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RESUMO

CABRAL, Juliana Silva Rodrigues, M.Sc., Institut@deral Goiano — Campus Rio
Verde — GO, fevereiro de 201Dtimizacdo de parametros fisicos-quimicos e
microbiolégicos no estabelecimentoin vitro de explantes de mangabeira
(Hancornia speciosaGomes) e na sua promog¢ao do cresciment@rientador: Dr.
Edson Luiz Souchie. Co-orientadores: Dr. Fabianon@tées Silva e Dra. Flavia
Dionisio Pereira.

A mangabeiraflancornia specios&omes) se destaca como uma das mais promissoras
espécies arboreas frutiferas para os programaspleracdo sustentavel no cerrado.
Poucos séo os estudos com as plantas frutiferazmado, por isso € necessario o
conhecimento de técnicas que viabilizem a dispbadale de mudas sadias visto que
algumas das espécies podem ser usadas para forohegimmares em programas de
reflorestamento ou para a recuperacdo de areasddelgs, requerendo um elevado
namero de mudas. O melhor entendimento da capacidad eficiéncia de
microrganismos solubilizadores de fosfato na miidigaoin vitro de algumas espécies
arboreas nativas do cerrado, em nivel de labocatpdde maximizar a producdo de
mudas. Objetivou-se com esse trabalho desenvoimeprotocolo para propagacéo
vitro de mangabeira avaliando fatores correlacionad@seseimenton vitro inoculada
com bactérias e fungos solubilizadores de fosfafwoelutores de fitorménios, para
maximizar a producdo de mudas para reflorestamentormacéo de pomares. Os
ensaios foram conduzidos no Laboratério de Cultdea Tecidos Vegetais e
Microbiologia Agricola do IF Goiano - Camp&so Verde, GO. Os resultados obtidos
demostram que o volume de 20mL de meio de culbvo fais adequado por propiciar
menor quantidade de senescéncia. O meio de cWRM 50% promoveu um maior

crescimentoin vitro de plantulas de mangaba. O ajuste de pH de 5,(qmiopou



XXii

maior crescimentan vitro de plantulas de mangaba, enquanto o tampé&o ddaalgo
maior comprimento médio das plantulas e porcentadgmaizes adventicias. Sementes
de mangabeira quando inoculadas em meio liquido V8B¥, na auséncia ou com 15¢g
L™ de sacarose proporcionou os maiores indices @emagem de germinacéo e vigor.
J& o meio liquido sem agitacdo propicia maior émescto dos explantes de mangaba,
constatado por meio do comprimento médio e nimémionde gemas. Para o cultivo
de plantulas de mangaba a utilizacdo de 4,65uMdfiiNmeio favoreceu o crescimento
in vitro das plantulas. Meio de cultivo com sacarose e sewdc ativado suplementado
com 36,9uM de AIB acarretou em maior crescimenteneaizamentan vitro de
plantulas de mangabeira. Para isolamento de mamgnos solubilizadores de fosfato
em solo de mangabeira a utilizacdo de meio de reutontendo FeP{foi o mais
indicado. Dentre os 15 isolados obtidos apenas dateonstraram capacidade para
solubilizar as trés fontes de fosfato utilizadasd® os maiores indices de solubilizacédo
de fosfato de aluminio, célcio e de ferro exibigesos isolados, MF5, MA3 e MA6
respectivamente. Maiores taxas de solubilizacdonesio liquido para fosfato de
aluminio e de ferro foram verificados para isoladldS1 e MC2, respectivamente.
Enquanto para o fosfato de calcio, os isolados M@@2, MA5 e MF4 obtiveram as
maiores meédias. Dentre as fontes de fosfato testmdis os isolados mostraram os
maiores valores de solubilizacdo de fosfato quawndoneio de cultura estava
suplementado com FeRCQA maior producédo de AIA foi obtida pelo isoladd=B| e
para o cultivoin vitro de plantulas de mangabeira quando inoculadas casolado
MF6 em frascos, proporcionou maior crescimentopdastulas.

Palavras — chaveespécie arborea, micropropagacéo, solubilizac&oddato, fitormdnio.



ABSTRACT

CABRAL, Juliana Silva Rodrigues, M.Sc., Goiano Fadldnstitute - Campus Rio
Verde - GO, February 201@ptimization of physical, chemical and microbiologcal
parameters in the in vitro establishment of Mangabeira (Hancornia speciosa)
explants and its growth promotion. Advisor: Dr. Edson Luiz Souchie. Co-advisors:
Dr. Fabiano Guimarées Silva and Dr. Flavia DionBaeira.

The mangabeiraHancornia specios&omes) stands out as one of the most promising
fruit tree species for sustainable programs indbeado. There are few studies with
cerrado fruit trees, so it becomes necessary the/lenige of techniques that enable the
availability of healthy seedlings as some specashe used for creating fruits orchards
in reforestation programs, or to recover degrade@sa requiring a large number of
seedlings. A better understanding of the capacitg @fficiency of phosphate
solubilizing microorganisms in the in vitro multightion of some cerrado native
species, at laboratory, can maximize the seedlprggduction. The objective of this
work was to develop a protocol fan vitro propagation of mangabeira evaluating
factors related tan vitro growth inoculated with phosphate solubilizing dramone-
producing bacteria and fungi, to maximize the dagdl production for reforestation
and orchards creation. The tests were carried btihea Laboratory of Plant Tissue
Culture and Agricultural Microbiology of IF GoianoCampus Rio Verde, GO. The
results demonstrate that the volume of 20 ml otucel medium was suitable for
providing less senescence. The WPM-50% culture mnediaused a highen vitro
growth of mangaba seedlings. The pH adjustment.@fpbovided a highem vitro
growth of mangaba seedlings, while cotton plug kel highest seedlings average
length and adventitious roots percentage. Mangalssieds when inoculated in liquid
medium WPM-50%, without or with 15 g L-1 of sucragave the highest percentage

rates of germination and vigor. The liquid mediunthaut agitation causes the highest
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growth of mangaba explants evidenced by the aveeggh and average number of
buds. For cultivation of mangaba seedling the Us€.&b M KIN favored than vitro
growth of seedlings. Medium supplemented with sser@and without activated charcoal
supplemented with 36.9 uM of IBA resulted in higlervitro growth and rooting of
mangaba seedlings. For isolation of phosphate #iainly microorganisms in mangaba
soil the use of culture medium containing FePO4 thhasnost indicated. Among the 15
obtained isolates only seven demonstrated abititysdlubilize the three phosphate
sources used, being the highest rates of solutidizao aluminum phosphate, calcium
and iron exhibited by isolated of MF5, MA3 and MA®@spectively. Higher rates of
solubilization in a liquid medium to aluminum phbospe and iron were observed for
isolated MC1 and MC2, respectively. While to thé&eitam phosphate the isolates MC1,
MC2, MA5 and MF4 obtained the highest average. Agntre evaluated phosphate
sources all isolates showed the highest valueshokghate solubilization when the
culture medium was supplemented with FePO4. ThiedsiglAA yield was obtained by
MF6 strain, and for then vitro cultivation of mangaba seedlings when inoculat&t w

the MF6 strain in vials provided higher seedlingwgth.

Key words: tree species, micropropagation, phosphate solaboiz, phytohormone



INTRODUCAO

O cerrado € considerado a savana de maior biodiaees vegetal do mundo,
com uma area de 204 milhdes de hectares, distabyidncipalmente nos estados de
Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso db Bacantins, Bahia, Piaui,
Maranhdo e Distrito Federal, correspondendo a apedamente 22% do territorio
brasileiro. A regido sudoeste Goiana é a que possualmente, a menor area de
preservacao do Estado (SILVA et al., 2001; MACHABI., 2004).

As frutiferas do cerrado tém alto valor nutritiveendo utilizadas para o
consumoin naturaou para a producéo de doces, geleias, sucosredjcalém de suas
folnas e cascas serem utilizadas na medicina popalaque beneficia pequenos
agricultores e comunidades rurais. Por causa dmatesmento, areas de preservacao
estdo cada vez mais raras e o comércio de frugie dema é feito exclusivamente a
partir da coleta de plantas nativas.

Estas frutiferas podem ser usadas na formacdo dwrpe domeésticos e
comerciais, além de serem utilizadas com sucessecuperacao de areas desmatadas
ou degradadas, no plantio intercalado com reflasgsto enriquecimento da flora, no
plantio em parques e jardins, no plantio em aremkeatadas, para controle de eroséo e
no plantio de areas de protecdo ambiental. Entéevases frutiferas nativas do cerrado,
a mangabeiraHancornia specios&omes) se destaca como uma das mais promissoras
para os programas de exploracdo sustentavel (CALEIAE, 2009).

