Entretanto, apesar da sua grande diversidade bioldgica,
vegetal e mineral, o Cerrado vem sendo explorado de forma intensa e predatoria (JESUS,
2016).

A maioria das suas espécies ¢ comercializada com base no extrativismo, sendo raros
os cultivos comerciais. O extrativismo € mais intenso em plantas frutiferas e muitas vezes
praticado de forma ndo sustentavel, pois o extrativista da preferéncia por frutos de melhor
qualidade, o que provoca forte erosdo genética e contribui para a selecio de material
inferior na natureza. Além disso, acredita-se que a presenga do homem proximo as
pequenas unidades de conservagdo, coletando frutos e sementes, acaba por afastar os
animais que contribuem para a dispersdo, poliniza¢do e germinagdo das sementes,
interferindo na regeneragdo natural dessas espécies (JUNQUEIRA et al., 2012).

Nos ultimos 40 anos, esse bioma foi submetido a um intenso processo de alteragdo
de suas caracteristicas fisico-naturais, para dar lugar, principalmente, a atividades

agropecuarias (MENDES et al., 2016). Esse processo foi amparado pelo Estado, pelos



veiculos de comunicagdo e por cientistas que denegriram a imagem do Cerrado por meio
da descaracterizagdo da sua vegetacdo, referindo-se a ela como monoétona, rasteira e
ressequida, pouco arborizada e de galhos tortuosos (PELA; MENDONCA, 2010).

Mendes et al. (2016) analisaram sete livros de geografia, do ano de 2012, para
verificar como eles descreviam o Cerrado e chegaram a conclusdo de que ¢ preciso mudar
o quanto antes as formas como os livros didaticos retratam esse bioma, pois ao invés de
apresenta-lo apenas como ambiente de produgdo agropecuaria, eles deveriam despertar nos
estudantes o desejo de conhecer e conservar o pouco que resta do Cerrado ao abordar
aspectos da cultura, como culindria, lendas e dangas; de turismo, ressaltando as belezas das
paisagens; da populagdo, como os calungas e indigenas e 0s povos que migraram para essa
regido, como também contemplar os conflitos enfrentados pelos povos devido a
desapropriacdo das pequenas propriedades e a incorporagdo delas as grandes areas
produtoras de commodities.

A visdo negativa do Cerrado provoca sérias ameagas a sua manutengio, por isso as
pessoas devem repensar suas atitudes, visando a preservag¢do e conservacdo desse bioma
(JESUS, 2016). Um dos desafios criticos para o desenvolvimento nacional € planejar o uso
desse territorio ampliando a produg@o agropecuaria, por meio do aumento de produtividade
e da integracdo de sistemas sustentdveis, como a integracdo lavoura-pecuaria-floresta,
reduzindo a pressdo pela conversdo de novas areas naturais € conservando a biodiversidade
(BRASIL, 2015b).

Em virtude das grandes modifica¢cdes ambientais ja ocorridas e da ameaca as
numerosas espécies, renovou-se o interesse dos governos, das ONGs, da academia e do
setor privado na busca da conservacdo do Cerrado, particularmente pelo fortalecimento e
ampliagdo do sistema de areas protegidas e da criagdo de parcerias com o setor produtivo
(KLINK; MACHADQ, 2005). Entretanto, de todos os hotspots mundiais, o Cerrado ¢ o
que possui a menor porcentagem de areas sobre protecdo integral (MMA, 2017), apenas
8,6% de sua area ¢ protegida por unidades de conservacgdo federais, estaduais e municipais
e, aproximadamente, 3,1% s3o protegidas na forma de unidades de conservacdo de

protecdo integral, a exemplo dos parques nacionais (BRASIL, 2015a).



2.2 A mangabeira

2.2.1 Ocorréncia e aspectos botanicos

A mangabeira pertence ao Reino Plantae, Divisdo Magnoliophyta, Classe
Magnoliopsida, Ordem Gentianales, Familia Apocynaceae, Género Hancornia e Espécie
Hancornia speciosa Gomes (CRONQUIST, 1988). E conhecida popularmente de diversas
formas, dentre elas mangaiba, mangareiba, mangava, mangauva, fruta-de-doente, catu,
tembit (MONACHINO, 1945) e mangaba, palavra de origem tupi-guarani que significa
“coisa boa de comer” (FERREIRA; MARINHO, 2007).

Essa espécie vegeta de forma espontanea nas regides tropicais da América do Sul.
No Brasil, ela ocorre no Centro-Oeste, Sudeste, Norte e, em maior quantidade, nos
Tabuleiros Costeiros e Baixadas Litoraneas do Nordeste (FERREIRA, 1973). A
mangabeira incide também em paises vizinhos, como Paraguai, Bolivia, Peru e Venezuela
(LEDERMAN et al., 2000).

E uma arvore de porte médio que pode atingir de 2 a 10 metros de altura (LIMA;
SCARIOT, 2010). A copa da arvore pode chegar até 25 m, ¢ ampla, espalhada e irregular.
O tronco ¢ tortuoso, bastante ramificado e aspero (SANO; FONSECA, 2003). Suas folhas
sdo simples, alternas e opostas, pilosas ou glabras, curto-pecioladas, de forma e tamanho
variados. As flores sdo hermafroditas, tubulares e de coloragdo branca. A inflorescéncia €
do tipo dicésio ou cimeira terminal com uma a sete flores (ALMEIDA et al., 1998). Os
frutos sdo do tipo baga com tamanho, formato e cores variadas (AGUIAR FILHO et al,,
1998) e sdo aromaticos, delicados, de sabor agradavel, apresentado polpa branca e fibrosa
(LORENZI, 2002). As sementes sdo achatadas, discoides e com hilo central (FAO, 1986).
Toda a planta exsuda latex, conhecido como “leite de mangaba”, que apresenta efeitos
medicinais, assim como a casca, as folhas e as raizes (LIMA; SCARIOT, 2010).

Apesar das flores da mangabeira serem hermafroditas, hd uma
autoincompatibilidade entre as suas estruturas de reprodugdo, o que a torna
obrigatoriamente dependente de polinizadores (DARRAULT; SCHLINDWEIN, 2003),
sendo portanto uma planta alogama (DIAS; MARANHAO, 1994)

Os frutos apresentam bom valor nutricional, pois em sua composi¢do sdo
encontradas as vitaminas A, By, B, e C, além de proteina, ferro, fésforo e calcio (SOARES
et al., 2006). Possuem mais vitamina C que a laranja e ¢ uma das frutas mais ricas em ferro

e proteina (LIMA; SCARIOT, 2010).



As sementes ndao s3o longevas e apresentam comportamento recalcitrante
(OLIVEIRA; VALIO, 1992), por isso ndo podem ser secas e devem ser semeadas
imediatamente (PEREIRA et al, 2006). Além disso, hd ocorréncia de sementes
poliembrionicas que desenvolvem de duas a trés plantulas por semente, as quais
apresentam desenvolvimento uniforme (SALOMAQO; ALLEM, 2001).

A mangabeira € uma arvore decidua ou semidecidua, trocando de folhagem durante
o periodo mais seco do ano. No apice dos ramos surgem brotagdes contendo flores e folhas
novas (AGUIAR FILHO et al., 1998). A floragdo e frutificacdo sdo irregulares, mas
normalmente a coleta de frutos ocorre de outubro a janeiro, no norte de Minas Gerais; de
dezembro a abril (safra de verdo) e de maio a julho (safra de inverno), em Sergipe; e de
novembro a abril, na Bahia. Cada fruto pesa cerca de 20 gramas, podendo ser produzidos
mais de 800 frutos por mangabeira por ano (LIMA; SCARIOT, 2010).

As condi¢des ideais para o desenvolvimento da espécie sdo temperatura média de
25°C, altitude de até 1.500 m e precipitagdo pluvial de 750 a 1.600 mm anuais, porém a
mangabeira tolera bem os periodos de seca e ¢ comum seu desenvolvimento espontaneo
em solos com baixo teor de matéria organica, acidez elevada e baixa disponibilidade de

nutrientes (FERREIRA; MARINHO, 2007).

2.2.3 Importancia

Apesar da possibilidade de aproveitamento total da mangabeira, ela ainda € pouco
utilizada. O seu leite pode servir como medicamento contra a tuberculose e no tratamento
de ulceras. Do tronco e das folhas se retira o latex, muito explorado para a fabrica¢do de
borracha durante a Segunda Guerra Mundial. A madeira apesar de ndo ter grande valor
econdmico, pode ser usada como lenha e na fabricacdo de moveis (FERREIRA;
MARINHO, 2007). Ademais, a espécie também pode ser utilizada para fins ornamentais
(JUNQUEIRA et al., 2012).

Os frutos da mangabeira sio muito apreciados no mercado, tanto para serem
consumidos in natura quanto processados. O processamento da fruta resulta em varios
produtos, como polpas, geleias, sorvetes, sucos, doces, bolos, biscoitos e licores. No
Nordeste, a mangaba ¢ uma da frutas mais requisitadas na induastria de frutas nativas da
regido e ¢ utilizada, principalmente, na producido de sucos, polpas congeladas e sorvetes

(LIMA; SCARIOT, 2010).



Em 2015, foram produzidas 663 t de mangaba no Brasil, sendo que cerca de 99%
desse valor corresponde a produg¢do do Nordeste, principal regido produtora da fruta, com
participacdo dos estados de Sergipe (219 t), Rio Grande do Norte (176 t), Paraiba (136 t),
Bahia (83 t), Alagoas (34 t), Ceard (7 t) e Maranhdo (2 t). O restante da produgdo
corresponde as regides Centro-Oeste e Sudeste, com participacdo dos estados de Goias (5
t) e Minas Gerais (1 t) (IBGE, 2017).

O padrido natural de distribui¢do e a ocorréncia agregada das mangabeiras facilitam
0 extrativismo, por isso muitas popula¢des locais praticam a exploracdo comercial e
sustentada de frutos. Entretanto, essa atividade estd limitada pelas grandes distancias entre
os locais de coleta de frutos e os centros urbanos de comercializagdo e pela delicadeza do
fruto que apresenta casca muito fina e pouco resistente a0 manuseio € ao transporte e que
amolece rapidamente apds maturacdo (PEREIRA et al., 2006). Apesar disso, existem
poucos plantios comerciais de mangabeira, o que indica que quase a totalidade da produgéo
¢ proveniente de plantas remanescentes tipicamente exploradas por comunidades
extrativistas (LEDERMAN; BEZERRA, 2006).

Em Sergipe, maior estado produtor de mangaba, estima-se que existam 1.776
familias que coletam frutos da mangabeira, o que envolve cerca de 5.328 pessoas que
conseguem nessa atividade sua maior fonte de renda (COELHO, 2016a). Entdo, devido a
sua importancia para milhares de mulheres em diversas comunidades e também como
forma de protecdo, a mangabeira foi decretada arvore simbolo do estado de Sergipe em 20

de Janeiro de 1992, por meio do decreto n° 12.723 (CONAB, 2015).

