ESTABELECIMENTO DO CULTIVO IN VITRO DA ACEROLEIRA
(Malpighia emarginata DC.)

RESUMO - O trabaho teve como objetivo o estabele-
cimento do cultivo “in vitro” da aceroleira (Malpighia
emarginata DC.), através da utilizacdo de segmentos
nodais provenientes de clones selecionados em progra-
ma de melhoramento genético da Empresa Pernambu-
cana de Pesquisa Agropecu&ia-|PA. Foram testados os
gendtipos IPA-2, IPA-3 e IPA-4a e trés formulagbes de
meios de cultura (MS, DKW e WPM), em delinea-
mento fatorial inteiramente casualizado. Pela andlise
dos resultados, observaram-se diferencas significativas
guanto a0 numero de brotagdes, (classificadas como
tipo grande, tipo médio e tipo pequeno), em fungdo dos
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meios nutritivos. Neste caso, quando empregou-se o
meio WPM, foi obtida uma média geral de 2,3 brota-
¢Oes do tipo grande por explante. Em relagcdo ao fator
gendtipo, verificou-se uma melhor resposta da selecéo
IPA-3, principalmente com o meio WPM, obtendo-se
2,44 brotactes por explante, e DKW, com 2,65. Os ex-
plantes cultivados em meio MS produziram maior
quantidade de brotagBes peguenas, obtendo-se 1,66
brotacbes por explante no caso da selegdo IPA-2. A
concentragdo salina dos meios testados, principal mente
arelacdo NO; / NH,", teve grande influéncia no desen-
volvimento das brotacoes.

TERMOS PARA INDEXACAO: Cultura de tecidos, sais minerais, micropropagagio.

ESTABLISHMENT OF IN VITRO CULTURE OF BARBADOS CHERRY
(Malpighia emarginata DC.)

ABSTRACT - The objective of the present work was
the establishment of “in vitro” culture of noda
segments of barbados cherry clones (Malpighia
emarginata DC.), obtained through the plant breeding
program of the Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecud&ialPA. Three genotypes, IPA-2, IPA-3,
IPA-4a, and three culture media, MS, DKW and WPM,
were combined and tested in a completely randomised
design. The results showed significant differences on
shoot number (classified as big type, middle type and
small type), in function of the culture media. In this

case, when WPM culture medium was used, 2.3 big
type shoots per explant were produced. Regarding the
genotype, the best response was obtained with the 1PA-
3 clone which produced 2.44 and 2.65 shoots/explant
using WPM or DKW culture media, respectively. All
explants cultured on MS medium produced mainly
small shoots, with 1.66 shoot per nodal segment, in the
case of the IPA-2 clone. According to our observations,
the salt content of the culture medium, especially
the ratio of NOs;/NH," strongly influenced shoot
development.

INDEX TERMS: Tissue culture, mineral salts, micropropagation.

INTRODUCAO

A aceroleira (Malpighia emarginata DC.) € uma
planta arbustiva da familia Malpighiaceae. Seus frutos
sd0 semelhantes aos da cergja européia, sendo bastante
difundida gracas ao elevado teor de é&cido ascorbico
(vitamina C). Em cada 100g de polpa, detecta-se de
2000 a 5000 mg da referida vitamina, valores esses cer-

ca de cem vezes maiores que os da laranja (Citrus si-
nensis Osbeck) e do lim&o (Citrus spp), 0s quais con-
tém cerca de 49 mg por cada 100 g de suco (Soave e
Coelho, 1992).

O interesse comercial da acerola, desencadesdo
pelo aumento do consumo interno, abriu espaco para a ex-
pansdo do seu cultivo, 0 que vem despertando grande inte-
resse por parte dos ingtitutos de pesquisa e universidades.
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Uma caracteristica observada na cultura da acerola é a
grande variabilidade genética constatada nos pomares,
ocorrendo freglientemente plantas com habitos de cres-
cimento diversificados, produzindo frutos qualitativa e
guantitativamente heterogéneos. Desta forma, o fruti-
cultor encontra dificuldades no plangiamento das suas
atividades, podendo enfrentar problemas, principal-
mente na hora da comercializacdo (Gonzaga Neto, Nu-
nes e Amaral, 1993).