Visto que sdo poucos os estudos com as plantéfefast do cerrado, torna-se
necessario o conhecimento de técnicas que vianiliaedisponibilidade de mudas
sadias, visto que algumas das espécies podem adgisusm diferentes programas, o

qgue requer um elevado nimero de mudas.



A técnica de micropropagacdo possibilita a muttgggo em massa de mudas
com caracteristicas geneticamente superiores, raref livres de patdgenos, em
espaco fisico reduzido e em curto periodo de tenipretanto, tais mudas sao
altamente sensiveis as variacbes externas e depesdda fertiidade do substrato,
exigindo extremo cuidado em seu manejo, principatsaa fase de aclimatizacéo. N&o
obstante, a cultura de tecidos também elimina @songanismos associados ao tecido
vegetal, que podem melhorar o desempenho da pkotiagondicfes de estresse, além
de aumentar seu rendimento (SOARES et al., 200 QKESI et al., 2010; COSTA
et al., 2010; MORAES et al., 2010).

Os microrganismos solubilizadores de fosfatos (MSHorganicos
desempenham importante papel no suprimento derfogf®) as plantas. A acéo
solubilizadora tem sido associada principalmentpr@ducdo de acidos organicos
(BARROSO & NAHAS, 2008; ALVES & SILVA FILHO, 2009)A inoculagcao de
MSF, aliados ou ndo a outros microrganismos ber&fito solo, pode incrementar o
desenvolvimento vegetal (NARLOCH et al., 2002).

Um melhor entendimento da capacidade e eficiéneiI8F na multiplicacédo
in vitro de algumas espécies arbdreas nativas do cerradoivehde laboratoério, pode
maximizar a producdo de mudas a serem utilizadapregramas de reflorestamento e
formacao de pomares.

Desta forma, com este trabalho, objetivou-se elgedyeum protocolo para
propogacaoin vitro de mangabeira inoculadas com microrganismos pare®tde

crescimento vegetal.

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1.Mangabeira

A mangabeira Hancornia speciosagGomes) € uma espécie arborea, de porte
meédio, com 2 a 10 m de altura, podendo chegar atén 1(Figura 1A), frutifera,
lactescente, de clima tropical, nativa do Brasédrtgnce a Ordem Gentianalesa
familia Apocynaceae. Seu nome em tupi-gurani sSamif‘coisa boa de comer".
Desenvolve-se em solos com baixa fertilidade, &elbem drenados (BARROS et al.,
2006; VIEIRA et al., 2006; BASTOS et al., 2007; SRS et al., 2007b; ANJOS et al.,
2009; BARROS et al., 2010).



Figura 1. Planta matriz de mangabeitdancornia specios&omes) (A); Planta matriz
com frutos (B e C); Detalhe de suas flores (D,H;&iferentes formas dos
frutos (G e H); Diferentes tamanhos dos frutos Qjferentes fases de

maturacdo (J e K); Sementes de mangabeira (L)sFGabral, 2012. Rio
Verde — GO, 2012.

Sua distribuicdo ocorre nas regides de cerradedtiazoeste, sudeste, norte e
nordeste do Brasil, com maior abundancia nas @eaabuleiros e baixadas litoraneas
do nordeste, onde se encontra quase a totalidageodacdo nacional. Os estados da

Paraiba, Bahia e Sergipe figuram entre os maiomedufres do pais, os frutos sdo



obtidos principalmente de forma extrativista (BARR®t al.,, 2006; SOARES et al.,
2007b; SANTOS et al., 2010; MARINHO et al., 2081 et al., 2011).

A incorporacdo da mangaba em sistemas de hortiautem sido proposta
como um meio para contribuir para a sua conservagéonbém, reduzir a pobreza em
areas em que a mangaba € nativa e cresce saiisfatote (CALDAS et al., 2009). E
comum em terrenos arenosos e de baixa fertilidpoe esta espécie produza frutos até
duas vezes por ano. Os frutos amadurecem de oudubovembro e as sementes séao
consideradas recalcitrantes, sendo sensiveis a gerdgua e incapazes de manter alta
viabilidade quando armazenadas hidratadas (ALME#DAI., 1998).

1.1.1. Caracteristicas

As folhas sdo simples, alternas e opostas, de fertamanho variado, pilosas
ou glabras. As flores sdo hermafroditas e brarégsia 1D, 1E e 1F). Produz de 100-
400 frutos, com peso variando de 5 a 50g no nardestie 30 a 260g no cerrado
(SILVA et al., 2001; VIEIRA et al., 2006).

Os frutos séo do tipo baga, de tamanho, formatres variados, normalmente
elipsoidais ou arredondados, amarelados ou esvtsieecom pigmentacdo vermelha ou
sem pigmentacdo (Figura 1G, 1H, 1l, 1J e 1K). Chdeo tem 8 a 35 sementes
compridas de forma discoide irregular, achatadas) bilo central, com a testa de
coloracao castanho-clara (Figura 1L), fina e o spdoma branco triangular (SILVA et
al., 2001; BARROS et al., 2006; SOARES et al., 20@FANTOS et al., 2010).

A polpa é de coloragao branca, mole, fibrosa, agede aromatica, sendo 80%
aproveitada na forma de sucos, sorvetes, licomgs] vinho e vinagre ou consumida
in natura (COSTA et al., 2005; BARROS et al., 2006; SAMPASONOGUEIRA,
2006; SANTOS et al., 2009).

1.1.2. Valor nutricional

Seu fruto tem boa digestibilidade e valor nutritihnsua polpa é rica em
vitamina C, N, Fe, P, Ca, lipideos e com teor daegina (1,3 a 3%) superior ao da
maioria das frutiferas (PINHEIRO et al., 2001; CAAP et al., 2009; SANTOS et al.,
2009; BARROS et al., 2010).



1.1.3. Formas de exploracéo

A mangaba produz um fruto bastante apreciado pslass excelentes
caracteristicas fisicas, aroma e sabor, assoc@eéteaado valor nutricional. Ela pode
ser consumidan natura ou utilizada no preparo de geleias, sorvete, licge,
refresco, vinho e vinagre. Por ser uma plantaifati, a presenca do latex nos frutos é
uma vantagem para a preparacdo de sorvetes esg@¥RRINHO et al., 2004;
SAMPAIO & NOGUEIRA, 2006; ANJOS et al.,, 2009; CAL®Aet al., 2009;
SANTOS et al., 2009).

Na medicina tradicional o latex obtido do troncondangabeira é usado para
protecdo contra doencas gastricas e tuberculode, dé ser usado para estimular a
funcdo hepatica e tratar luxacdes, acne, verrutigsetes, hipertenséo e certos tipos de
inflamacgdes. Suas folhas e raizes também sdoadiiz com adstringente, ténico
estomacal e no tratamento de reumatismo (MACHAD@L.e2004; FERREIRA et al.,
2007; ENDRINGER et al., 2009; MARINHO et al., 2011)

Sua madeira € utilizada na carpintaria, para cgéfecde caixas e para
producédo de carvao. A planta é laticifera e sueabba tem potencial de uso industrial,
as caracteristicas fisico-mecanicas conferem a sreacha boas caracteristicas
tecnoldgicas, podendo ser usada em aplicacdes ciamserNa regido do cerrado a
borracha € utilizada para impermeabilizar tecida®mrfeccionar bolas. Além disso, a
mangabeira pode ser usada para o reflorestamenéveds degradadas ou de baixa
capacidade de uso (MACHADO et al., 2004; VIEIRAabt 2006; SOARES et al.,
2007a; ANJOS et al., 2009; BARROS et al., 2010).

1.1.4. Formas de propagacao

A mangabeira tem grande potencial para exploracéndenica, porém a falta
de informacdes sobre essa cultura vem restringsedocultivo comercial, tornando o
seu aproveitamento limitado a pequenos produtosesxploracao extrativista (COSTA
et al., 2005; SOARES et al., 2007a; SOARES e@Db9; SANTOS et al., 2010).

Sua propagacao pode ser via assexuada, mediarde deuparte vegetal e
sexuada, atraveés da semente. Porém, estas téntotgaidade, sendo necessario sua
semeadura logo apoés a extracdo do fruto, alémuwmesocarpo ter uma acéo inibitoria

sobre a germinacao. Suas sementes séo considezadbstrantes, e a reducdo do seu



teor de agua pode ocasionar danos, prejudicandeiab#gidade e vigor e, com isso,
reduzir seu poder germinativo. Suas mudas apreseatascimento lento, o que é
comum em arvores do cerrado. Esta caracteristobazre interesse em propagar a
mangaba e outras arvores frutiferas (PINHEIRO gt24101; COSTA et al., 2005;
SOARES et al., 2007b; SOARES et al., 2009; CALD&S., 2009; BARROS et al.,
2010; SANTOS et al., 2010).