2.2.4 Variabilidade e erosio genética

O género Hancornia é considerado monotipico e por isso sua unica espécie €
Hancornia speciosa, porém sdo aceitas seis variedades botanicas: H. speciosa var. speciosa
Gomes ou H. speciosa Gomes (variedade tipica), H. speciosa var. maximiliani A. DC., H.
speciosa var. cuyabensis Malme, H. speciosa var. lundii A. DC., H. speciosa var. gardineri
(A.DC.) Muell. Arg. e H. speciosa var. pubescens (Nees. Et Martius) Muell. Arg
(MONACHINO, 1945).

As variedades de mangabeira podem ser diferenciadas pelo tamanho do peciolo e
limbo foliar, como no caso da variedade maximiliani, que apresenta peciolo com cerca de 8
mm e limbo com 5 a 6 cm de comprimento ¢ 2 a 2,5 cm de largura, como também por

meio de caracteristicas especificas: a variedade cuyabensis apresenta calice glabro
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externamente e corola grande e glabra externamente; a variedade /undii possui pedicelos
pubescentes e calice cerdoso-pubescente na parte inferior da nervura central; a variedade
gardneri possui frutos maiores, de coloragdo verde predominante, folhas glabras e esta
presente em todo o estado de Goias; a variedade pubescens apresenta ramos densamente
pubescentes, corola maior com Idbulos cerdosos pubescentes, tubo pubescente
externamente e limbo pubescente na parte inferior; e a variedade speciosa ou variedade
tipica apresenta folhas glabras, ¢ encontrada na divisa entre a Bahia, Piaui e Maranhdo
(MONACHINO,1945) e, segundo Rizzo e Ferreira (1990), também ocorre na Costa
Atlantica do Brasil e difere bastante das demais quanto ao porte e aspecto geral,
apresentando ramos finos e pendentes, folhas miudas e frutos menores com manchas
avermelhadas, quando maduros.

Apesar de sua ampla distribui¢do por quase todo o Cerrado e Semiarido, a
mangabeira vem sofrendo elevadas agressdes antrépicas e enfrentando uma drastica
reducdo em suas populagdes nativas (LEDERMAN, 2000; ALENCAR, 2007). Na regido
Nordeste, o avango da cultura canavieira, a devastacdo de areas para implantacdo de
coqueirais e, principalmente, a instalagdo de loteamentos imobilidrios em Sergipe
ameagam a conservacdo da mangabeira. Apesar de ser a arvore simbolo do estado, as areas
de ocorréncia dessa espécie sofrem sérias ameagas a sua sobrevivéncia, em virtude do alto
indice de desmatamento das areas de restinga. Além disso, o fruto esta cada vez mais
escasso por causa da crescente dificuldade de acesso as mangabeiras, em decorréncia da
expansdo imobiliaria e de problemas fundiarios (CONAB, 2015).

Estudos realizados pela Embrapa Tabuleiros Costeiros, para a criagdo do mapa de
extrativismo da mangaba em Sergipe, mostram que, em 2010, o cendrio ja era preocupante
devido a diversas areas de conflito e restri¢do de acesso as mangabeiras pelos proprietarios,
além de uma forte especulagdo imobiliaria. Porém, no periodo de 2010 a 2016, houve uma
reducdo de 4reas naturais de ocorréncia de mangabeiras de 10.456 hectares, o que
corresponde a 29,6% do total (COELHO, 2016a). Um dos exemplos mais graves ¢
Pernambuco, pois o estado ja perdeu 90% das areas originais de mangaba, mas a situagio
também ¢ critica em Alagoas e Paraiba (ALENCAR, 2007).

Diante da crescente demanda por frutos de mangabeira e da gradual diminui¢do da
oferta, fica evidente a necessidade de estabelecer politicas voltadas para o fortalecimento
da cadeia produtiva da mangaba e, devido a diminui¢@o das areas disponiveis para a livre
coleta, fazer a implementacdo de politicas especificas que busquem a inclusdo daqueles

que ndo possuem areas proprias para a producdo. Assim, a criagdo de unidades de

8



conservagdo com uso controlado dos recursos naturais pode viabilizar a manuten¢io dessa
pratica tradicional, além de permitir a conservagdo e o estudo do patriménio genético

(VIEIRA NETO et al., 2009).

2.2.5 Iniciativas para a conserva¢iao da mangabeira

A Embrapa Tabuleiros Costeiros realiza pesquisas que visam a caracterizagio,
conservagdo e utilizagdo de uma ampla variedade de recursos genéticos da mangabeira
(SA, 2009). Em 2006, implementou o Banco Ativo de Germoplasma da Mangaba, o qual
foi credenciado em 2015 pelo Ministério do Meio Ambiente como fiel depositario do
patrimonio genético da espécie, adquirindo status de referéncia nacional para receber
amostras de mangabeiras e garantir a conservagdo ex sifu (fora do local de origem) do
patrimonio genético da espécie. Como a mangabeira vem apresentando intensa erosao
genética, a conservagdo no banco permite que genes de importancia ndo sejam perdidos
(COELHO, 2016b), além de manter o material genético disponivel para uso imediato ou
futuro (SANTOS; BETTENCOURT, 2002).

Além disso, a Embrapa Tabuleiros Costeiros € responsavel pela conservagao in sifu
(no local de origem e ocorréncia da planta) de uma area natural de mangabeira de cerca de
4,5 hectares, localizada na Reserva do Caju (COELHO, 2016b). Ademais, a Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria — IPA mantém na Estagcdo Experimental de Porto
de Galinhas uma reserva de aproximadamente 1,3 hectares (SILVA JUNIOR et al., 1999).

Existem outras cole¢des de mangabeiras na Embrapa Cerrados (Planaltina-DF), na
Embrapa Amapé (Macapa-AP) e na Embrapa Meio-Norte (Teresina-PI) e outras em
universidades e organiza¢des estaduais de pesquisa agropecuaria (COELHO, 2016b). Na
Universidade Federal de Alagoas, as mangabeiras sdo conservadas ex situ (ESPINDOLA et
al., 1992), assim como nos bancos de germoplasma da Empresa Estadual de Pesquisa
Agropecuaria da Paraiba — Emepa-PB (BARREIRO NETO, 2003) e da Escola de
Agronomia da Universidade Federal de Goias (VIEIRA, 2014).

Apesar de haver cole¢cdes de mangabeira conservadas em campo, a vulnerabilidade
dos acessos nesse tipo de colegdo ¢ grande, pois as plantas ficam expostas ao ataque de
pragas e patogenos, a intempéries climaticas ou ao vandalismo, podendo ser perdidas
também por causa de falhas de identificagdo ou erros humanos (WITHERS; WILLIAMS,
1998). Por isso, ¢ necessario estabelecer métodos complementares de conservagdo para

evitar a perda de germoplasma de interesse (SA, 2009).
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O uso das técnicas de cultura de tecidos pode permitir a conservagdo de
germoplasma de mangabeira in vitro (SA, 2009), sendo uma técnica atraente por motivos
econdmicos e praticos (WITHERS; WILLIAMS, 1998) e também de extrema importancia
para espécies ameagadas de extingdo, cuja conservacdo por sementes ndo € possivel
(HOYT, 1992), como no caso da mangabeira, que apresenta sementes recalcitrantes e por
isso néio suportam temperatura ¢ umidade baixas (SA, 2009).

Existem pesquisas recentes que visam a conservacdo in vifro da mangabeira por
meio das técnicas de criopreservagdo (NOGUEIRA, 2010; PRUDENTE, 2014; SANTOS,
2013; SARTOR, 2011) e crescimento lento (SA et al., 2011; SANTOS et al., 2011). Na
primeira, a conservacdo € feita por longos periodos € em temperaturas ultrabaixas que
proporcionam uma redugdo drastica do metabolismo celular, mantendo intacto o material
bioldgico conservado (ENGELMANN, 2004). E na segunda, a conservagdo ocorre a curto
e médio prazo, por meio da redugdo do crescimento e do aumento dos intervalos entre os

subcultivos, sem afetar a viabilidade dos explantes (ENGELMANN, 2011).

2.2 Conservacio in vitro por crescimento lento

As principais estratégias para limitar o crescimento das plantas in vifro sdo a
reducdo da temperatura e da intensidade luminosa, redugdo nas concentra¢des de sais do
meio de cultura e adi¢cdo de retardantes de crescimento (MOOSIKAPALA; TE-CHATO,
2010). Atualmente, os testes mais comuns realizados em trabalhos sobre conservagido de
germoplasma in vitro por crescimento lento estdo relacionados a redugdo da temperatura da
sala de crescimento; adi¢do de diferentes concentragdes de acido abscisico (ABA) ao meio
de cultura; e/ou adi¢do de agentes osmoticos, sendo os mais utilizados o manitol, o sorbitol
€ a sacarose.

A temperatura exerce grande influéncia em todas as atividades fisiologicas das
plantas, por controlar as taxas das rea¢cdes metabdlicas nas células (BROWSE; XIN, 2001).
Temperaturas baixas causam uma diminui¢@o da velocidade de rea¢des quimicas vitais das
plantas, além de tornar as biomembranas mais rigidas, sendo necessaria maior quantidade
de energia para ativar processos bioquimicos (LARCHER, 2006). Para espécies de clima
tropical, ¢ comum o uso de temperaturas entre 15 e 25°C, quando o objetivo € reduzir o
crescimento das plantas cultivadas in vitro (WITHERS, 1991).

O ABA ¢ utilizado como retardante de crescimento, pois controla o inicio e a

manutengdo da dorméncia em sementes e gemas. Além disso, em respostas ao estresse
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hidrico, ele induz o fechamento estomético para reduzir a perda de agua por transpiragio, o
que limita a assimilagdo de carbono e, consequentemente, a produgdo de biomassa (TAIZ;
ZEIGER, 2004). Em virtude de sua associagdo com a dorméncia e com a abscisdo ¢
sempre identificado como inibidor, porém causa efeitos fisiologicos variados e tem agdes
tanto de inibicdo quanto promotoras do desenvolvimento vegetal (BARRUETO CID,
2000).

Os agentes osmoticos, tais como a sacarose, o manitol e o sorbitol, quando
utilizados em altas concentragdes, reduzem o potencial hidrico do meio de cultura e,
consequentemente, inibem a absor¢do de agua e nutrientes pelo explante (COSTA et al,,
2012). Assim, eles agem externamente, removendo o excesso da agua intracelular, por
gradiente osmotico, fazendo com que o crescimento das plantas ocorra de forma mais lenta
(DUMET et al., 1993). O manitol e o sorbitol s@o agicares alcodlicos (KADOTA, 2001) de
dificil metabolizagdo, sendo considerados mais efetivos do que a sacarose em relagdo a
reducdo de crescimento (ROCA et al., 1991; WITHERS; WILLIAMS, 1998).