Considerando-se esses aspectos, recomenda-se a
utilizacdo de técnicas de multiplicagéo vegetativa (esta-
quia, enxertia e micropropagacdo), visando a conserva-
¢a0 das caracteristicas de uma planta-matriz seleciona-
da, dém de proporcionar maior precocidade na produ-
¢do. A propagacdo sexuada, apesar de ser bastante em-
pregada, apresenta alguns inconvenientes como: segre-
gacdo de caracteres (responsavel pela dta variabilidade
genética entre plantas), longo tempo para producdo e
baixa taxa de germinagéo das sementes (Nilo Gonzalez,
Pipolo e Malaguido, 1994).

Por outro lado, a micropropagacéo de plantas,
como técnica de propagacdo assexuada, apresenta di-
versas vantagens, como maior controle sobre a sanidade
do material propagado, possibilitando, ainda, a rapida
multiplicagdo de variedades que apresentam poucos in-
dividuos (Villdobos e Thorpe, 1991). Outro fator im-
portante para o0 sucesso do sistema de micropropagacéo
€ a conjugacdo de fatores nutritivos, ambientais e en-
ddgenos. No caso especifico dos fatores ambientais,
procura-se estudar os componentes do meio de cultura,
como sais minerais, vitaminas, reguladores de cresci-
mento, entre outros. Neste caso, diversas formulagdes
de meios bésicos tém sido utilizadas no estabel ecimento
do cultivo “in vitro”. Embora ndo exista uma formula-
¢80 padréo, o meio MS (Murashige e Skoog, 1962) des-
envolvido para cultura de células de Nicotiana, suas
modificacbes e diluigbes, tem apresentado resultados
satisfatorios para diversas espécies. Entretanto, com es-
pécies lenhosas, 0 meio MS ndo se mostrou satisfatdrio
em alguns casos, observando-se que composicies mais
diluidas em macronutrientes tiveram melhor desempe-
nho. Formulacbes especialmente desenvolvidas para
espécies lenhosas como, por exemplo, o meio WPM
(Lloyd e McCown, 1980), tém sido descritas e utiliza-
das frequientemente como alternativa ao meio MS.

Desta forma, visando a estabelecer o cultivo “in
vitro” da aceroleira, o trabalho teve como objetivo ava-
liar o comportamento de trés gendtipos, sob trés for-
mulagtes de meios de cultura.

MATERIAL E METODOS

Experimentos em delineamento inteiramente ca-
sualizado foram conduzidos durante o 1° semestre de

1996, testando-se, em fatorial completo, trés gendtipos
de aceroleira em trés meios nutritivos, totalizando 9
tratamentos com 25 repeticBes. A retirada dos explantes
foi feita a partir de plantas matrizes (provenientes de
estaquia), com seis meses de idade e mantidas em
casa-de-vegetacdo. Os vasos com as plantas recebe-
ram aplicagdes periddicas duas vezes por semana,
sobre as folhas e no substrato (areia, vermiculita,
matéria organica, na propor¢cao 1:1:1) de solucéo
contendo 0,01% do inseticida e acaricida sistémico
Nuvacron [fosfato de cis (2-metil-carbamoil-1-metil-
vinil) dimetila], 0,5% do fungicida e bactericida
sistémico Kasumin (cloridrato de kasugamicina) e
0,01% do espalhante adesivo Extravon (alquil-fenol-
poliglicoleter).

Os trés gendtipos utilizados - IPA-2, IPA-3 e
IPA-4a - foram provenientes do Campo Experimental
da Empresa Pernambucana de Pesguisa Agropecudria
(IPA), em Ibimirim-PE, onde vem sendo realizado um
trabalho de caracterizacdo de linhagens de aceroleira.