1.2. Producéo de mudas via cultura de tecidos

A necessidade de um grande nimero de mudas dgualidade e baixo valor
de producéo, para instalacdo de pomares, requesoode métodos intensivos de
propagacdo. A micropropagacao € a alternativa m#igada para obtencdo de um
grande numero de plantas uniformes, independentépdea do ano. Esta tem sido
importante na propagacao de diferentes espéciesagpim como a mangaba, tém baixa
taxa de germinacdo. Embora o processo envolvaedifes etapas apds definido um
protocolo, seja qual for a espécie, podendo senz#do para obtencédo de plantas com
alta qualidade e baixo valor de producdo (LEDOIet2807; SOARES et al., 2007a;
REIS et al., 2008).

A micropropagacdo compreende o cultivo assépte@artes da planta em
condicdes controladas de nutricdo, luminosidadep&riodo e temperatura. Tal técnica
vem se tornando comum no mercado, visando supigndanda de uma fruticultura
cada vez mais tecnificada e com alta capacidadeuligplicacdo em grande escala de
mudas livres de patdgenos. Dentre as vantagens;sgeressaltar a propagacao rapida
mediante a inducdo de multiplos brotos, resultaedo material propagativo com
potencial de producdo continua. No entanto, 0 soces aplicacdo desta técnica
depende de uma série de fatores que precisamr#enlados adequadamente durante o
processo (COSTA et al., 2007; CHAGAS et al., 2008).

1.2.1. Meios de cultivo

Varios protocolos de micropropagacdo séo testads iversas espécies, no
entanto, o sucesso depende de alguns fatores, semdizles o meio de cultivo a ser
utilizado (REIS et al., 2008). O meio de cultiverfece os nutrientes necessarios para o

crescimentain vitro. E composto de componentes essenciais e opcigoais/isam



atender as exigéncias das plantas, que séo variéwei a espécie, cultivar ou explante
utilizados, devendo ser experimentalmente defipai@ cada caso, em particular. Por
isso, todos os nutrientes do meio de cultivo deestar em concentracdes otimizadas,
de forma a assegurar o crescimento dos explan&S3BN et al., 2006; FICK et al.,
2007).

A composicdo bésica dos meios constitui de dguarama micronutrientes,
carboidratos, vitaminas, mioinositol, podendo aiwdater regulador de crescimento,
misturas complexas como agua de coco e extratagaiege outros aditivos, como 0s
antioxidantes, antibidticos e aminoacidos. Se oonwiser preparado for sélido,
acrescenta-se agar (NUNES et al., 2008; STANCATG@I.et2008; PASQUAL et al.,
2009).

As solucdes de sais e agUcares que compdem o0s deeasdtivo NAo exercem
efeito apenas nutritivo, mas também influenciames@mento celular e a morfogénese
por meio de propriedades osméticas (BRAUN et a1 02.

Uma grande variedade de meios de cultivo tem sitlizada para a
regeneracao de espécies de diferentes génerose[@éad, a formulacdo de Murashige
& Skoog (1962) (MS) é a mais utilizada, principaiteeem trabalhos de multiplicacao
de diversas espécies. Entretanto, tal meio natisfasério em alguns casos, quando as
composi¢cdes mais diluidas em macronutrientes télnomdesempenho. Na sequéncia,
tem-se 0 meio de Gamborgsf§GAMBORG et al., 1968) e o Woody Plant Medium
(WPM), elaborado por Lloyd e Mccow (1980), que éomt25% das concentracdes de
ions nitrato e ambnia do meio MS, além de maissgaide um alto nivel de ions
sulfato, sendo amplamente utilizado para a micmgyacdo de espécies lenhosas
(VILLA et al., 2006; BASSAN et al., 2006; SOARESat, 2009; JESUS et al., 2010;
WERNER et al., 2010).

Outro fator a ser estudado é a influéncia do voldmeneio de cultivo, sendo
regra geral, que, quanto menor o explante, mempraatidade de meio a ser utilizado.
Porém, em culturas estabelecidas, a taxa de crestné diretamente proporcional a
quantidade de meio (REIS et al.,, 2004). J&4 o pHuentia na disponibilidade de
nutrientes, reguladores de crescimento e no nizedatidificacdo do agar no meio de
cultivo (HUDA et al., 2009). Se adequado promowaane melhor aproveitamento dos
nutrientes pelo explante. Para um crescimento aalegda maioria das espécies, a faixa

de 5,0 - 6,5 é a mais adequada, sendo que, seas dé pH forem inferiores a 4,5 e



superiores a 7,0, podera ocorrer paralisacdo dwiorento e desenvolvimento vitro
(PASQUAL et al., 2002; BHATIA & ASHWATH, 2005).

1.2.2. Tipos de vedacdes

O microambiente dentro dos frascos de cultivo massr homogéneo, mas €
um dos responsaveis pela variabilidade no comperitordas culturas, uma vez que 0s
fatores determinantes para a qualidade do micraarteosao os tipos de frascos, tampa
e gquantidade de meio (DONINI et al., 2011). O atilénduz a abscisao foliar e é um
dos maiores problemas para o cultimoritro, em que o acumulo de gases € promovido
por alguns tipos de fechamentos utilizados nogieties, que ndo permitem trocas
gasosas com 0 meio externo. O uso de diferentésmsis de vedacdo, como 0s
materiais mais porosos, tais como algodéao ou dilpermeéaveis a gases, favorecem as
trocas gasosas (DAMIANI & SCHUCH, 2009; NEPOMUCENtal., 2009).

1.2.3. Constituicdo do meio e condi¢cbes de cultivo

As caracteristicas fisicas do meio de cultivo tamlsesempenham papel
importante no sucesso do estabelecimamtatro (MURASHIGE, 1977), ha espécies
cujos explantes desenvolvem melhor em meio liquaddtas em meio sélido e um
terceiro grupo responde melhor em meio liquido saporte.

Apesar do agar ser muito utilizado pela sua ef@&ncomo agente
solidificante, o sistema de meio liquido torna maisressante pela maior agilidade no
seu preparo. Aléem disso, o maior contato dos eiggacom o meio de cultivo pode
aumentar a absorcdo de agua e nutrientes, proparciona maior assimilacdo dos
nutrientes e, com isso, um crescimento mais vigodws explantes, quando 0s meios
liguidos s@o usados com sistemas de aeracao. i@ooaith meio liquido com o sistema
de aeracdo tambéem possibilita a automacédo do p@aks micropopagacao, podendo
ser utilizada em escala comercial (FARIA et al., 00 SILVA et al., 2007;
MENGARDA et al., 2009).



1.2.4. Reguladores de crescimento

No meio de cultivo, geralmente sdo adicionados lagigues de crescimento
com o objetivo de suprir as possiveis deficiéndies teores enddégenos de horménios
nos explantes, estimulando respostas no crescimaldngamento e multiplicacéo,
dependendo do estado fisioldégico dos explantes,s§aeinfluenciados pela época do
ano e pelas condicbes gerais da planta matriz (QRRRGLIA & MACHADO,
1990). Diferentes tipos de auxinas, citocininasemglinas e acido abscissico séo
conhecidos por seus diversos efeitos no cresciment® metabolismo secundario
(SAKUTA & KOMAMINE, 1987; VILLA et al., 2006; STEFAIELLO et al., 2009).

Dependendo da espécie cultivada, ocorre uma respasipresenca de
reguladores de crescimento no meio de cultivo, padasse, tipo e concentracdes
utilizadas. A relagdo entre auxinas e citocininassencial para alcangar os melhores
resultados na micropropagacéo, porque a interag#® estes dois tipos de reguladores
controla muitos aspectos da diferenciacao celutaganogénese na cultura de tecidos e
orgaos (SOARES et al., 2007; PINHAL et al., 201Ak auxinas promovem O
alongamento celular e ativagdo de enzimas hidratifiporém, em altas concentragdes
podem prejudicar o crescimento da plantula. Ascoitoas atuam na divisdo celular e
podem induzir a embriogénese somatica (LACERDAI.e2808; VILLA et al., 2008;
REZENDE et al., 2009; WERNER et al., 2010).