O sucesso da tecnologia de crescimento lento requer o desenvolvimento de
protocolos especificos para cada tipo de espécie, acessos e explantes (WATT et al., 2004).
Varios trabalhos visam estabelecer protocolos de conservagdo in vitro por crescimento
lento para diversas espécies de importancia ornamental (COSTA et al., 2012; MENEZES,
2014; PEDROSO et al., 2010; SANTOS, 2014), medicinal (ALVES et al., 2010;
CAMILLO et al., 2009) e alimenticia, a exemplo do abacaxi (CANTO et al., 2004), banana
(OLIVEIRA et al., 2000), batata (FORTES; PEREIRA, 2001), cana-de-agicar (LEMOS et
al., 2002; NOGUEIRA, 2013), citros (CARVALHO et al., 2016), coco (LEDO et al.,
2007a; MACHADO, 2012), jenipapo (LEDO et al, 2013a, 2013b), mandioca
(BARRUETO CID; CARVALHO, 2008; MACIA, 2011), maracuja (FARIA et al., 2006) e
outras.

Pesquisas sobre a mangabeira mostram que o uso de 0,5 mg L™ de ABA possibilita
a conservagdo in vifro de microestacas de mangabeira pelo periodo de 90 dias, em frascos
vedados com papel aluminio (SA et al., 2011), e de segmentos nodais por 120 dias, em
tubos de ensaio também vedados com papel aluminio (SANTOS, 2010). O uso de manitol
nas concentracdes de 10, 15 e 20 g L™ ndio é viavel para a conservagdo in vitro de
microestacas, pois apresenta efeito toxico sobre estas (SA et al., 2011), porém para
plantulas de mangabeira germinadas in vifro, as doses de 15 e 20 g L' favorecem a
conservacdo por 180 dias. A adi¢do de 10 ou 20 g L™ de sorbitol ao meio de cultura na

auséncia de sacarose, permite a conservagdo in vifro de segmentos nodais de mangabeira
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por 120 dias. Na fase de retomada de crescimento, apresentam maior viabilidade,
segmentos nodais mantidos na presenca de 0,5 mg L™ de ABA durante a conservacdo, ou

mantidos na auséncia de sacarose ou presenga de 10 g L de sorbitol (SANTOS, 2010).

2.4 Efeitos benéficos do carvao ativado no cultivo in vitro de plantas

O carvdo ativado ¢ obtido por meio da carboniza¢do controlada da madeira em
vapor ou ar e ¢ finamente moido para aumentar a area de adsor¢do das particulas
(ARDITTI;, ERNST, 1993; GEORGE, 1993). Assim, ele tem a capacidade de captar gases
ou solutos presentes na sua superficie, removendo os hidrocarbonetos do sistema; absorver
fenois e fitorreguladores em excesso nos explantes conservados in vifro, adsorver
substancias inibitorias do meio e substancias tdxicas liberadas pelos explantes, evitando a
oxidagdo destes e promovendo o crescimento. Dessa maneira, o carvdo ativado beneficia o
desenvolvimento de plantas in vifro e pode ser utilizado com sucesso em diversas culturas
(PASQUAL et al, 2001a).

Além dos beneficios citados acima, o carvdo ativado presente no meio de cultura
simula a condi¢do de escuro, pois reduz a incidéncia de luz na zona de crescimento ativa
do sistema radicular e assim permite que as raizes das plantas cultivadas in vifro se
desenvolvam melhor (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Alguns trabalhos sugerem que o carvdo ativado adsorve rapidamente algumas
substancias do meio de cultura e, em seguida, as libera gradualmente para o substrato,
suprindo de maneira uniforme a demanda das plantas, durante todo o periodo de cultivo
(THOMAS, 2008).

A importancia do uso desse suplemento no cultivo in vifro de plantas € verificada
em trabalhos com diversas espécies, principalmente espécies lenhosas a exemplo de
sucupira-preta (Bowdichia virgilioides) (MOURA et al., 2012), angico (Anadenanthera
colubrina) (NEPOMUCENO et al., 2009), acacia-negra (Acacia mearnsii) (DISARZ et al ,
2009), barueiro (Dipteryx alata) (SILVA et al., 2016) e mangabeira (LEDO et al., 2007b).

2.5 Importincia da relacio auxina/citonina na induciio do crescimento de plantas

O padrio de desenvolvimento das plantas in vitro ¢ determinado pela composicdo e
concentracdo hormonal do meio de cultivo (CALDAS et al., 1998). A razdo

auxina/citocinina no meio de cultura determina a diferencia¢do em raiz ou gema de tecidos
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vegetais cultivados, sendo que altas taxas promovem a formagado de raizes e baixas taxas, a
formacdo de gemas. Esses reguladores de crescimento regulam o ciclo vegetal e sdo
necessarios para promover a divisdo celular nas plantas. As citocininas iniciam a
proliferacdo celular em muitas células quando cultivadas em meio de cultura que contenha
uma auxina. (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Ao estudar o grupo de citocininas e auxinas isoladamente, verifica-se que o
primeiro regula a divisdo celular, a morfogénese da parte aérea e das raizes, a maturagéo de
cloroplastos, o alongamento celular e a senescéncia (TAIZ; ZEIGER, 2004), sendo as
fontes mais utilizadas a cinetina (CIN), 6-benzilaminopurina (BAP), zeatina (ZEA),
isopenteniladenina (2ip) e thidiazuron (TDZ) (CALDAS et al., 1998). Enquanto que o
grupo das auxinas regula o crescimento de caules jovens e coleoptilos e participa da
regulacdo da dominancia apical, iniciagdo de raizes laterais, abscisdo foliar, diferenciagdo
vascular, formagdo de gemas florais e desenvolvimento do fruto (TAIZ; ZEIGER, 2004), e
como fontes mais utilizadas tem-se o acido 3-indolacético (AIA), acido indolbutirico
(AIB), acido naftalenoacético (ANA) e acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (CALDAS
etal., 1998).

Varias pesquisas utilizam esses reguladores de crescimento no cultivo in vitro de
mangabeira, como Soares et al. (2011), os quais verificaram que o meio WPM
suplementado com 2 mg L™ de BAP induz maior numero de brotacdes, gemas e folhas por
explante quando comparados ao uso de 2 mg L de CIN ou TDZ. Ao testar o meio MS
com concentragdes entre 0 ¢ 2,5 mg L' de BAP combinadas com 0,5 mg L' de AIA,
Bastos et al. (2007) observaram que a dose de 2 mg L™ de BAP associada a essa auxina
proporciona maior numero de brotagdes adventicias em segmentos internodais de
mangabeira. Para verificar o comportamento in vifro de diferentes variedades dessa
espécie, Vieira (2014) testou o meio MS, com 50% da concentragio de sais, suplementado
comlg L de carvdo ativado e diferentes concentra¢des de BAP associadas a 0,5 mg L!
de ANA, e constatou que os explantes caulinares das variedades cuyabensis, pubescens e
gardneri apresentam maior comprimento da parte aérea com ousode 1; 1,5¢2,5 mg L™’

de BAP, respectivamente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Estabelecimento in vitro de explantes de mangabeira

Durante o més de outubro de 2015, os frutos foram coletados sob a copa de
mangabeiras nativas localizadas nas margens da rodovia que liga Uberlandia a Campo
Florido (MG) e que, posteriormente, foram identificadas como mangabeiras da variedade

gardneri (Figura 1).

FIGURA 1. Mangabeira (Hancornia speciosa var. gardneri) nativa do Bioma Cerrado

(Foto: Arquivo pessoal).

As sementes foram extraidas dos frutos e maceradas em peneira, sob fluxo de agua
corrente, para a retirada do excesso de polpa. No Laboratério de Biotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia, as sementes foram desinfestadas com alcool 70% por

1 minuto, seguido de hipoclorito de sodio a 2,5% por 30 minutos. Em camara de fluxo
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laminar, esses explantes foram enxaguados cinco vezes com agua destilada e autoclavada,
e inoculados em frascos de vidro transparente, vedados por tampas plasticas, contendo 40
mL de meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 2 g L™ de carvio
ativado, 7 g L™ de agar e pH ajustado para 5,7, que foram previamente autoclavados a uma
temperatura de 121°C por 20 minutos (Figura 2).

Os frascos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 £2 °C e
fotoperiodo de 16 horas de luz, fornecida por lampadas fluorescentes brancas de 20 W.
Apos 120 dias, as plantas obtidas foram utilizadas para a extragdo de segmentos nodais de
aproximadamente 1 cm de comprimento, que foram utilizados como explantes na etapa de

conservagdo in vitro (Figura 2).

FIGURA 2. Frutos de mangabeira (A). Lavagem (B) e secagem das sementes (C). Inicio
do processo de germinacdo (D). Plantas de mangabeira obtidas com a germinagdo in vitro
das sementes (E). Extragdo de segmentos nodais de mangabeira (F). (Foto: Arquivo
pessoal).
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3.2 Conservacio in vitro de segmentos nodais de mangabeira

Foram realizados trés experimentos para testar a metodologia de conservacdo in
vitro por crescimento lento da mangabeira. Para isso, em camara de fluxo laminar, os
segmentos nodais advindos do estabelecimento prévio in vifro foram inoculados em
frascos de vidro transparente, vedados por tampas plasticas, contendo 40 mL de meio MS
suplementado com 7 g L™ de 4gar e variando de acordo com os diferentes tratamentos
propostos pelos experimentos. O pH do meio foi ajustado para 5,7 e os frascos foram
autoclavados a temperatura de 121 °C por 20 minutos, um dia antes da inoculag@o.

As avaliagdes foram feitas aos 45 e 90 dias de conservagdo in vifro, observando a
taxa de sobrevivéncia e o numero de folhas verdes dos segmentos nodais de mangabeira.
Em seguida, os dados foram testados quanto as pressuposi¢des de normalidade dos
residuos e homogeneidade das variancias, pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene,
respectivamente, a 1% de probabilidade, utilizando o software estatistico SPSS (IBM,
2013).

3.2.1 Agentes osmoticos na conservacio in vitro de segmentos nodais de mangabeira

O experimento foi realizado em esquema de parcelas subdivididas no tempo 7 x 2,
sendo o fator da parcela sete tratamentos arranjados em modelo hierarquico e o fator da
subparcela dois tempos. Os tratamentos foram constituidos pela combinagdo de agentes
osméticos e doses (15, 20 e 25 g L™ de manitol e 10, 20 e 40 g L de sorbitol), com um
tratamento adicional correspondente a dose zero desses agentes osméticos (testemunha) e
as avaliagdes foram feitas aos 45 e 90 dias de conservagdo in vifro. O delineamento
utilizado foi o inteiramente casualizado, com trés repeti¢des, cada repeticdo com cinco
frascos e cada frasco com um explante.

Ap6s a inoculagdo dos segmentos nodais de mangabeira, os frascos foram mantidos
em sala de crescimento a temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas de luz,
fornecida por lampadas fluorescentes brancas de 20 W.

Posteriormente, o experimento foi repetido com adi¢do de 2 g L™ de carvao ativado
ao meio de conservagdo para comparar com os resultados obtidos em sua auséncia.

Apos as avaliagdes e os testes de pressuposi¢des, as variaveis foram submetidas a
analise de variancia com o auxilio do programa SISVAR (FERREIRA, 2014), as médias

qualitativas comparadas pelo teste de Tukey e quantitativas por meio de curvas de
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regressdo polinomial. Para comparagdo entre os tratamentos e a testemunha (tratamento
adicional), realizou-se o teste de Dunnett no software estatistico Assistat (SILVA;
AZEVEDQO, 2016). Para verificar os efeitos do carvao ativado no meio de conservagdo, os
experimentos foram comparados em analise conjunta por meio do programa GENES

(CRUZ, 2013). Os testes foram realizados a 5% de probabilidade.