Os trés meios nutritivos testados foram: MS
(Murashige & Skoog, 1962), DKW/Juglans (McGra-
nahan, Driver e Tulecke, 1987) e WPM (Lloyd e
McCown, 1980), cujas formulagbes sdo mostradas na
Tabela 1. Cada formulaco foi suplementada ainda com
2,0 mg/L de glicina, 100,0 mg/L de mio-inositol, 30,0
g/l de sacarose, sendo os meios de cultura gelificados
com 7,0 g/l de &gar. O pH dos meios foi gjustado para
5,9 antes da inclusdo do &gar. Posteriormente, os meios
foram distribuidos em aiquotas de 15 ml por tubo de
ensaio e autoclavados a 121 °C, sob pressio de 1
kg/cm?, durante 20 minutos.

SecBes caulinares herbaceas contendo um né
(segmento nodal) foram utilizadas como explantes pri-
marios, os quais foram desinfestados inicialmente com
uma lavagem répida em agua destilada contendo uma
gota de detergente comercial, seguida de um enxégiie
em &gua destilada. A seguir, foi realizada imersdo dos
explantes em dcool etilico, a 70% (v/v), durante um
minuto, sendo, posteriormente, mergulhados em hipo-
clorito de sddio comercial (&gua sanitéria), a 40% (v/v),
durante 20 minutos e, finalmente, realizadas trés lava-
gens em gua autoclavada.

Em camara de fluxo laminar, segmentos nodais
(1,0 a2,0 cm de comprimento) tiveram as extremidades
distal e proximal cortadas em corte reto e em bisel, res-
pectivamente. Em seguida, foram inoculados em tubos
de ensaio (25 X 150 mm), os quais foram fechados com
papel-aluminio e vedados lateralmente com filme
transparente de PV C.

A incubagéo deu-se em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas de luz, luminosidade de 2,5
Klux e temperatura de 25 + 2 °C. Os experimentos fo-
ram avaliados 30 dias apds a inocul agdo.
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TABELA 1 - Composicéo dos meios MS (Murashige e Skoog, 1962), DKW (McGranahan, Driver e Tulecke,

1987) e WPM (Lloyd e McCown, 1980).

Componentes MS DKW WPM
mg/L (mM) mg/L (mM) mg/L (mM)
NHsNO; 1650 (20,6) 1416 (17,68) 400 (4,9)
KNO; 1900(18,8) - -
HsBOs 6,2 (0,1) 4,8 (0,078) 6,2 (0,1)
KH,PO, 170 (1,25) 265 (1,95) 170 (1,25)
K,S0, - 1559 (8,96) 990 (5,69)
Ca(NO3),.4H,0 - 1967 (8,33) 556 (2,35)
Kl 0,83 (0,005) - -
NaMo0O, 2H,0 0,25 (0,01) 0,39 (0,0156) 0,25 (0,01)
CoCl, 6H,0 0,025 (0,0001) - -
CaCl,. 2H,0 440 (2,99) 149 (1,01) 96 (0,65)
MgSO; . 7H,0 370 (1,5) 740,11 (3,0) 370 (1,5)
MnSO,.H,0 - 33,50 (0,19) 22,3(0,13)
MnSO, . 4H,0 22,3(0,13) - -
ZnS0, .7H,0 8,6 (0,029) - 8,6 (0,029)
CuS0;, . 5H,0 0,025 (0,0001) 0,25 (0,001) 0,25 (0,001)
NiSO,.6H,0 - 0,005 (0,00002) -
Zn(NO3),.6H,0 - 17 (0,057 -
NaEDTA.2H,0 37,3(0,1) 454 (0,12) 37,3(0,1)
FeSO, . 7TH,0 27,8(0,1) 33,8(0,12) 27,8(0,1)
Tiamina. HC 0,1 (0,0003) 2,0 (0,006) 1,0 (0,003)
Acido nicotinico 0,5 (0,004) 1,0 (0,008) 0,5 (0,004)
Piridoxina . HCI 0,5 (0,0024) - 0,5 (0,0024)
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Os parametros observados foram: a percentagem
de contaminacdo, a formagéo e localizacdo de calos, o
nimero total e o comprimento de brotacbes por ex-
plante. Quanto ao tamanho, as brotagdes foram classifi-
cadas em: peguenas (brotagBes iniciais, com gema axi-
lar intumescida, mas sem folha visivel), médias (entre
0,1 e 0,4 cm, com folhas ndo desenvolvidas) e grandes
(apartir de 0,5 cm e com folhas).