1.2.5. Enraizamentan vitro

Na fase de enraizamento para inducdo de raizemtadas em espécies
lenhosas, € comum a adicdo de auxinas exdgenaginamcultivo, que sdo os Unicos
reguladores de crescimento que aumentam a fornmaeggwimordios radiculares, por
exemplo, o acido indolbutirico (AIB). O uso de rizglores de crescimento aumenta a
velocidade de formacédo de raizes e a uniformidadendaizamento, principalmente em
plantas em que este processo € mais dificil de@c(@ASCIMENTO et al., 2008;
KRATZ et al., 2011). Entretanto, quando a conce@divade auxina no meio de cultivo é
excessiva, ocorre formacéo de calos na base darggptomprometendo a rizogénese e
o crescimento da parte aérea (RADMANN et al., 2Q@2T ZKE et al., 2009).

O enraizamentoin vitro também é influenciado pelas modificacbes na

constituicdo do meio de cultivo, em que a maioésa espécies forma raizes com adi¢do
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de 20-30g [! de sacarose em virtude da baixa capacidade fotéssa das plantas
cultivadas in vitro, essas requerem a adicdo de carboidratos parar suyas
necessidades metabolicas. O aumento da concentrdgdsacarose estimula o
crescimento e a formacdo de raizes de algumas iespéc vitro na fase de
multiplicagdo. A redugdo dessa concentragcdo na d@senraizamento beneficia a
qualidade do sistema radicular, além de aumernti@xaade sobrevivéncia das plantulas
transplantadas (CALVETE et al., 2002; SKREBSKY lgt2004).

A adicéo de carvao ativado em concentracdes da 8% no meio de cultivo
pode ser benéfica, por simular a condicdo de ais@® luminosidade, em que as
raizes normalmente se desenvolvem. A reducdo ddémma de luz, na zona de
crescimento ativo do sistema radicular, além deorads substancias toxicas,
principalmente fendis e/ou quinonas, pode afetadesenvolvimento do explante
(LEDO et al., 2007).

1.2.Microrganismos promotores do crescimento de plantals

A maior parte do fosforo (P) dos solos brasileiosncontrada sob formas
pouco solaveis, tornando indisponivel para a maidas plantas (SILVA FILHO et al.,
2002). Predominantemente, esses solos se encongramavancado grau de
intemperismo, sendo requeridas pesadas adubagfiatattas para obter produtividade
satisfatéria das culturas. Além disso, cerca de d6% aplicado ao solo é perdido ou
fica retido em suas particulas, o que contribuiapseu acumulo em formas néo
disponiveis nos solos cultivados (SOUCHIE et 8002 MOREIRA & SIQUEIRA,
2006; MOURA, 2008).

O fosforo (P) dos fertilizantes solUveis reage dapiente com o solo, sendo
convertido em formas que as plantas ndo absorveanmbiioria dos solos &cidos,
predominantes no cerrado brasileiro, a maior pdaeP forma complexos com o0s
oxidos de Fe e Al e, em solos alcalinos e neuaspntra-se ligado ao Ca (MOREIRA
& SIQUEIRA, 2006).

Alguns microrganismos edaficos sdo capazes, pow ndei mecanismos
diversos, de extrair ou solubilizar fésforo (P)fdedes insoluveis no solo e de fosfatos
inorganicos naturais pouco soluveis, favorecendatacédo vegetal. Os microganismos
solubilizadores de fosfato (MSF) representam pdaggm significativa do total de

microrganismos rizosféricos de varias espécies taege desempenhando papel
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importante no suprimento de P as plantas (MOREIRBIQUEIRA, 2006; STEINER
et al., 2009).

Apesar da predominancia de bactérias solubilizaddesosfato (BSF) no solo,
geralmente os fungos solubilizadores de fosfatoF(F®ssuem maior potencial de
solubilizagdo. A maioria é capaz de solubilizarfdtss de calcio (CaHPf) mas
poucos sdo capazes de solubilizar fosfatos de mlon(AIPO,) e ferro (FePgQ). A
atuacdo no ciclo do P e sua influéncia na nutngigetal devem ser mais explorados,
porque influenciam, desde as transformacdes de Bolwoou na rizosfera, até sua
absorcao e translocagdo na planta. O uso de féodfadas pouco soluveis, aliada a
inoculacdo de MSF pode se tornar uma pratica égtcat para amenizar custos com a
adubacdo fosfatada (SIQUEIRA et al., 1999; MOREKRSIQUEIRA, 2006).

Os MSF estdo presentes em todos os solos, remedenaté 15% da
populacdo microbiana. A incidéncia de solubilizadorde fosfatos de calcio é
geralmente maior na rizosfera de leguminosas. Wetweente, em decorréncia do
enriguecimento do solo com nitrogénio (N), favoret® portanto, o crescimento
desses microrganismos, ndo ha evidéncia de espdaife alguma desses com as
plantas (SIQUEIRA et al., 1999; MOREIRA & SIQUEIR2006).

A solubilizacdo depende da linhagem do microrgaajsio tipo de fosfato a
ser solubilizado, da acidez e da natureza dos mmiat@rganicos produzidos, além do
tipo de solo. A solubilizacédo é relacionada a rédugo pH e/ou a producéo de acidos
organicos (SYLVESTER-BRADLEY et al., 1982; SOUCH#E al., 2007; CEREZINI
et al., 2009; STEINER et al., 2009). O tipo de s@cespécie e a idade das plantas
afetam a populacao de solubilizadores (SYLVESTERBREY et al., 1982; NAHAS
et al., 1994; SOUCHIE et al., 2006).

No solo, os MSF contribuem para aumentar a corexgdrde P na solucao,
gue pode ser absorvido diretamente pelas raizesrhifas flngicas em simbiose com
as plantas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). A inoculacde MSF aliada ou nao, a
outros microrganismos benéficos do solo, pode mergar o desenvolvimento vegetal
(SILVA FILHO & VIDOR, 2001; NARLOCH et al., 2002).

As rizobactérias promotoras do crescimento de gsafRPCP) constituem um
grupo muito amplo de microrganismos, uma vez qoé, tal designacao, incluem
quaisquer bactérias da rizosfera que incrementaorescimento de uma ou mais
espécies vegetais. A liberacdo de exsudados @@lasy cria uma zona rizosférica rica

em energia, favorecendo os microrganismos preseatém de disponibilizar os
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nutrientes para imediata absorcdo pelas raizeso®©otecanismos de acdo das RPCP
sdo aventados pela maioria dos pesquisadores, eoproducéo de fitormonios, o
controle biologico de fitopatdégenos, a fixacao mbsdtica ou a interferéncia na fixacao
simbidtica de nitrogénio (N) e a solubilizacédo dsfatos (MELO & AZEVEDO, 1998;
FREITAS & VILDOSO, 2004; SILVEIRA & FREITAS, 200 ARAUJO, 2008).

Diversas bactérias séo reconhecidamente solubiliaadde fosfatos, como
espécies de Pseudomononas e Bacillus megaterium var. phosphaticum
(fosfobacterinas), sendo empregadas como inocslgate aumentar a disponibilidade
de P as plantas, por meio da mineralizacdo detéssfaganicos, via acdo das fosfatases
ou por meio da solubilizacdo de fosfatos inorgés)ieta liberagdo de acidos organicos.
Entre os fungos, destacam-se isolado#sigergillus niger Aspergillusflavus e varias
outras espécies desse género Palgcillium (MELO & AZEVEDO, 1998; SIQUEIRA
et al., 1999; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; KOLLN et.aP009).
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OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver um protocolo para propagagadtro de mangabeira.
Avaliar o crescimento de mangabdimavitro inoculada com bactérias e fungos
solubilizadores de fosfato e produtores de fitoriménpara maximizar a producéo de

mudas para reflorestamento e formacéo de pomares.
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CAPITULO |

CRESCIMENTO IN VITRO DE EXPLANTES DE MANGABEIRA
VARIANDO CONCENTRACOES DE SAIS E VOLUMES DE
MEIOS DE CULTIVO

RESUMO

Em trabalhos de micropropagacdo envolvendo umaiespégetal pouco estudada, um
fator a ser investigado € o meio de cultivo a $#izado, conciliando a concentracao
dos sais e o volume. langabeiralfancornia specios&omes) é uma espécie arborea
nativa do cerrado, que se destaca como plantdefiauté produtora de latex para a
industria de borracha, sendo que sua exploracada gimedomina o extrativismo.
Objetivou-se com esse trabalho avaliar o efeito ddierentes meios de cultivo,
concentracdes de sais e volumes no crescimantitro de segmentos nodais te
speciosaGomes. No ensaio |, testaram dois meios de culi® e WPM) e diferentes
concentracdes de sais (25, 50 e 100%). J4 no eistetaram dois meios de cultivo
(MS e WPM) em diferentes volumes (10, 15, 20, Z®enL). Em ambos os ensaios
utilizaram delineamento inteiramente ao acaso, eencqda repeticdo era contituida por
um tubo de ensaio. Aos 30 e 60 dias de cultivoiaaath: comprimento médio das
plantulas, nimero médio de folhas expandidas, gemssnescéncia. O numero de
raizes adventicias foi avaliado apenas no ensdionclui-se que o meio WPM, na
concentracdo de sais a 50% promove um maior crestarn vitro de plantulas de
mangaba. O volume de 20 mL foi o mais adequad@ogiciar menor absciséo foliar.