3.2.2 Sacarose e acido abscisico (ABA) na conservacio in vitro de segmentos nodais de

mangabeira

O experimento foi realizado em esquema de parcelas subdivididas no tempo 8 x 2,
sendo o fator da parcela um fatorial 4 x 2, quatro concentragdes de sacarose (0, 10, 20 e 30
g L") e duas de ABA (0 e 0,5 mg L™), e o fator da subparcela dois tempos (45 e 90 dias).
O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com trés repeti¢des, cada
repeti¢do com cinco frascos e cada frasco com um explante.

Os frascos foram mantidos em sala de crescimento a uma temperatura de 25 +2°C e
fotoperiodo de 16 horas de luz, fornecida por lampadas fluorescentes brancas de 20 W.

Posteriormente, o experimento foi repetido e foram adicionados 2 g L™ de carvio
ativado ao meio de conservagdo para comparar com os resultados obtidos em sua auséncia.

Apos as avaliagdes e os testes de pressuposi¢des, as variaveis foram submetidas a
analise de variancia com o auxilio do programa SISVAR (FERREIRA, 2014), as médias
qualitativas comparadas pelo teste de Tukey e quantitativas por meio de curvas de
regressdo polinomial. E, para verificar os efeitos do carvdo ativado no meio de
conservagdo, os experimentos foram comparados em analise conjunta por meio do

programa GENES (CRUZ, 2013). Os testes foram realizados a 5% de probabilidade.

3.2.3 Meios de cultivo e temperaturas na conservac¢io in vitro de segmentos nodais de

mangabeira

Para testar diferentes temperaturas foi necessario fazer dois experimentos. Um em
sala de crescimento para testar a temperatura de 25° = 2 °C e outro em camara de
crescimento para a temperatura de 20 + 2 °C. Os experimentos consistiram em quatro
tratamentos formados pelos meios MS (MURASHIG; SKOOG, 1962) e WPM (LLOYD;
MCCOWN, 1980) com 100 e 50% da concentragdo de sais, com cinco repeti¢des e quatro

frascos por repeti¢do, em delineamento inteiramente casualizado e parcelas subdivididas
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no tempo (45 e 90 dias). Os frascos foram mantidos em condigdes de fotoperiodo de 16
horas de luz, fornecida por lampadas fluorescentes brancas de 20 W.

Apos as avaliagdes e os testes de pressuposi¢des, as variaveis foram submetidas a
andlise de variancia com o auxilio do programa SISVAR e as médias comparadas pelo
teste de Tukey. Para verificar os efeitos da temperatura, os experimentos foram
comparados em analise conjunta por meio do programa GENES (CRUZ, 2013). Os testes

foram realizados a 5% de probabilidade.

3.3 Recuperaciio do crescimento de segmentos nodais de mangabeira conservados in

vitro

Apds 90 dias de conservagdo in vitro, os explantes foram transferidos para frascos
contendo 40 mL de meio MS suplementado com 7 g L™ de 4agar, 1 mg L' de 6-
benzilaminopurina (BAP), 1 mg L™ de 4cido naftalenoacético (ANA), 2 g L de carvio
ativado e pH ajustado para 5,7, que foram previamente autoclavados a temperatura de
121°C por 20 minutos e, apds inoculagdo, mantidos em sala de crescimento a uma
temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas de luz, fornecida por lampadas
fluorescentes brancas de 20 W.

A avaliag¢do ocorreu aos 60 dias, observando a taxa de sobrevivéncia, nimero de
folhas verdes, nimero de nos, comprimento da parte aérea e massa fresca dos segmentos
nodais de mangabeira. As analises estatisticas ocorreram de forma semelhante a etapa de

conservagao in vifro.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Conservagio in vitro de segmentos nodais de mangabeira

4.1.1 Agentes osmoticos na conservacio in vifro de segmentos nodais de mangabeira

Na analise individual do experimento, na auséncia de carvdo ativado, verificou-se
que as doses de agentes osméticos estudadas ndo influenciaram as caracteristicas avaliadas
e também ndo houve diferencas entre a testemunha e os demais tratamentos. Entretanto,
ocorreu efeito significativo do agente osmotico para a taxa de sobrevivéncia e também
namero de folhas verdes, aos 45 dias de conservagdo in vitro. Além disso, houve efeito
significativo do tempo para as duas caracteristicas avaliadas (Anexo A).

Apés a avaliagdo das caracteristicas percebeu-se que os segmentos nodais de
mangabeira ja estavam passando por um processo de senescéncia aos 90 dias de
conservagdo in vitro, pois ocorreu uma reducdo média de 43,81% na taxa de sobrevivéncia
e de 0,72 no numero de folhas verdes (Tabela 1). Ao comparar o efeito dos agentes
osmoticos, verificou-se que quando significativo, o manitol proporcionou menor nimero
de folhas verdes, mas também reduziu a taxa de sobrevivéncia dos segmentos nodais de
mangabeira, quando comparado ao sorbitol, independente do tempo de conservacdo in

vitro (Tabela 2).
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TABELA 1. Médias da taxa de sobrevivéncia e nimero de folhas verdes de segmentos
nodais de mangabeira submetidos a doses de manitol e sorbitol, na auséncia de carvado
ativado, aos 45 e 90 dias de conservagdo in vitro. Uberlandia-MG, 2017.

Fonte Dos$ Taxa de Sobrevivéncia (%) Numero de Folhas Verdes
(gL 45 90 45 90
Testemunha 0* 40,00 0,00 0,53 0,00
15 53.33 0,00 0,40 0,00
Manitol 20 46,67 6,67 0,93 0,27
25 20,00 0,00 0,20 0,00
10 66,67 26,67 1,53 1,00
Sorbitol 20 73,33 13,33 1,93 0,27
40 73,33 20,00 1,40 0,33
Média 53.33a 9,52b 0,99 0,27b
W: Flov 0,965; 2,622 0,961; 2,634
CV1, CVy(%) 71,83; 57,48 32,64; 20,29

Transformacgao arco seno~ x /100 Vx4 0,5

Meédias seguidas por letras distintas, na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; *: Diferente pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade; W e Fiey.:
Estatisticas dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, valores em negrito indicam residuos com
distribui¢do normal e varidncias homogéneas, respectivamente, a 1% de probabilidade.

TABELA 2. Influéncia do agente osmotico na taxa de sobrevivéncia e nimero de folhas
verdes de segmentos nodais de mangabeira, na auséncia de carvao ativado, aos 45 e 90 dias
de conservacdo in vitro. Uberlandia-MG, 2017.

Taxa de Sobrevivéncia (%) Numero de Folhas Verdes
Agente Osmotico Tempo (dias) Tempo (dias)
45 90 45 90
Manitol 40,00B 2.22B 0,51B 0,75A
Sorbitol T1L11A 20,00A 1,62A 0,97A

Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Nesses resultados verifica-se que, na auséncia de carvao ativado, apesar do manitol
ter favorecido a redugdo do desenvolvimento dos segmentos nodais de mangabeira, ao ser
comparado ao sorbitol, esses agentes osméticos, independente da dose utilizada, ndo
diferiram da testemunha, ndo favorecendo a redugdo do metabolismo dos explantes de
mangabeira. Portanto, nessas condi¢des, esses agentes osmoticos ndo sdo viaveis para a
conservagao in vifro por crescimento lento da espécie.

O manitol e o sorbitol sdo agucares alcodis que geralmente ndo sdo metabolizados
pelas plantas e por isso sdo utilizados na redugdo do potencial hidrico do meio de cultura

(GEORGE, 1993), interferindo na absor¢do de agua e nutrientes pelas plantas e,
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consequentemente, no seu desenvolvimento. Entretanto, os resultados sdo dependentes de
varios fatores como a concentragdo do agente osmotico, a composi¢do do meio de cultura,
o tipo de explante, a espécie em estudo e outros. Lédo et al. (2013b) relataram que as doses
de 0 a 20 g L' de manitol adicionados ao meio MS, suplementado com 4,5 g L™ de
Phytagel®, ndo sdo eficientes na conservagdo in vitro de plantulas de jenipapeiro, pois ndo
promovem a desaceleragdo do crescimento.

Em relagdo ao experimento, na presenca de carvdo ativado, as doses testadas de
agentes osmoticos também ndo influenciaram as caracteristicas avaliadas. Entretanto houve
efeito significativo do agente osmético e do tempo para a taxa de sobrevivéncia e da
interagdo tratamento x tempo para o numero de folhas verdes, tendo sido influenciado
também pelo uso de agente osmotico aos 45 dias, além de haver diferencas significativas
entre a testemunha e os demais tratamentos para esta caracteristica (Anexo B).

Assim, quando se utilizou o meio suplementado com 2 g L™ de carvio ativado, a
taxa de sobrevivéncia dos explantes de mangabeira também foi inferior aos 90 dias de
conservagdo in vitro, apresentando uma queda de 32,38% em relagdo ao menor tempo de
avaliagdo. O manitol, independente da dose, resultou em segmentos nodais com menor
numero de folhas verdes quando comparado a testemunha, apresentando valores
estatisticamente iguais aos 45 e 90 dias de conservagdo in vifro. As doses de sorbitol, por
sua vez, ndo apresentaram diferencas em relacdo a testemunha, com excegdo de 10 g L!
que favoreceu o desenvolvimento de explantes com menor nimero de folhas verdes aos 90
dias de conservagao in vitro. No entanto, nesta dose, ocorreu maior senescéncia foliar com

o avango do tempo (Tabela 3).
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TABELA 3. Médias da taxa de sobrevivéncia e nimero de folhas verdes de segmentos
nodais de mangabeira submetidos a doses de manitol e sorbitol, na presenga de carvdo
ativado, aos 45 e 90 dias de conservagdo in vitro. Uberlandia-MG, 2017.

Taxa de Sobrevivéncia (%) Nuamero de Folhas Verdes

Agente Osmotico (D(I)JSL?) Tempo (dias) Tempo (dias)
& 45 90 45 90
Testemunha 0 80,00 40,00 3,07a 2,40a
15 26,67 0,00 0,13a 0,00a
Manitol 20 53,33 26,67 0,672 0,53a"
25 46,67 20,00 0,73a 0,272
10 86,67 33,33 2,13a 0,13b°
Sorbitol 20 60,00 33,33 2,87a 0,93b
40 80,00 53,33 1,87a 1,60a
Média 61,90a 29,52b 1,64 0,84
W, Fle. 0,948; 2,383 0,972; 2,611
CV(%) 57,68; 26,15 2431; 11,76

Transformacédo - Jx+05

Meédias seguidas por letras distintas, na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; *: Diferente pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade; W e Fiey.:
Estatisticas dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, valores em negrito indicam residuos com
distribui¢do normal e varidncias homogéneas, respectivamente, a 1% de probabilidade.