Foi realizada a andlise de variancia para cada
caracteristica avaliada, aplicando-se o teste de Tukey a
5% de probabilidade para comparagdo das médias.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Nas Tabelas 2 e 3, observam-se os dados obtidos
na avaliagdo feita 30 dias apbs a inoculagdo, relacio-
nando-se 0 nimero de brotacBes com 0s respectivos
meios de cultura. Observa-se que a média geral do nu-
mero de brotacfes ndo foi significativamente diferente
entre os meios. Entretanto, quando se analisa o nimero
de brotagbes por tamanho, verifica-se que ocorreram
diferencas significativas. A maior parte das brotactes
obtidas nos explantes inoculados foi do tipo grande,
com percentuais variando entre 49,8% e 70,8%. Este
ultimo percentual foi obtido quando se utilizou 0 meio
WPM, com 2,30 brotacbes por explante, sendo este
meio também significativamente melhor nas brotages
do tipo média. O maior nimero de brotagdes do tipo
pequena foi observado no meio MS. Neste caso, foi ob-
tido um percentual de 40,9%, com apenas 1,32 brotacdo
por explante.

Do ponto de vista do fator genétipo, o IPA-3
foi 0 que teve melhor desempenho, seguido do IPA-4a e
IPA-2. O meio WPM foi dgnificativamente melhor entre
0s gendtipos, levando-se em consideragdo o maior percen-
tual do nimero de brotagBes consideradas do tipo grande.

Na quase totalidade dos explantes remanescen-
tes, houve ainiciagcdo de calos de consisténcia friavel e
coloragdo branca ou incolor, localizados na parte imer-
sa no meio e/ou, principalmente, sobre o nd, embora
ndo tenham se desenvolvido. Em relagdo a contamina-
¢do, iniciamente foi registrado um percentual entre
90% e 95%, sendo observado o desenvolvimento pre-
dominante de bactérias e, em menor escala, de fungos.
Com o intensivo tratamento fitossanitério realizado nas
plantas matrizes, esta contaminagdo ficou abaixo de
5%, permitindo, assim, a avaliacdo ap0ds seis repeticdes
do experimento.

Por outro lado, comparando-se na Tabela 1, as
composigdes salinas utilizadas, nota-se que as concen-
tracbes de NO; e NH," sdo bastante varidveis. Neste
caso, 0 meio MS é o mais concentrado em termos de
macronutrientes, tendo uma concentracdo de 60 mM
destes dois componentes, em relagdo a 52 mM observa-

da no meio DKW, e 14,68 mM no meio WPM. Vale sa-
lientar que, apesar do meio MS ser quatro vezes mais
concentrado que o WPM, a relagdo NOs/ NH,', é de
1,94 nestes dois meios, sendo 1,91 no DKW.

Caldas, Haridasan e Ferreira (1990) discutem a
utilizacdo da forma inorgénica do nitrogénio sobre o
crescimento e desenvolvimento de culturas de tecidos,
destacando o nitrato como a melhor forma para algu-
mas culturas, como cenoura, fumo, damo, roseira, en-
tre varias outras espécies. Por outro lado, a utilizagdo de
nitrogénio somente na forma amoniacal causa sintomas
de toxidez as células e tecidos vegetais, devendo-se uti-
lizar, no cultivo “in vitro”, uma combinagdo das duas
formas de nitrogénio (Sargent e King, 1974).