Palavras-chave:Hancornia specios&omes, cerrado, absciséo foliar.
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CHAPTER 1

IN VITRO GROWTH OF MANGABEIRA EXPLANTS RANGING
SALT CONCENTRATIONS AND VOLUMES OF MEDIA
CULTURE

ABSTRACT

In studies of micropropagation involving a poortudied plant species, a factor to be
investigated is the culture medium to be used, c¢omyp the volume and salts
concentration. Mangabeirédl@ncornia speciosais a cerrado native tree, which stands
out as a fruit plant and latex producer for rubipelustry and for its exploitation still
prevails the extraction. The objective of this studhs to evaluate the effect of different
culture media, salt concentrations and volumegaeirt vitro growth of nodal segments
of H. speciosaGomes. In the essay | were tested two differefitimedia (MS and
WPM) and different salt concentrations (25, 50 26@%). In the test I, were evaluated
two culture medium (WPM and MS) at different volwsr(@0, 15, 20, 25 and 30 ml). In
both assays it was used a completely randomizedyrdesvhich each repetition
consisted of a test tube. At 30 and 60 days afteculation rate were evaluated: the
average length of the seedlings, the average nuwibexpanded leaves, buds and
senescence. The number of adventitious roots walsated only in the assay I. It was
concluded that the WPM, in the salt concentratibBG® promotes a highan vitro
growth of mangaba seedlings. The volume of 20 m& thie most suitable for providing

lower leaf abscission.

Key words: Hancornia specios&omes, cerrado, leaf abscission
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1. INTRODUCAO

Entre as arvores frutiferas nativas do cerrado, amgabeira Hlancornia
speciosaGomes) se destaca como uma das mais promisso@aopgrrogramas de
exploracdo sustentavel. Seu fruto é apreciado gelas caracteristicas fisicas, aroma e
sabor, além de ser uma fonte rica em proteinag33%) (PINHEIRO et al., 2001;
CALDAS et al., 2009; SANTOS et al., 2009).

A mangabeira contém uma polpa branca, agridoceraaica, sendo 80% da
polpa aproveitada na forma de sucos, sorvetesieicaloces, vinho e vinagre ou
consumidan natura(COSTA et al., 2005; SANTOS et al., 2009). Osdsusédo do tipo
baga, de tamanho, formato e cores variados, noreminarredondados, amarelados ou
esverdeados, com pigmentacdo vermelha ou sem piggden Por ser uma planta
laticifera, a presenca do latex nos frutos é uméagem para a preparacao de sorvetes e
geleias (SILVA et al., 2001; SAMPAIO & NOGUEIRA, @6; SOARES et al., 2007a)

Na medicina tradicional, o latex obtido do tron@rdangabeira € usado para
proteger contra doencas gastricas e tuberculoée de ser usado para estimular a
funcdo hepatica, e tratar acne, verrugas, hipetters certos tipos de inflamacgdes
(SAMPAIO & NOGUEIRA, 2006; ENDRINGER et al., 200BtARINHO et al., 2011).
Seu latex tem potencial de uso industrial, as teniaticas fisico-mecanicas conferem
ao latex da mangabeira boas caracteristicas tegoa$) podendo ser usado em
aplicacdes comerciais (VIEIRA et al., 2006; SOAREEI., 2007a).

A falta de informagbes sobre essa cultura vem imggtido seu cultivo
comercial, tornando o0 seu aproveitamento limitadgoemjuenos produtores e a
exploracdo extrativista (COSTA et al., 2005). St@ppgacao € feita via sexuada, sendo
dificultada pelo elevado grau de recalcitrancisuas sementes, além do seu mesocarpo
ter uma acgéo inibitoria sobre a germinagdo. SuatamtEém um crescimento lento, o
que € comum em arvores do cerrado. Esta caraiteristduz o interesse em propagar
a mangaba e outras arvores frutiferas (SOARES.,e2@07b; CALDAS et al., 2009;
SOARES et al., 2009).

A necessidade de um grande nimero de mudas dgualidade e baixo valor
de producdo, para instalacdo de pomares requeroodesmétodos intensivos de
propagacao. A micropropagacao utilizando técnieasuttura de tecidos é a alternativa
mais utilizada com a finalidade de obter um grandenero de plantas uniformes,

independente da época do ano, sendo importanteopagacdo de diferentes espécies,
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que assim como a mangabeira tem baixa taxa de mpgéu (LEDO et al., 2007;
SOARES et al., 2007a).

Véarios protocolos de micropropagacdo tém sido eslosl para diversas
espécies, no entanto, o sucesso depende de aljaresf sendo, um deles, o meio de
cultivo a ser utlizado (REIS et al., 2008). O male cultivo visa atender as
necessidades da espécie trabalhada e fornece oentag necessarios para o
crescimentan vitro. Ele é composto de componentes essenciais e @igue visam
atender as exigéncias das plantas, que séo variéwei a espécie, cultivar ou explante
utilizados, devendo ser experimentalmente defimd@a cada caso em particular. Por
Isso, todos os nutrientes do meio de cultivo deestar em concentragdes otimizadas
de forma a assegurar o crescimento dos explan&S3BN et al., 2006; FICK et al.,
2007).

Uma grande variedade de meios de cultivo tem sitlizada para a
regeneracao de espécies de diferentes génerose @& a formulacdo de Murashige e
Skoog (1962) (MS) é a mais utilizada principalmese trabalhos de multiplicacdo de
diversas espécies. Entretanto este ndo é satiefat@iralguns casos e composi¢cdes mais
diluidas em macronutrientes tem melhor desempeBho.seguida vem o meio de
Gamborg (B) (GAMBORG et al., 1968) e o Woody Plant Medium (M)Pelaborado
por Lloyd e Mccow (1980), que contém 25% das comaedies de ions nitrato e amonia
do meio MS, além de mais potassio e um alto nigdbds sulfato, sendo amplamente
utilizado para a micropropagacdo de espécies lashpara a propagacdo destas
(BASSAN et al., 2006; VILLA et al., 2006; SOARESat, 2009; JESUS et al., 2010;
WERNER et al., 2010).

Outro fator a ser estudado € a influéncia do voldseneio de cultivo, sendo
regra geral, que quanto menor o explante, menaraatiglade de meio a ser utilizado,
porém em culturas estabelecidas, a taxa de cresttingéediretamente proporcional a
quantidade de meio (REIS et al., 2004).

Objetivou-se com esse trabalho avaliar o efeitaiterentes meios de cultivo,
concentracdes de sais e volumes no crescimanuitro de segmentos nodais ¢

speciosasomes.

2. MATERIAL E METODOS
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2.1. Estabelecimentan vitro de sementes de mangabeira

O material vegetal utilizado na propagagdaovitro foi retirado de frutos de
diferentes plantas de mangabeira coletados em giacdas, em setembro de 2010 na
Fazenda Gameleira, localizada no municipio de Mo@laros de Goias — GO (16° 06’
20" S — 51° 17 11”7 W) a 592 m de altitude. Ossaios foram conduzidos no
Laboratoério de Cultura de Tecidos Vegetais do IlaGm- Campufio Verde, GO.

A despolpa dos frutos foi realizada manualmente) eoxilio de peneira de
aluminio malha n°55. Posteriormente, as sementesnfétavadas sob agua corrente,
para retirar o excesso de mesocarpo aderido, sasiem recipiente com agua corrente
contendo trés gotas de Tween - 80 durante 30 nan&m seguida, foram imersas por
30 segundos em alcool 70% (v/v) e 20 minutos enncéol de cloro ativo (5%). O triplo
enxague foi feito em camara de fluxo laminar comeégestilada e autoclavada.

As sementes foram transferidas, uma a uma, paos té ensaio (25 x 150
mm) contendo 20mL de meio de cultivo. O meio detivulutilizado foi o MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) modificado para a metatdeconcentracéo original
dos sais (MS-50%), mais as vitaminas propostas\fiote (1943), 30 g I: de sacarose
e 3,5 g [! de &gar (Dinamic. O pH foi ajustado para 5,7+0,3 antes da autagem.
Apoés inoculacdo, as sementes foram mantidas sapdobdo de 16 horas com
temperatura de 25+3°C, umidade relativa de 45 a d@&tliacdo fotossintética ativa de
45-55 pmol m? s, permanecendo para fornecer explantes preestatmdén vitro,

para implantacdo dos ensaios.