Ao comparar o efeito dos dois agentes osmdticos, na presenca de carvdo ativado,
verificou-se que, quando significativo, os resultados foram semelhantes aos obtidos na
auséncia de carvdo, sendo a taxa de sobrevivéncia dos explantes maior com a adig¢do de
sorbitol ao meio de cultura, mas segmentos nodais com menor numero de folhas verdes

foram favorecidos com o uso de manitol (Tabela 4).

TABELA 4. Influéncia do agente osmotico na taxa de sobrevivéncia e nimero de folhas
verdes de segmentos nodais de mangabeira, na presenca de carvdo ativado, aos 45 e 90
dias de conservacgdo in vitro. Uberlandia-MG, 2017.

Taxa de Sobrevivéncia (%) Numero de Folhas Verdes
Agente Osmotico Tempo (dias) Tempo (dias)
45 90 45 90
Manitol 42.22B 15,55B 0,51B 027A
Sorbitol 75,55A 40,00A 2.29A 0,89A

Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Na conservagdo in vifro por crescimento lento tem-se como objetivo encontrar uma
metodologia que permita que as plantas tenham um crescimento reduzido e altas taxas de
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sobrevivéncia. Na presenca de carvado ativado, o uso de manitol permitiu que os segmentos
nodais de mangabeira mantivessem o mesmo numero de folhas verdes com o passar do
tempo, ou seja, o metabolismo dos explantes foi reduzido. Entretanto, as taxas de
sobrevivéncia foram muito baixas e, independente do uso ou ndo dos agentes osméticos, os
explantes ja estavam em processo de senescéncia aos 90 dias de conservagdo in vitro, o que
demonstra que os tratamentos testados ndo sdo eficientes para esse proposito.

De modo semelhante, o manitol foi melhor que o sorbitol na redu¢do do
desenvolvimento da parte aérea de plantulas de Macrosyphonia velame (MARTINS et al.,
2011). Lédo et al. (2007a) verificaram que o manitol ndo apresenta efeitos positivos na
conservagdo in vifro de coqueiro, pois apesar de promover um menor crescimento das
plantulas, causa menor percentagem de sobrevivéncia.

Ao contrario dos resultados obtidos, Santos et al. (2011), em trabalho sobre a
conservagdo in vifro de segmentos nodais de mangabeira, encontraram diferengas
significativas entre as doses de 10, 20 e 40 g L™ de sorbitol, ao utilizarem um meio
suplementado com 1 mg L7 de acido 3-indolacético (AIA) e 1 mg L' de 6-
benzilaminopurina (BAP), que sdo reguladores de crescimento da classe das auxinas e
citocininas, respectivamente. Os autores concluiram que o uso de 10 ou 20 g L™ desse
agente osmotico, sem adi¢do de sacarose ao meio de cultura, possibilita a conservagdo dos
explantes de mangabeira por 120 dias. Além disso, Sa et al. (2011) também utilizaram um
meio de conservagdo suplementado com esses reguladores de crescimento e tiveram um
efeito significativo ao testar as doses de 0, 10, 15e¢20 g L' de manitol, que favoreceram a
formag¢do de microestacas de mangabeira mais curtas, porém apresentaram efeitos
deletérios aos 90 dias de conservagao in vitro.

As auxinas sdo substancias que controlam o crescimento e o alongamento celular e
as citocininas estimulam a divisdo celular e reduzem a dominancia apical, sendo que o
balango entre esses dois tipos de reguladores controla muitos aspectos da diferenciagdo
celular e organogénese nas culturas de tecidos (PASQUAL, 2001b). Os trabalhos citados
acima encontraram diferencas significativas entre as doses de agentes osmoticos
provavelmente por terem utilizado um meio de cultura suplementado com estes
reguladores de crescimento, que induziram o desenvolvimento dos explantes e os tornaram
mais suscetiveis a acdo dos agentes osmoticos. Pode-se inferir também que por causa da
falta desses reguladores no meio de conservacdo utilizado neste trabalho, os segmentos
nodais de mangabeira tiveram menor estimulo ao desenvolvimento e por isso ja se

encontravam em processo de senescéncia aos 90 dias de conservagdo in vitro.
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Ao avaliar os experimentos de forma conjunta verificou-se um efeito significativo
da interagdo tratamento x carvado ativado para o numero de folhas verdes e efeito isolado
deste produto para a taxa de sobrevivéncia (Anexo C). Apesar disso, ndo houve diferengas
significativas da taxa de sobrevivéncia entre as doses de carvdo ativado. O uso de 40 g L™
de sorbitol, na presenca de carvdo, favoreceu o maior desenvolvimento de folhas verdes
aos 90 dias, assim como a testemunha, independente do tempo de conservagdo in vitro

(Tabela 5).

TABELA 5. Influéncia do carvdo ativado na taxa de sobrevivéncia e numero de folhas
verdes de segmentos nodais de mangabeira submetidos a doses de manitol e sorbitol, aos
45 e 90 dias de conservagdo in vitro. Uberlandia-MG, 2017.

Taxa de Sobrevivéncia (%) Numero de Folhas Verdes

Tempo Agente Dose Carvio (gL7) Carvio (gL™)
(dias) Osmético (gL 0 2 0 2
Testemunha 0 40,00 80,00 0,53b 3,07a
15 53.33 26,67 0,40a 0,13a
Manitol 20 46,67 53,33 0,93a 0,67a
45 25 20,00 46,67 0,20a 0,73a
10 66,67 86,67 1,53a 2,132
Sorbitol 20 73,33 60,00 1,932 2.87a
40 73.33 80,00 1,40a 1,87a
Testemunha 0 0,00 40,00 0,00b 2,40a
15 0,00 0,00 0,00a 0,00a
Manitol 20 6,67 26,67 0,27a 0,53a
90 25 0,00 20,00 0,00a 0,27a
10 26,67 33,33 1,002 0,13a
Sorbitol 20 13,33 33,33 0,27a 0,93a
40 20,00 53,33 0,33b 1,60a
Média 31,43a 45.71a 0,63 1,24

Meédias seguidas por letras distintas, na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O carvdo ativado tem a capacidade de modificar o meio de cultura ao adsorver
substancias tdéxicas, nutrientes, vitaminas e reguladores de crescimento e, assim, em
algumas circunstancias, melhorar ou regular o crescimento de plantas cultivadas in vitro
(ARDITTI, ERNST, 1993; GEORGE, 1993). Pesquisas realizadas com mangabeira
(LEDO et al., 2007b) e barueiro (SILVA et al., 2016) mostraram que a adi¢io de carvio
ativado ao meio de cultura proporciona melhor desenvolvimento da parte aérea das

plantulas.
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4.1.2 Sacarose e acido abscisico (ABA) na conservacio in vifro de segmentos nodais de

mangabeira

As andlises individuais dos experimentos mostraram que ao utilizar o meio de
conservagdo sem carvao ativado, houve efeito significativo para a interagdo dupla, sacarose
X tempo, para todas as variaveis estudadas, e também da interagdio ABA x tempo, que
influenciou o namero de folhas verdes. Porém, quando se utilizou o meio de conservagio
suplementado com 2 g L™ de carvdo ativado, verificou-se um efeito significativo da agdo
isolada da sacarose e do tempo para taxa de sobrevivéncia e interagdo tripla entre esses
fatores para numero de folhas verdes. Na andlise conjunta dos experimentos, verificou-se
efeito significativo da interagdo tratamento x carvao ativado para a taxa de sobrevivéncia e
efeito isolado do carvdo para numero de folhas verdes (Anexo D).

A taxa de sobrevivéncia, na presenca de carvdo ativado, foi menor aos 90 dias,
assim como na auséncia desse produto, exceto para os explantes mantidos em meio sem
sacarose, que registraram taxa de sobrevivéncia nula ja aos 45 dias de conservagdo in vitro
(Tabela 6). Entretanto, o aumento das concentra¢des de sacarose, na auséncia de carvao,
influenciou um comportamento linear crescente da taxa de sobrevivéncia dos explantes,
sendo que a cada 1 g L de sacarose adicionado ao meio de cultura, houve um aumento na
taxa de sobrevivéncia de 1,57 e 2,90%, aos 45 e 90 dias, respectivamente. E, na presenca
do carvdao, houve um comportamento quadratico registrando uma taxa de sobrevivéncia

maxima de 75,67%, na dose de 20,2 g L™ de sacarose (Figura 3).

25



TABELA 6. Médias da taxa de sobrevivéncia (%) de segmentos nodais de mangabeira
submetidos a doses de sacarose, na presenca e auséncia de carvao ativado, aos 45 e 90 dias
de conservacdo in vitro. Uberlandia-MG, 2017.

Carvio ativado (g L)

-1 0 2
Bacarose (5 1) Tempo (dias) Tempo (dias)
45 90 45 90
0 0,00a 0,00a 26,67 0,00
10 26,67a 10,00b 83,33 66,67
20 76,67a 16,67b 74,33 50,00
30 80,002 50,00b 80,00 53,33
Média 45,83 19,17 65,832 42.50b
W: Frev 0,936; 4.261 0,962; 2,356
CVy; CV; (%) 60,24: 30,77 52.76: 25,00

Meédias seguidas por letras distintas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; W e Fy.,.: Estatisticas dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, valores em
negrito indicam residuos com distribuigdo normal e varidncias homogéneas,
respectivamente, a 1% de probabilidade.
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FIGURA 3. Taxa de sobrevivéncia de segmentos nodais de mangabeira em fun¢do da dose
de sacarose, tempo de conservagdo in vitro e auséncia de carvdo ativado (A); e em fungdo
da concentragdo de sacarose e presenca de carvao ativado (B). Uberlandia-MG, 2017.
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Segundo Faria et al. (2006), a presenga de sacarose no meio de cultura ¢
fundamental para manter o desenvolvimento de explantes de maracujazeiro. Isso porque os
carboidratos sdo extremamente importantes para os vegetais, pois além de fornecerem
energia para O processo respiratorio e esqueletos de carbono para a sintese de
biomoléculas, também constituem um importante componente estrutural do organismo das
plantas (MAJEROWICZ, 2004).

Ao comparar os dois experimentos, verifica-se que a adi¢do de carvdo ativado ao
meio de conservagdo proporcionou maior taxa de sobrevivéncia dos explantes aos 45 dias,
quando foram mantidos em meio sem sacarose e com 10 g L™ desse carboidrato, e aos 90
dias, nas doses intermediarias de sacarose, sem registrar diferengas nos demais
tratamentos. Com relagdo ao numero de folhas verdes, tem-se que esse aspecto ndo foi
influenciado pelo uso do carvado ativado (Tabela 7). Acredita-se que esses resultados estdo
relacionados, principalmente, ao fato do carvao ativado ser capaz de adsorver substancias

toxicas e reguladores de crescimento presentes no meio de cultura.

TABELA 7. Influéncia do carvdo ativado na taxa de sobrevivéncia e numero de folhas
verdes de segmentos nodais de mangabeira submetidos a doses de sacarose e ABA, aos 45
e 90 dias de conservagdo in vitro. Uberlandia-MG, 2017.