Lunsden, Pryce e Leifert (1990) também de-
monstram diferentes necessidades de nutrientes na ab-
sor¢do “in vitro” em culturas de Hemerocallis e Del-
phinium, relacionando ainda o nimero de explantes por
recipiente de cultura e a percentagem de nutriente ab-
sorvida, destacando a influéncia do espaco de tempo em
cultura. Mercier e Kerbauy (1991), por sua vez, verifi-
caram o efeito da fonte de nitrogénio sobre o desenvol-
vimento de Epidendrum fulgens Brongn. Neste caso, a
forma e a concentragdo do nitrogénio tiveram uma in-
fluéncia significativa na sintese de citocininas endége-
nas, resultando em diferentes padres de crescimento
vegetativo da espécie estudada. No caso da aceroleira,
uma outra diferenca entre os meios utilizados € a con-
centracdo de SO, nos meios WPM e DKW ser cercade
guatro a sete vezes menor do que no meio MS. Vale sa-
lientar que, apesar de ser absorvido ativamente, o enxofre
na forma de sulfato € um dos principais componentes do
meio de cultura, influenciando no metabolismo das céulas
vegetais (Mengd e Kirkby, 1987). Outro fator observado
fol 0 amardecimento das folhas, principamente no meio
MS, provavemente devido a um acimulo de etileno nos
recipientes de cultura, demonstrando indiretamente o es-
tresse causado por este meio.

Finalizando, os resultados obtidos aé o mo-
mento s80 um passo inicial no estabelecimento do cul-
tivo “in vitro” da aceroleira, sendo necessérios novos
estudos com a utilizac&o de reguladores de crescimento,
visando uma maior eficiéncia na multiplicagéo e desen-
volvimento da tecnologia de propagacdo desta espécie.

CONCLUSOES

a) Os meios WPM e DKW favorecem um maior
ndmero de brotagbes, com tamanho a partir de 0,5 cm e
com folhas, no cultivo “in vitro” dos gendtipos |PA-2,
IPA-3 e IPA-4ade aceroleirg;

b) O gendtipo IPA-3 possui maior potencia de
multiplicagcdo “in vitro” do que os gendtipos IPA-2 e
IPA-4a.
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TABELA 2 - Valores médios para nimero e percentagem de brotaces por tamanho, obtidas no cultivo “ in vitro”
de segmentos nodais de aceroleira (Mal pighia emarginata DC.), utilizando-se os meios WPM, DKW e MS

Meios Brotactes Grandes Brotacdes M édias Brotacdes Pequenas Total (100%)

WPM 2,30 a (70,8%) 0,45 a (13,8%) 0,50 ¢ (15,4%) 325a

DKW 2,12 a (65,2%) 0,42 b (12,9%) 0,71 b (21,9%) 325a
MS 1,61 b (49,8%) 0,30 ¢ (9,3%) 1,32 a (40,9%) 323a

M édias seguidas da mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de pro-
babilidade.

TABELA 3 - Valores médios para nimero de brotacfes, por tamanho e por gendtipo, obtidas no cultivo “in vitro”
de segmentos nodais de aceroleira (Malpighia emarginata DC.), utilizando-se os meios WPM, DKW e MS

Brotacdes Grandes Brotacdes M édias Brotacdes Pequenas

Meios
IPA-2 IPA-3 IPA-4a [PA-2 IPA-3 |PA-4a [|PA-2 [|PA-3 [IPA-4a

WPM 2,17a 244 a 229a 106a 000b 032b 000c 08b 068c
DKW  2,02a 2,65a 1,70b 040b 000b 088a 080b 064c 0,71Db
MS 1,23 Db 1,80 b 181ab 040b 0,23a 027c 166a 118a 114a

Media 1,80B 2,29A 194B 062A 007C 049B 080C O089A 084B

M édias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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