2.2. Ensaio | — Crescimentan vitro de mangabeira em diferentes meios de cultivo e

concentracdes de sais

Segmentos nodais provenientes de plantufasvitro, com 2 cm de
comprimento e contendo duas gemas axilares, foxamaglos e transferidos para tubos
de ensaio (25 x 150 mm), contendo 20 mL de meikcuttero.

Os meios de cultivo utilizados foram MS e o WPM QYD & MCCOWN,
1980), que diferenciavam na concentracéo de s B0 e 25%), mais as vitaminas
propostas por White (1943). No preparo dos meiiigarido 30 g [* de sacarose e 3,5
g L™ de &gar (Dinamid. O pH foi ajustado para 5,7+0,3 antes da autagem. Os
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tubos inoculados foram mantidos sob fotoperiodd@Glboras com temperatura de 25+3
°C, umidade relativa de 45 a 46% e radiacéo fott&t&ia ativa de 45-58mol m? s™.

Apés avaliacdo dos 30 dias, os explantes foransfegdos para um novo
meio de cultura, idéntico ao realizado no 1° sub@yl e conduzidos nas mesmas
condicbes experimentais até a avaliagcdo aos 60 Aas 30 e 60 dias, avaliaram o
comprimento médio das plantulas (desconsiderandsa&z®s quando ocorreram),
namero de gemas, folhas expandidas, abscisao éotaizes adventicias.

O delineamento experimental foi inteiramente cazsadb, em arranjo fatorial
2x3 (meio de cultivo x concentracdo dos sais) @ ¢etamento continha 30 repeticdes,
constituida por um tubo de ensaio, totalizando W&@dades experimentais. Os dados
numeéricos foram avaliados estatisticamente, megliardgnalise de variancia, testandos
as médias pelo teste Tukey (5%), utilizando o s#WSISVAR (FERREIRA, 2003).

2.3. Ensaio Il — Crescimento in vitro de mangabeiraem diferentes volumes

de meio de cultivo

Utilizou-se como fonte de explantes segmentos spdaiovenientes de
plantulas preestabelecidasvitro com 2 cm de comprimento e contendo duas gemas
axilares, foram excisados e transferidos para taleosnsaio (25 x 150mm), contendo
0s meios de cultivo MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) ouWPM (LLOYD &
MCCOWN, 1980), que diferenciavam quanto ao voluraentio por tubo de ensaio
(10, 15, 20, 25 e 30 mL). No preparo dos meiofizatam 30 g [* de sacarose e 3,5 g
L™ de &gar (Dinamicd. O pH foi ajustado para 5,7+0,3 antes da autaglam. Apds a
inoculagdo os tubos de ensaio foram mantidos nasnase condigbes de crescimento
gue as descritas no ensaio I.

ApoOs avaliacéo aos 30 dias, os explantes foramsf@ados para um novo meio
de cultivo, idéntico ao realizado no 1° subcultigaonduzidos nas mesmas condigdes
experimentais até a avaliacdo aos 60 dias. Aos@&@Ddias, avaliaram o comprimento
meédio da parte aérea, nimero de gemas, folhas digpare absciséao.

O delineamento experimental foi inteiramente as@acam arranjo fatorial 2x5
(meio de cultivo x volume de meio por tubo de emsai cada tratamento continha 20
repeticdes, constituido por um tubo de ensaiolizatedo 200 unidades experimentais.

Os dados numeéricos foram avaliados estatisticamargdiante a analise de variancia
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com aplicacdo do teste F (5%) e as médias anadigaataregressdo, com auxilio do
software SISVAR (FERREIRA, 2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estabelecimentan vitro de sementes de mangabeira

O inicio da germinacédo foi observado entre 10 eliaS apos a transferéncia
com as primeiras emissdes da radicula. Com cer@0 das ocorreu a emissao dos
cotilédones foliares e aos 25 dias a emergéncipadtilo (Figura 1A, 1B e 1C). Esse
tinha coloracéo roxo-avermelhado, assim como osotiedonares e o primeiro par de
folhas, que é caracteristico da espécie, send@ gunesma observacédo foi descrita por
Lédo et al. (2007).

As plantulas originadas a partir das sementes &am formadas, vigorosas,
com coloracéo verde-escura bem acentuada, castictesida espécie, com formacéao de

raizes adventicias (Figura 1E e 1F).
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Figura 1. Inicio da emergéncia dos cotilédones em sementamdgabeirafancornia
speciosaGomes) (A); Cotilédones foliares (B); Plantula cawotilédones
foliares e presenca de raizes adventicias (C);aBgplcom 90 dias de cultivo
in vitro (D). Cotilédones foliares, proeminéncia no hipdoote raizes
adventicias (seta). Fotos: Cabral, 2012. Rio Ve@®, 2012. Barra= 10mm.

3.2. Ensaio | — Crescimentan vitro de mangabeira em diferentes meios de cultivo e

concentracdes de sais

Os diferentes tipos de meio de cultivo e conceatrade sais avaliados nao
exerceram influéncia para abscisdo, numero médidoltas expandidas, gemas e
comprimento médio de parte aérea aos 30 dias theccul vitro.

De acordo com a andlise de variancia aos 30 diasltieo, o0 meio de cultivo
WPM propiciou plantulas com maior numero médio dé&as adventicias (1,60),

independente da concentracdo de sais. Quando raslataforam cultivadas em meio
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MS na concentracdo de sais de 50%, o numero médiaides adventicias foi ainda
maior (1,70) (Figura 2).

2,0 - Aa
1,8 A Aa

1,6 - OoMS
1,4 - Aa u\WPM
1,2 A

1,0 -
0,8 -
0,6 1
0,4 1
0,2 1
0,0

Aa

Bb Bb

NuUmero médio de raizes adventicias

25 50 100
Concentragdes de sais (%)
Figura 2. Numero médio de raizes adventicias em plantdasahgabeiraH{ancornia

speciosaGomes) aos 30 dias, cultivadas em diferentes ndei@siltivo (MS

e WPM) e concentragfes de sais. Rio Verde - GOZ2.2dias seguidas pela
mesma letra, mailscula entre os tipos de meio dévaue mindscula entre as
concentracdes dos sais, nao diferem entre si esie Tukey (5%).

Aos 60 dias de cultivo maior nimero de raizes atiisies e folhas expandidas
ocorreram em plantulas cultivadas em meio WPM, osnvalores médios de 0,84 e
3,92, respectivamente. O maior nimero de raizé®)correu na concentracao de
25% de sais, porém, as concentracfes de sais mficen influéncia no namero
meédio de folhas expandidas (Figura 3A e 3B). Malmscisdo foliar foi constatada em
plantas cultivadas em meio MS com 100% das coragigs de sais aos 60 dias
(Figura 3C).
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Figura 3. Numero médio de folhas expandidas (A), de raidesr#icias (B) e abscisao
foliar (C), em plantulas de mangabeiHafcornia specios&omes) aos 60
dias cultivoin vitro, cultivadas em diferentes meios de cultivo (MS MY e

concentracdes de sais. Rio Verde - GO, 20&2ias seguidas pela mesma letra,
mailscula entre os tipos de meio de cultivo e nunlasentre as concentracdes dos sais, ndo
diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

Nas observacgdes visuais, constataram que os segnaodais em ambos 0s
meios de cultivo e concentracdes dos sais testatss,30 e 60 dias, regeneraram
plantulas normais. Foi observada visualmente baoxdéaminacao bacteriana (8,67%) e
nenhuma fungica. Aos 30 dias de cultivo, as plastuio meio MS exibiram uma
coloracdo verde-escuras, com inicio de formacdo rdizes adventicias nas
concentracdes de sais de 50 e 100% (Figura 4A, 4B)eAs plantulas cultivadas em

meio WPM tinham uma coloracdo verde-escura, conmdgQéo de raizes na
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concentragéo de sais de 50%, e com inicio de f@mags outras concentracdes de sais
(Figura 4D, 4E e 4F).

Figura 4. Plantulas de mangabeitdgncornia specios&omes), aos 30 dias de cultivo
in vitro, em diferentes concentracdes de sais nos meiaailteo MS e
WPM. MS-25% (A); MS-50% (B); MS-100% (C); WPM-25%), WPM-
50% (E); WPM-100% (F). Raizes adventicias (setajo$: Cabral, 2012. Rio
Verde - GO, 2012. Barra = 10mm.