Taxa de Sobrevivéncia (%) Numero de Folhas Verdes

1;3?25)0 S(agir_?se (rﬁ‘gBIél) Carvao (g L'l) Carvio (g L'l)
0 2 0 2

0 0 0,00a 20,00a 0,00 0,20

0,5 0,00b 33,33a 0,00 0,00

0 26,67b 73.33a 0,60 0,87

45 0,5 26,67b 93.33a 0,07 3,13

20 73.33a 73.33a 227 2,53

0,5 80,002 73.33a 0,73 2,67

20 86,67a 73.33a 3,07 3,07

0,5 73.33a 86,67a 1,87 3,13

0 0,00a 0,00a 0,00 0,00

0,5 0,00a 0,00a 0,00 0,00

10 0,00b 60,002 0,00 1,33

%0 0,5 20,00b 73.33a 0,13 3,47

20 0 20,00 b 53.33a 0,67 1,87

0,5 13,33b 46,67a 0,20 3,20

30 0 53.33a 53.33a 1,53 3,67

0,5 46,67a 53.33a 1,67 2,07

Média 32,50 54,17 0,802 1,952

Meédias seguidas por letras distintas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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O desenvolvimento do namero de folhas verdes, na auséncia de carvao ativado, foi
maior conforme o aumento das concentragdes de sacarose no meio de cultura, crescendo a
taxas maiores aos 45 dias de conservagdo in vitro (Figura 4). Nas doses de 20 ¢ 30 g L™ de
sacarose, os explantes registraram maior senescéncia foliar com o avango do tempo, ao
contrario das menores doses que apresentaram o mesmo numero de folhas verdes aos 45 e
90 dias (Tabela 8).

A adigdo de ABA ao meio de cultura, sem carvdo ativado, proporcionou menor
desenvolvimento dos segmentos nodais, ja que o numero de folhas verdes registrado nos
dois tempos de avaliagdo foi igual estatisticamente. Ao contrario do que ocorreu na
auséncia desse regulador, em que os explantes apresentaram menor numero de folhas

verdes aos 90 dias de conservagdo in vitro (Tabela 8).
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FIGURA 4. Numero de folhas verdes de segmentos nodais de mangabeira em fung¢do da

concentracdo de sacarose e do tempo de conservacdo in vifro, na auséncia de carvdo
ativado. Uberlandia-MG@G, 2017.

28



TABELA 8. Médias do numero de folhas verdes de segmentos nodais de mangabeira
submetidos a doses de sacarose e ABA, na auséncia de carvdo ativado, aos 45 dias e 90
dias de conservacgdo in vitro. Uberlandia-MG, 2017.

1 Tempo (dias)
Sacarose (g L) 45 90
0 0,00a 0,00a
10 0,33a 0,07a
20 1,50a 0,43b
30 2.47a 1,60b
ABA (mgL™)
0 1,48aA 0,55bA
0,5 0,67aB 0,50aA
W; Frev 0,929; 4.870
CVy;, CV;, (%) 91,8; 53,03

Médias seguidas por letras distintas, mintisculas na linha e maitusculas na coluna, diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; W e Fi.,.: Estatisticas dos testes de
Shapiro-Wilk e Levene, valores em negrito indicam residuos com distribui¢do normal e
variancias homogéneas, respectivamente, a 1% de probabilidade.

A presenca de ABA no meio de cultura também favoreceu a redugdo do
desenvolvimento da parte aérea de segmentos nodais de mangabeira (SANTOS, 2010) e de
plantulas de jenipapeiro (LEDO et al., 2013a), sendo viavel o seu uso na conservagio in
vitro dessas espécies. Um dos efeitos mais comuns causados pelo ABA ¢ a inibi¢do do
crescimento vegetativo, que ¢ provocada pelo transporte desse hormonio para as gemas,
onde provoca a dorméncia (STACCIARINI-SERAPHIN, 2004).

Quando foi avaliado o numero de folhas verdes, na presenca de carvdo ativado,
verificou-se que, na auséncia de ABA e independente do tempo de avaliagdo, o nimero de
folhas verdes apresentou um comportamento linear crescente, ou seja, quanto maior a
concentragdo de sacarose no meio, maior o desenvolvimento de folhas. Ja na presenca de
ABA, essa variavel apresentou uma curva de regressdo quadratica com um maximo de
3,37 folhas, na dose de 21,70 g L de sacarose; e no maior tempo de avaliagdo o méximo
foi de 3,70 folhas, na dose de 17,58 g L™ de sacarose (Figura 5). Apesar disso, ndo foram
encontradas diferengas significativas entre a auséncia e presenca de ABA no meio de
conservacdo contendo de 0 a 20 g L de sacarose, porém na dose de 30 g L™ verificou-se

maior senescéncia foliar em explantes conservados com ABA (Tabela 9).
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FIGURA 5. Numero de folhas verdes de segmentos nodais de mangabeira em func¢do da
dose de sacarose e ABA, aos 45 dias (A) e 90 dias (B) de conservagado in vifro, na presenca
de carvao ativado. Uberlandia-MG, 2017.

TABELA 9. Médias do numero de folhas verdes de segmentos nodais de mangabeira
submetidos a doses de sacarose e ABA, na presenca de carvdo ativado, aos 45 dias e 90
dias de conservacgdo in vitro. Uberlandia-MG, 2017.

Sacarose (g L) ABA (mgL™) 45 Tempo (dias) 00

0 0 0,20aA 0,00 aA
0,5 0,00 aA 0,00 aA
10 0,87 aA 133 aA
0,5 3,13 aA 3.47 aA
20 0 2,53 aA 1,87 aA
0.5 2,67 aA 3.20 aA
30 0 3,07 aA 3,67 aA
0,5 3,13 aA 2,07bA

W; Frey. 0,909; 5.011

CVy; CV; (%) 98,06; 29,31

Meédias seguidas por letras distintas, mintisculas na linha e maiusculas na coluna, diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; W e Fi.,.: Estatisticas dos testes de
Shapiro-Wilk e Levene, valores em negrito indicam residuos com distribui¢do normal e
variancias homogéneas, respectivamente, a 1% de probabilidade.
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O aumento das concentragdes de sacarose também proporcionou maior
desenvolvimento da parte aérea de segmentos nodais de mangabeira conservados em meio
com reguladores de crescimento (SANTOS et al., 2011) e de embrides de pinhdo-manso
(NUNES et al., 2008). Esses resultados mostram que o aumento da disponibilidade de
sacarose no meio de cultura favorece o aumento do metabolismo dos explantes e,
consequentemente, o seu desenvolvimento.

Ao contrario desses resultados, Lédo et al. (2007a) verificaram que as
concentracdes de 40 a 80 g L de sacarose reduzem o crescimento da parte aérea de
plantulas de coqueiro. Isso porque altas concentragdes de carboidratos no meio de cultura
elevam o potencial osmoético, o que reduz a absor¢do de agua e nutrientes pela planta,
prejudicando o seu crescimento (FRAGUAS et al., 2003).

De acordo com Carvalho et al. (2012), o carvdo ativado € capaz de adsorver
reguladores de crescimento no meio de cultura, entdo é possivel inferir que neste trabalho
ocorreu a adsor¢do do ABA exdgeno, inibindo o seu efeito retardante no desenvolvimento
dos explantes. Além disso, Chagas et al. (2005) observaram que s3o necessarias maiores
concentragdes de acido giberélico, em meio de cultura com carvao ativado, para apresentar
efeitos sobre explantes de citros. Dessa forma, pode-se inferir também que na concentragio
de 30 g L7 de sacarose, em virtude da maior quantidade de componentes no meio, a
adsor¢@o de ABA pode ter sido menor, refletindo no desenvolvimento dos explantes com o

decorrer do tempo.

4.1.3 Meios de cultivo e temperaturas na conservacio in vifro de segmentos nodais de

mangabeira

Houve efeito significativo da interagdo meio de cultura x tempo para numero de
folhas verdes e efeito isolado do tempo para taxa de sobrevivéncia, independente da
temperatura utilizada (Anexo E).

A taxa de sobrevivéncia apresentou uma redugdo de 22,50% com o avango do
tempo de conservagdo in vitro, nas duas temperaturas testadas. A 25°C, o meio WPM e o
MS, ambos com a metade da concentracdo de sais, foram os que proporcionaram o menor
desenvolvimento da parte aérea de segmentos nodais de mangabeira, sem apresentarem
senescéncia foliar com o avango do tempo (Tabela 10). Da mesma maneira, o uso dos
meios MS 100% e WPM 50%, na temperatura de 20°C, resultou em menor metabolismo

dos explantes (Tabela 11).
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TABELA 10. Médias da taxa de sobrevivéncia e numero de folhas verdes de segmentos
nodais de mangabeira submetidos a temperatura de 25 + 2°C e diferentes meios de cultura,
aos 45 e 90 dias de conservagdo in vitro. Uberlandia-MG, 2017.

Taxa de sobrevivéncia (%) Numero de folhas verdes
Meio de cultura Tempo (dias) Tempo (dias)
45 90 45 90
MS 100% 76,00 43,00 2,48aA 1,58abB
MS 50% 55,00 45,00 1,08aA 1,32abA
WPM 100% 82,00 65,00 2,46aA 2,82aA
WPM 50% 80,00 50,00 1,04aA 1,06bA
Média 73.25A 50,75B 1,76 1,69
W, Frev 0,961; 0,543 0,945; 0,752
CV1. CV, (%) 34,80; 25,60 69,59; 25,55

Meédias seguidas por letras distintas, minusculas na coluna e maiasculas na linha, diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; W e Fie,.: Estatisticas dos testes de
Shapiro-Wilk e Levene, valores em negrito indicam residuos com distribui¢do normal e
variancias homogéneas, respectivamente, a 1% de probabilidade.

TABELA 11. Médias da taxa de sobrevivéncia e numero de folhas verdes de segmentos
nodais de mangabeira submetidos a temperatura de 20 + 2°C e diferentes meios de cultura,
aos 45 e 90 dias de conservagdo in vitro. Uberlandia-MG, 2017.

Taxa de sobrevivéncia (%) Numero de folhas verdes
Meio de cultura Tempo (dias) Tempo (dias)
45 90 45 90
MS 100% 96,00 68,00 1,06aA 1,06bA
MS 50% 80,00 50,00 2,20aA 1,20abB
WPM 100% 87,00 70,00 2,54aA 3,16aA
WPM 50% 90,00 75,00 1,76aA 2,56abA
Média 88.25A 65,75B 1,89 1,99
W, Frev 0,957; 0,956 0,948; 1.524
CV1. CV, (%) 27,55, 15,33 74,17; 34,06

Médias seguidas por letras distintas, minusculas na coluna e maidsculas na linha, diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; W e Fi.,.: Estatisticas dos testes de
Shapiro-Wilk e Levene, valores em negrito indicam residuos com distribui¢do normal e
variancias homogéneas, respectivamente, a 1% de probabilidade.

Camillo et al. (2009) obtiveram o crescimento minimo de algodido-do-campo
(Cochlospermum regium) quando os explantes foram submetidos a temperatura de 20°C e
meio WPM 50%. Almeida (2013), ao testar diferentes concentragdes de meio MS,
verificou que 100 e 50% da sua concentragdo de sais associados com 30 g L™ de sacarose
promoveram a desaceleracdo do crescimento de plantulas de jenipapeiro quando

submetidas a temperatura de 25°C.

32



O meio WPM difere do MS por conter menores quantidades de nutrientes e
vitaminas, apresentando diferentes respostas no desenvolvimento in vifro dos explantes,
que podem variar de acordo com a espécie em estudo e o ambiente de cultivo.

Ao comparar os dois experimentos, verificou-se significancia do efeito isolado da
temperatura para a taxa de sobrevivéncia e auséncia de efeitos significativos para nimero
de folhas verdes (Anexo E). Todavia, as taxas de sobrevivéncia nas duas temperaturas
foram estatisticamente iguais e as folhas apresentadas por explantes conservados a 20°C
foram pequenas e amareladas (Tabela 12 e Figura 6), indicando que a reducdo da
temperatura de conservagdo in vifro proporcionou menor metabolismo dos explantes de

mangabeira.

TABELA 12. Influéncia da temperatura na taxa de sobrevivéncia e nimero de folhas
verdes de segmentos nodais de mangabeira submetidos a diferentes meios de cultura, aos
45 e 90 dias de conservagdo in vitro. Uberlandia-MG, 2017.

Taxa de sobrevivéncia (%)  Numero de folhas verdes

Tempo

(dias) Meio de cultura Temperatura (°C) Temperatura (°C)
25 20 25 20
MS 100% 76,00 96,00 2.48 1,06
45 MS 50% 55,00 80,00 1,08 2.20
WPM 100% 82,00 87,00 2.46 2,54
WPM 50% 80,00 90,00 1,04 1,76
MS 100% 43,00 68,00 1,58 1,06
%0 MS 50% 45,00 50,00 132 1,20
WPM 100% 65,00 70,00 2.82 3,16
WPM 50% 50,00 75,00 1,06 2.56
Média 62,00a 77.00a 1,73a 1,94a

Meédias seguidas por letras distintas, na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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FIGURA 6. Segmentos nodais de mangabeira conservados por 90 dias, a temperatura de
25°C (A) e 20°C (B), em meio MS 100%, MS 50%, WPM 100% e WPM 50%,
respectivamente. Uberlandia-MG, 2017.

Assim como neste trabalho, Oliveira et al. (2000) verificaram que, nos primeiros 90
dias de conservagdo in vifro, plantulas de bananeira apresentavam folhas mais amareladas
quando mantidas em temperaturas abaixo de 17°C, sendo possivel a sua conservagio in
vitro por 450 dias.

O calor e o frio sdo estados termodindmicos caracterizados pela alta ou baixa
energia cinética das moléculas. Dessa forma, o calor acelera o movimento das moléculas, o
que enfraquece as ligacdes entre elas, tornando as camadas lipidicas das biomembranas
mais fluidas. O frio reduz a velocidade de reagdes quimicas vitais das plantas, o que torna
as biomembranas mais rigidas, sendo necessaria uma maior quantidade de energia para
ativar processos bioquimicos (LARCHER, 2006). Assim, o frio reduz o desenvolvimento
das plantas e causa amarelecimento das folhas, pois o cloroplasto ¢ afetado, causando
danos ao aparelho fotossintético e a molécula de clorofila (STHAPIT et al., 1995), o que

explica a formag@o de folhas menores e cloroticas.
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4.2 Recuperacio do crescimento de segmentos nodais de mangabeira conservados in

vitro

4.2.1 Agentes osmoticos na recuperacio do crescimento de segmentos nodais de

mangabeira conservados in vitro

No resumo de analise de variancia verificou-se que as doses e os agentes osmoticos
ndo influenciaram nenhuma das caracteristicas avaliadas, porém, houve um efeito
significativo da interagdo entre a testemunha e os demais tratamentos (Anexo F). Apesar
disso, ndo foram encontradas diferengas significativas para massa fresca (Tabela 13).

Segmentos nodais de mangabeira conservados em manitol ndo apresentaram taxa de
sobrevivéncia ap6s cultivo por 60 dias em meio de multiplicag@o, ou seja, ndo foi possivel
a recuperagcdo do crescimento desses explantes, o que afetou as outras caracteristicas,
sendo inferiores a testemunha (Tabela 13).

Segmentos nodais conservados em sorbitol também apresentaram menor
desenvolvimento da parte aérea em relacdo aqueles conservados em meio sem adi¢do de
agentes osmoticos, com excegdo da dose de 20 g L™ que proporcionou numero de nos e
comprimento da parte aérea semelhantes a testemunha. Isso indica que, nesta dosagem, os
explantes responderam melhor aos estimulos para a retomada do crescimento, apesar de ter
ocorrido uma redugdo na taxa de sobrevivéncia de 26,66%, desde a avaliagdo aos 90 de
conservagdo in vitro (Tabela 13).

Na auséncia de agentes osmoticos (testemunha), desde a avaliagdo ocorrida aos 90
dias de conservagdo in vifro, houve uma reducgio de apenas 6,67% na taxa de sobrevivéncia
dos explantes, os quais apresentaram bom desenvolvimento da parte aérea apos cultivo por

60 dias em meio de multiplicagdo (Tabela 13).

35



TABELA 13. Médias da taxa de sobrevivéncia (TS), numero de folhas verdes (NFV),
numero de nés (NN), comprimento da parte aérea (CPA) e massa fresca (MF) de
segmentos nodais de mangabeira conservados em meio suplementado com 2 g L™ de
carvdo ativado e diferentes doses de manitol e sorbitol, aos 60 dias de recuperagdo do
crescimento. Uberlandia-MG, 2017.

Oﬁi%‘gio (lg‘f_?) TS (%) NFV NN CPA(cm) MF (g)
Testemunha 0 33,33 2,07 1,20 1,10 0,072
15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000

Manitol 20 0,00" 0,00" 0,00" 0,00 0,000
25 0,00" 0,00" 0,00" 0,10" 0,016

10 6,67 0,40 0,07 0,03 0,015

Sorbitol 20 6,67 0,40" 0,80 0,63 0,047
40 0,00 0,00 0,27 0,07 0,009

W 0,800 0,817 0,834 0,885 0,920

Flev 11,556 7,678 9,659 2,970 3,798

CV (%) 160,36 99,90 112,63 17,78 137,00

Transformacédo - - - Jx+05 -

" Diferente pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade; W e Fy.,.: Estatisticas dos testes
de Shapiro-Wilk e Levene, valores em negrito indicam residuos com distribui¢do normal e
variancias homogéneas, respectivamente, a 1% de probabilidade.

Explantes de jenipapeiro conservados com 15 e 20 g L' de manitol apresentaram
maior resposta morfogenética aos 120 dias da retomada do crescimento (LEDO et al.,
2013Db), ou seja, o manitol apresentou um efeito contrario, o qual os autores acreditam estar
relacionado a espécie em estudo ou ao uso de doses inadequadas.

No trabalho de Santos et al. (2011), verifica-se que os segmentos nodais de
mangabeira, conservados em meio suplementado com reguladores de crescimento e 10 g L
' de sorbitol, apresentaram maior viabilidade na retomada do crescimento aos 60 dias,
quando comparados as doses de 20 e 40 g L.

Com base nesses resultados € possivel afirmar que os explantes mantidos sob ac¢do
dos agentes osmoticos durante o periodo de conservagdo in vifro sofrem um estresse,
afetando a recuperacio do crescimento, mesmo apds transferéncia para meio suplementado

com reguladores de crescimento.

4.2.2 Sacarose e acido abscisico (ABA) na recuperac¢io do crescimento de segmentos

nodais de mangabeira conservados in vitro

Foram encontradas diferengas significativas entre as doses de sacarose apenas para

a taxa de sobrevivéncia. Ndo houve significancia do uso de ABA e da interagdo entre esses
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fatores para nenhuma das caracteristicas avaliadas (Anexo G e Tabela 14). Isso indica que
segmentos nodais de mangabeira conservados em meio com ABA apresentam o mesmo
desempenho daqueles conservados na auséncia deste regulador durante a etapa de
recuperagdo do crescimento.

O aumento da concentra¢do de sacarose causou um comportamento quadratico da
curva de regressdo para taxa de sobrevivéncia, apresentando um maximo de 29,83%, na
dose de 18,60 g L™ (Figura 7), mostrando uma reducio relevante desde a avaliagdo aos 90
dias de conservagdo in vitro.

Apesar de ndo haver diferengas significativas nas outras caracteristicas, na dose de
30 g L™ de sacarose e auséncia de ABA, os segmentos nodais de mangabeira apresentaram

melhor desenvolvimento da parte aérea (Tabela 14).

TABELA 14. Médias da taxa de sobrevivéncia (TS), numero de folhas verdes (NFV),
numero de nés (NN), comprimento da parte aérea (CPA) e massa fresca (MF) de
segmentos nodais de mangabeira conservados em meio suplementado com 2 g L™ de
carvdo ativado e diferentes doses de sacarose e ABA, aos 60 dias de recuperagdo do
crescimento. Uberlandia-MG, 2017.

Sacarose ABA 0

@l (mg L) TS (%) NFV NN CPA (cm) MF (g)
0 0 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,000a
0,5 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,000a

10 20,00a 0,80a 0,33a 0,47a 0,020a
0,5 33,33a 2,80a 1,20a 1,50a 0,093a

20 0 20,00a 1,60a 0,93a 0,93a 0,050a
0,5 33,33a 2,33a 1,47a 1,53a 0,087a

30 0 20,00a 4,00a 2,07a 2,33a 0,157a
0,5 20,00a 1,73a 0,93a 0,80a 0,050a

4 0,828 0,890 0,915 0,927 0,840
Frev 3,086 5,101 3,720 3,232 3,445
CV (%) 62,98 119,29 115,29 111,35 114,54

Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade; W e Fi.: Estatisticas dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, valores em
negrito indicam residuos com distribui¢do normal e varidncias homogéneas,
respectivamente, a 1% de probabilidade.
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FIGURA 7. Taxa de sobrevivéncia de segmentos nodais de mangabeira conservados in
vitro em fun¢do da concentracdo de sacarose, aos 60 dias de recuperac¢do do crescimento.
Uberlandia-MG, 2017.

4.2.3 Meios de cultivo e temperaturas na recuperac¢iao do crescimento de segmentos

nodais de mangabeira conservados in vitro

A interagdo meio de cultura x temperatura ndo mostrou efeito significativo para
nenhuma das caracteristicas avaliadas, ao contrario da agdo isolada dos meios de cultura
que influenciou todas as variaveis. Além disso, verificou-se um efeito significativo da
temperatura para o comprimento da parte aérea (Anexo H), entretanto esta caracteristica
ndo diferiu entre as temperaturas testadas (Tabela 15).