As plantulas cultivadas em meio MS, aos 60 diammnede coloracdo verde-
escura. No meio de cultivo com concentracdo de dai25% as folhas obtidas eram
rudimentares embora estivessem expandidas, se malagacom 0s outros tratamentos,
com coloracdo verde-escura. Ocorreu inicio de foamale calos na base da plantula
(Figura 5A). Na concentracéo de sais de 50% foeaslo alguns pontos amarelos nas
folhas (Figura 5B). E na concentracao de sais @@oli@ve inicio de formacao de raizes
adventicias (Figura 5C).

No meio WPM, as plantulas obtidas eram de coloragfide-escura, porém a
coloracéo verde-escura, das folhas expandidasridzietracéo de sais de 50%, era mais
acentuada (Figura 5E). Houve formacéo de raizesndiias em todas as concentracdes
de sais (Figura 5D, 5E e 5F).
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Figura 5. Plantulas de mangabeitdgncornia specios&omes), aos 60 dias de cultivo
in vitro, em diferentes concentracdes de sais nos meiaultleo MS e
WPM. MS-25% (A); MS-50% (B); MS-100% (C); WPM-25%), WPM-
50% (E); WPM-100% (F). Inicio de formacdo de cajmmitos amarelos nas
folhas, raizes adventicias (seta). Fotos: Cab@dl22Rio Verde - GO, 2012.
Barra = 10mm.

Aos 60 dias, foram observadas folhas senescensegl@r@tulas, em ambos os
meios de cultivo, nas concentracdes de sais delZ®% (Figura 6). O comprimento
médio da parte aérea e numero médio de gemas planéx ndo foram influenciados
pelos meios de cultivo e concentragbes de sais

Figura 6. Plantulas de mangabeitdgncornia specios&omes), aos 60 dias de cultivo
in vitro, com presenca de folhas senescentes para os deemsdtivo MS e
WPM, em duas concentracdes de sais (25 e 100%R3UB(A); MS-100%
(B); WPM-25% (C); WPM-100% (D). Folhas senescentesta). Fotos:
Cabral, 2012. Rio Verde - GO, 2012. Barra = 10mm.
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Assim como verificado no presente trabalho, DisarzCorder (2009)
observaram uma maior multiplicacdo de gemas deiaanégra Acacia mearnsiide
Wild)] em meio de cultivo MS quando comparadas d@WVJa Unemoto et al. (2006),
trabalhando com rainha-do-abisnf®inningia leucotrichaHoehne) observaram que as
maiores médias de altura da parte aérea, compondaraior raiz, massa fresca total e
namero de brota¢gBes foram obtidas no meio de ouMi8-50%.

No cultivo in vitro, empregando o meio WPM proporcionou ao agoita-cavalo
(Luehea divaricataMart. & Zucc.), maior taxa de enraizamento (FLORE®I., 2011),

e para aceroleiraMalpighia emarginataDC.) maior numero de brotagbes (MELO et
al., 1999). Donini et al. (2008), trabalhando coiivexra (Olea europaeal.),
constataram maior nimero e comprimento de brotagdesnero de folhas, quando as
plantulas foram cultivadas em meio WPM. Para plastde cafeeiroQoffea arabicgo
meio WPM tem maior eficiéncia no crescimernito vitro das plantulas, quando
comparado aos meios MS, Knudson e White (REZENDEalgt 2008). Para o
estabelecimentm vitro de mirtilo (Vaccinium asheReade) o meio WPM acrescido de
zeatina proporcionou os melhores resultados, alénmeduzir a taxa de oxidacdo das
plantulas quando comparada com o meio de cultivo (8&VA et al., 2006).
Segmentos nodais de caju-de-arvore-do-cerrAdadardium othonianurRizzini) tém
boa regeneracdo em meio de cultivo WPM 100 e 500560 e 25% (ASSIS et al.,
2012).

Contrario aos resultados obtidos neste trabalhdo le al. (2007) trabalhando
com sementes de mangaima vitro, observaram que no meio de cultivo MS-50%
acrescido de 2,0'tde carvéo ativado ocorreu o maior crescimentoagaprincipal.
Villa et al. (2005), trabalhando com amoreira-prébano” Rubussp.) relataram
maior namero de folhas em meio de cultivo MS-150%itzke et al. (2010)
constataram que tanto para amoreira-preta quando fpamboeseira, 0 meio de cultivo
MS-100% proporcionou maior numero meédio de follhastacbes e gemas quando
comparado com o meio WPM.

Constatou-se desta forma, com os resultados obtjdeso meio de cultivo
WPM foi 0 mais adequado para o crescimenteitro de mangabeira, por proporcionar
maior numero de folhas expandidas e raizes adiestiddemais, por sua composicao
de sais ser relativamente reduzida o0 mesmo temmeest que o meio MS (FLORES
et al.,, 2011). Em relacdo as concentracfes de aaie 50% foi a mais adequada,

porque apesar da concentracdo de 25% ter maiottidade de formacdo de raizes
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adventicias, plantulas que cresceram nessa coacaattiveram uma grande quantidade
de folhas senescentes, sendo que 0 mesmo ocorcencentracdo de 100%.

3.3. Ensaio Il — Crescimentoin vitro de mangabeira em diferentes volmes

de meio de cultivo

Aos 30 dias, os meios de cultivo avaliados n&o oexam influéncia na
abscisao foliar. Por outro lado, a medida que amel de meio aumentou, houve um
aumento na absciséo vitro, porém, quando foi utilizado 20 mL, ndo ocorregacao
foliar (Figura 7).

——e Nz y=0,3200-0,0556x+0,0007x*R* = 0,30
—_— WEM ¥ =-0,3200+0,0450x -0,0010x° R==0,81

0.4 - <

0,3 -

Abscisio folar

YVolumes d e meio de cultivo (mL)

Figura 7. Abscisao foliar em plantulas de mangabeltancornia specios&omes),
aos 30 dias de cultivim vitro, submetidas a diferentes volumes e meios de
cultivo (MS e WPM). Rio Verde - GO, 2012.

Os meios de cultivo e diferentes volumes néo initisgam o niumero médio
de folhas expandidas, gemas e comprimento médjpada aérea aos 30 dias, porém
aos 60 dias, em meio WPM, foi constatado maior mameédio de folhas expandidas.
O volume de meio de cultivo ndo exerceu influénsabre o numero de folhas
expandidas (Figura 8A), porém, plantulas cultivaéas meio MS tiveram maior
abscisao foliar (0,57), onde o volume de 20 mL mwgwos menores valores médios
(0,075) (Figura 8B).
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Figura 8. Numero médio de folhas expandidas (A) e abscisiar {B) em plantulas de
mangabeira Hancornia speciosaGomes), aos 60 dias cultivim vitro,
submetidas a diferentes volumes e meios de culiid® e WPM). Rio Verde
- GO, 2012.

Os meios de cultivo avaliados ndo exerceram infli@@sobre o nimero meédio
de gemas e comprimento médio da parte aérea, atiafe cultivan vitro. Em todos
0s tratamentos, houve regeneragao dos segmentplsietulas normais, bem formadas,
sem alteracdes morfolégicas ou oxidadas e aus@adiarmacao de calos. Também foi
notada baixa contaminacao bacteriana (12,5%) eunesmffiingica.

Nas observacfes visuais, realizadas aos 30 digicamam que as plantulas
cultivadas no meio de cultivo MS eram bem formadas coloracdo verde-clara.
Dependendo do volume utilizado (20mL), algumas tplas eram mais frageis ao
serem excisadas, por causa do aspecto estioladw.hNéve formacdo de raizes
adventicias (Figura 9A). Ja as plantulas cultivagiass meio de cultivo WPM eram
vigorosas e rigidas ao serem excisadas, com célraerde-escura e ndo houve

formacao de raizes adventicias (Figura 9B).
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Figura 9. Plantulas de mangabeir&lgncornia speciosaGomes), submetidas a
diferentes volumes (mL) e tipos de meio de cul{iM® e WPM), apos 30
dias de cultivan vitro. Meio MS (A). Meio WPM (B). Plantula estiolada
(seta). Fotos: Cabral, 2012. Rio Verde - GO, 2@H2ra = 10mm.

Verificando que aos 60 dias, as plantulas cultigaaa meio MS mantiveram a
coloracdo verde-clara, também observada aos 30 Rl@stulas obtidas no volume de
20 mL, peloo aspecto estiolado, eram mais frageissertem excisadas. As folhas
obtidas no volume de 30 mL eram despigmentadasdwdaras), quando comparadas
com os outros volumes. Nao houve formacao de radesnticias (Figura 10A). No
meio de cultivo WPM, as plantulas eram vigorosafglas ao serem excisadas com
coloracao verde-escura, porém, as folhas do vollenE0 mL tinham coloragéo verde-

clara. N&do houve formacgéo de raizes adventicigsi(&il0B).