Os segmentos nodais de mangabeira conservados em meio WPM apresentaram
melhores respostas a retomada de crescimento do que aqueles conservados em meio MS.
Mas, apesar dos meios WPM com 100 e 50% da concentragdo de sais proporcionarem
resultados estatisticamente iguais, o primeiro foi superior, pois todas as caracteristicas,
com exce¢do da taxa de sobrevivéncia, diferiram daquelas de segmentos nodais
desenvolvidos em meio MS, independente da concentragdo de sais, ao contrario do

segundo (Tabela 15).
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TABELA 15. Médias da taxa de sobrevivéncia (TS), numero de folhas verdes (NFV),
numero de nés (NN), comprimento da parte aérea (CPA) e massa fresca (MF) de
segmentos nodais de mangabeira conservados com diferentes temperaturas e meios de
cultura, aos 60 dias de recuperac¢io do crescimento. Uberlandia-MG, 2017.

Meio de cultura TS (%) NFV NN CPA (cm) MF (g)
MS 100% 9,50b 0,28b 0,11b 0,04b 0,007b
MS 50% 17,50b 0,43b 0,18b 0,16b 0,009b
WPM 100% 49,50a 3,41a 1,23a 1,04a 0,038a
WPM 50% 52,50a 2,37ab 0,59ab 0,45ab 0,026ab
Temperatura

25 29,75a 1,38a 0,60a 0,58a 0,21a

20 34,75a 1,86a 0,45a 0,26a 0,19a

Y 0,918 0,945 0,949 0,872 0,879

Flrev. 3,842 2,303 6,177 2,591 1,349
CV(%) 54,92 36,54 98,85 115,31 73,77

Transformagao - /x + 0,5 - - -

Meédias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; W e Fy.,.: Estatisticas dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, valores em
negrito indicam residuos com distribui¢do normal e varidncias homogéneas,
respectivamente, a 1% de probabilidade.

O meio WPM foi originalmente desenvolvido para plantas lenhosas (LLOYD;
McCOWN, 1980), assim como a mangabeira, o que justifica ter sido mais apropriado para
o crescimento dos explantes. De modo semelhante, plantas de louro-pardo (Cordia
trichotoma) apresentaram melhor desenvolvimento in vifro quando cultivadas em meio

WPM (FICK et al., 2007).
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5 CONCLUSOES

A adi¢do de 2 g L' de carvio ativado ao meio de cultura melhora a sobrevivéncia e
desenvolvimento dos segmentos nodais de mangabeira.

O manitol e o sorbitol, na auséncia de carvao ativado e nas condi¢des testadas, ndo
sdo eficientes na redugdo do metabolismo dos explantes.

O sorbitol, na presenca de carvdo ativado, ndo foi eficiente na conserva¢ido dos
explantes, assim como o manitol que, apesar de reduzir o metabolismo dos explantes,
proporciona baixas taxas de sobrevivéncia, ndo sendo possivel realizar posteriormente a
recuperagdo do crescimento.

O uso de 0,5 mg L' de ABA, na auséncia de carvdo ativado, proporciona menor
desenvolvimento dos explantes. Entretanto, na presenca do carvdo, ndo apresenta efeitos
positivos na redugdo do crescimento.

Baixas concentragdes de sacarose no meio de cultura, independente do uso do
carvao ativado, proporciona redugdo do metabolismo dos explantes, porém baixas taxas de
sobrevivéncia. A auséncia de sacarose € carvdo no meio de cultura resulta na morte dos
explantes.

Explantes conservados em meio WPM com 50% da concentragdo de sais e
temperatura de 20°C apresentam baixo metabolismo e respondem bem a etapa de

recuperagdo do crescimento.
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ANEXO A. Resumo da analise de variancia da taxa de sobrevivéncia (TS) e numero de
folhas verdes (NFV) de segmentos nodais de mangabeira submetidos a doses de manitol e
sorbitol, na auséncia de carvdo ativado, aos 45 e 90 dias de conservagdo in vitro.
Uberlandia-MG, 2017.

TS (%) NFV
FV GL Tempo (dias) Tempo (dias)
45 90 45 90
Agente Osmotico 1 528 7,39 9,14 3,68™
Dose (Ag. Osmotico) 4 0,57" 0,29" 0,71™ 0,95™
Fat. x Testemunha 1 1,47" 1,82" 1,14 1,10™
CV (%) 46,88 138,70 2634 28723
Média Geral 53,33 9,52 0,99 0,27
TS (%) NFV
Tempo 1 50,63 27,03
Trat. x Tempo 6 0,40" 1,37"
CV1, CV; (%) 71,83; 57,48 32,64; 20,29
M¢édia geral 31,42 0,63

“Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, ™ n3o significativo pelo teste F.

ANEXO B. Resumo da analise de variancia da taxa de sobrevivéncia (TS) e nimero de
folhas verdes (NFV) de segmentos nodais de mangabeira submetidos a doses de manitol e
sorbitol, na presenca de carvdo ativado, aos 45 e 90 dias de conservagdo in vifro.

Uberlandia-MG, 2017.

TS (%) NFV
FV GL Tempo (dias) Tempo (dias)
45 90 45 90
Agente Osmotico 1 11,93 6,42 4927 447"
Dose (Ag. Osmotico) 4 1,38" 1,17% 1,97™ 2,60™
Fat. x Testemunha 1 2,73™ 0,92" 19,77 16,42°
CV (%) 33,07 69,34 14,48 24,67
Média Geral 61,90 29,52 1,64 0,84
TS (%) NFV
Tempo 1 77,07 47,09
Trat. x Tempo 6 1,15" 6,88
CV1; CV1 (%) 57,68; 26,15 2431; 11,76
Média geral 45,71 1,24

“Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, ™ n3o significativo pelo teste F.
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ANEXO C. Resumo da analise de variancia da taxa de sobrevivéncia e namero de folhas
verdes de segmentos nodais de mangabeira submetidos a doses de manitol e sorbitol, na
presenca e auséncia de carvdo ativado, aos 45 e 90 dias de conservagdo in vifro.
Uberlandia-MG, 2017.

FV GL  Taxa de Sobrevivéncia (%) Numero de Folhas Verdes
Carvio 1 9,28 18,01
Trat. x Carvio 13 1,19" 3,127
CV (%) 55,72 22.77
Média geral 38,57 1,12

“Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, ™ ndo significativo pelo teste F.

ANEXO D. Resumo da analise de variancia da taxa de sobrevivéncia (TS) e numero de
folhas verdes (NFV) de segmentos nodais de mangabeira submetidos a doses de sacarose e
ABA, na auséncia e presenga de carvao ativado, aos 45 e 90 dias de conservagdo in vifro.
Uberlandia-MG, 2017.

TS (%) NEV
FV GL Carvio (g L) Carvio (g L)
0 2 0 2
Sacarose 3 26,23 11,33 18,88 560
ABA 1 0,00™ 0,65™ 4,17 0,88™
Sacarose x ABA 3 0,52™ 0,24" 1,06™ 1,34"™
Tempo 1 85,33" 35,64 20,17 0,00"
Sacarose x Tempo 3 19,33 0,36" 4,17 0,70"
ABA x Tempo 1 0,33™ 1,64" 9,80" 0,09™
Saca. x ABA x Tempo 3 1,44" 0,06™ 1,40™ 324"
CVy; CV, (%) 60,24; 30,77 52,76,25,00 91,86; 53,03 98,06; 29,31
Média geral 32,50 54,17 0,80 1,95
TS (%) NEV
Carvio 1 30,38 15,60
Trat x Carvao 15 2,62 1,07
CV (%) 44 44 103,72
M¢édia geral 4333 1,37

“Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, ™ ndo significativo pelo teste F.
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ANEXO E. Resumo da analise de variancia da taxa de sobrevivéncia (TS) e nimero de
folhas verdes (NFV) de segmentos nodais de mangabeira conservados in vifro a
temperatura de 25 e 20°C e diferentes meios de cultura, na auséncia e presenga de carvao
ativado, aos 45 e 90 dias. Uberlandia-MG, 2017.

TS (%) NEV
FV GL Temperatura (°C) Temperatura (°C)
25 20 25 20
Meio de cultura 3 2,09" 1,49" 3,82 2,74"™
Tempo 1 20,10" 36,32 0,25" 0,25"
Meio x Tempo 3 1,17™ 1,03™ 417 3,77
CV1;, CV; (%) 34,80; 25,60 27,55;15,33  69,59;25,55 74,17; 34,06
Média geral 62,00 77,00 1,73 1,94
TS (%) NEV
Carvio 1 13,77 0,87™
Trat x Carvio 7 0,71"™ 2,09™
CV (%) 26,01 55,52
M¢édia geral 69,50 1,84

“Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, ™ n3o significativo pelo teste F.

ANEXO F. Resumo da analise de variancia da taxa de sobrevivéncia (TS), nimero de
folhas verdes (NFV), nimero de nés (NN), comprimento da parte aérea (CPA) e massa
fresca (MF) de segmentos nodais de mangabeira conservados com diferentes doses de
manitol e sorbitol, aos 60 dias de recuperag@o do crescimento. Uberlandia-MG, 2017,

FV GL TS (%) NFV NN CPA (cm)  MF (g)

Agente Osmético 1 0,78"™ 2,14" 455" 2,36 1,54"™
Dose (Ag. Osmotico) 4 0,19™ 0,32" 1,53" 1,97"% 0,77%
Fat. x Testemunha 1 21,78 54227 18,65 25,05 8,66
CV (%) 160,36 99,90 112,63 17,78 137,00
Média Geral 6,67 0,42 0,33 0,28 0,023

“Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, ™ n3o significativo pelo teste F.

ANEXO G. Resumo da analise de variancia da taxa de sobrevivéncia (TS) e numero de
folhas verdes (NFV), nimero de nos (NN), comprimento da parte aérea (CPA) e massa
fresca (MF) de segmentos nodais de mangabeira conservados com diferentes doses de
sacarose € ABA, aos 60 dias de recuperagdo do crescimento. Uberlandia-MG, 2017.

FV GL TS (%) NFV NN CPA (cm)  MF (g)
Sacarose 3 7,17 221" 2,55" 2,46™ 2,58"%
ABA 1 2,00™ 0,02" 0,03"™ 0,01™ 0,01™
Saca. x ABA 3 0,67™ 123" 1,15™ 1,70 2,12
CV (%) 62,98 119.29 115,29 111.25 114.54
Média Geral 18,33 1,66 0,87 0,94 0,057

“Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, ™ n3o significativo pelo teste F.
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ANEXO H. Resumo da analise de variancia da taxa de sobrevivéncia (TS) e numero de
folhas verdes (NFV), nimero de nos (NN), comprimento da parte aérea (CPA) e massa
fresca (MF) de segmentos nodais de mangabeira conservados com diferentes temperaturas
e meios de cultura, aos 60 dias de recuperagdo do crescimento. Uberlandia-MG, 2017.

FV GL TS (%) NFV NN CPA (cm) MF (g)

Meio de cultura 3 15,32 12,12 9,72 8,40 9,60
Temperatura 1 0,80" 0,81" 0,88" 443" 0,04"
Meio x Temp. 3 2,10" 0,70" 0,41" 1,32" 2,42"
CV (%) 54,92 36,54 98,85 115,31 73,77
Média Geral 32,25 1,62 0,53 0,42 0,020

Transformac@o - [x +0,5 - - -

“Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, ™ ndo significativo pelo teste F.
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