Figura 10. Plantulas de mangabeiradgncornia speciosaGomes), submetidas a
diferentes volumes (mL) e tipos de meio de cul{iM® e WPM), apos 60
dias de cultivan vitro. Meio MS (A). Meio WPM (B). Plantula estiolada
(seta). Fotos: Cabral, 2012. Rio Verde - GO, 2@H2ra = 10mm.
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Alguns autores descrevem resultados semelhantelesawito neste trabalho.
Assis et al. (2012), em seus estudos com cajurdeeado-cerrado Anacardium
othonianum Rizzini), observaram que o volume de 15 mL proporeu maior
crescimentain vitro. Ja4 para plantulam vitro de melissa Nlelissa officinalisL.), a
medida que se aumentou o volume de meio, ocorreaumento do namero de nés e
comprimento do maior broto (REIS et al., 2007). @mo resultado foi relatado para
ipeca Psychotria ipecacuanhaem que foram encontrados para maior numero de
brotacdes os volumes de 30 e 40 mL (REIS et @40

Portanto, plantulas de mangaba com maior niumeréldas expandidas e
menor abscisdo ocorreram quando cultivadas em deemultivo WPM, na quantidade
de 20 mL por tubo.

4. CONCLUSAO

Meio de cultivo WPM, na concentrac&@osais, a 50% e volume de 20 mL de
meio de cultivo por tubo de ensaio, propicia umanarescimentan vitro de plantulas

de mangabeira.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ASSIS, K. C. de; PEREIRA, F. D.; CABRAL, J. S. BILVA, F. G,; SILVA, J. W;
SANTOS, S. C. dodn vitro cultivation of Anacardium othonianurRizz.: effects of
salt concentration and culture medium volureta Scientiarum - Agronomy, v. 34,
n. 1, p. 77-83, 2012.

BASSAN, J. S.: REINIGER, L. R. S.;: ROCHA, B. H. GEVERO, C. R. P.; FLORES,
A. V. Oxidacao fendlica, tipo de explante e meiexdltura no estabelecimentovitro
de CanafistulaReltophorum dubiuniSPRENG.) TAUB.)Ciéncia Florestal v. 16, n.
4, p. 381-390, 2006.

CALDAS, L. S.; MACHADQO, L. de L.; CALDAS, S. C.; CMPOS, M. L.; CALDAS,
J. A.; PHARIS, R. P.; PEREIRA-NETTO, A. B. Growthtwe gibberellins overcome
the very slow shoot growth dflancornia speciosaan important fruit tree from the
Brazilian “Cerrado”. Trees v. 23, p. 1229-1235, 20009.

COSTA, C. M. C.; CAVALCANTE, U. M. T.; GOTO, B. TSANTOS, V. F. dos;
MAIA, L. C. Fungos micorrizicos arbusculares e a#im fosfatada em mudas de
mangabeiraPesquisa Agropecuaria Brasileirav. 40, n. 3, p. 225-232, 2005.



38

DISARZ, R.; CORDER, M. P. M. Multiplicacdo de gemeslares deAcacia mearnii
de Wild. sob diferentes meios de cultuRavista Arvore, v. 33, n. 4, p. 599-606, 2009.

DONINI, L. P.; SCHUCH, M. W.; RIBEIRO, M. de F.; XA, J. A. de; SOARES, G.
C. Estabelecimentim vitro de oliveira cv. “Arbequina” para inicio da micropegacao.
Ciéncia Rural, v. 38, n. 6, p. 1769-1772, 2008.

ENDRINGER, D. C.; PEZZUTO, J. M.; BRAGA, F. C. NBknhibitory activity of
cyclitols isolated fromHancornia speciosaPhytomedicing v. 16, n. 11, p. 1064-1069,
20009.

FERREIRA, D. FSISVAR - versao 4,3. DEX/UFLA - Lavras, MG, 2003.

FICK, T. A.; BISOGNIN, D. A.; QUADROS, K. M. de; HRBACH, M.; REINIGER,
L. R. S. Estabelecimento e crescimeimowitro de plantulas de Louro-pard@iéncia
Florestal, v. 17, n. 4, p. 343-349, 2007.

FLORES, A. V.; REINIGER, L. R. S.; CURTI, A. R.; ®IHA, A. C. M. C. M. da;
GOLLE, D. P.; BASSAN, J. S. Estabelecimento e rplitacdoin vitro de Luehea
divaricataMart. & Zucc.Ciéncia Florestal v. 21, n. 1, p. 175-182, 2011.

GAMBORG, O. L.; MILLER, R. A.; OJIMA, K. Nutrientequirements of suspension
cultures of soybean root celBExperimental Cell Researchv. 50, p. 151-158, 1968.

JESUS, A. M. S.; CARVALHO, S. P. de; VILLA, F.; PE&RJAL, M.; CARVALHO,
M. Desenvolvimenton vitro de brotagGes de cafeeiro em diferentes meios teraid
reguladores de crescimento de plaBi@entia Agraria, v. 11, n. 6, p. 431-436, 2010.

LEDO, A. da S.; SECA, G. S. V.; BARBOZA, S. B. S.; SILVA JUNIOR, J. F. da.
Crescimento inicial de mangabeitdajcornia specios&omes) em diferentes meios
de germinacam vitro. Ciéncia e Agrotecnologiav. 31, n. 4, p. 989-993, 2007.

LEITZKE, L. N.; DAMIANI, C. R.; SCHUCH, M. W. Infl&ncia do meio de cultura,
tipo e concentragcdo de citocininas na multiplicagdovitro de amoreira-preta e
framboeseiraCiéncia e Agrotecnologiav. 34, n. 2, p. 352-360, 2010.

LLOYD, G.; McCOWN, B. Commercially feasible micragagation of montain laurel,
Kalmia latifolia, by use of shoot tip cultureCombined Proceedings International
Plant Propagators Societyv. 30, p. 421-327, 1980.

MARINHO, D. G.; ALVIANO, D. S.; MATHEUS, M. E.; ALMANO, C. S;
FERNANDES, P. D. The latex obtained frddancornia speciosa&omes possesses
anti-inflammatory activityJournal of Ethnopharmacology, v. 135, n. 2, p. 530-537,
2011.

MELO, N. F. de; OKASAKI, W. Y.; LEITE, C. B.; FARIM. Estabeleciment vitro
da Aceroleira alpighia emarginataDC.). Ciéncia e Agrotecnolgia v. 23, n. 1, p.
102-107, 1999.



39

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for ragicowth and bioassays with
tabacco tissue culturhysiologia Plantarum v. 15, n. p. 473-497, 1962.

PINHEIRO, C. S. R.; MEDEIROS, D. N. de; MACEDO, E. C. de; ALLOUFA, M.
A. I. Germinacaan vitro de MangabeiraHancornia specios&omez) em diferentes
meios de cultureRevista Brasileira de Fruticultura, v. 23, n. 2, p. 413-416, 2001.

REIS, E. S.; PINTO, J. E. B. P.; CORREA, R. M.; BERLUCCI, S. K. V.;
LAMEIRA, O. A. Tamanhos e posi¢cdes de explanteslemes de meio de cultivo na
multiplicagcdo de IpecaP§ychotria ipecacuant{Brot.) Stokes.)in vitro. Ciéncia e
Agrotecnologia v. 28, n. 3, p. 703-709, 2004.

REIS, E. S.; PINTO, J. E. B. P.; ROSADO, L. D. SORREA, R. M. Tipos de
explantes e volumes de meio de cultura no culitiveitro de Melissa officinalisL.
Plant Cell Culture & Micropropagation , v. 3, n. 2, p. 83-88, 2007.

REIS, E. S.; PINTO, J. E. B. P.; ROSADO, L. D. SORREA, R. M. Influéncia do
meio de cultura na germinacao de semeinmtadtro e taxa de multiplicacdo ddelissa
officinalis L. Revista Ceresv. 55, n. 3, p. 160-167, 2008.

REZENDE, J. C. de; PASQUAL, M. CARVALHO, S. P. d#EREIRA, A. R.; VILLA,

F. Influéncia do meio de cultura e concentracdo &@r no crescimento e
desenvolvimento de plantulas de café oriundas dbariegénese somatica direta.
Scientia Agraria, v. 9, n. 1, p. 21-26, 2008.

SAMPAIO, T. S.; NOGUEIRA, P. C. Volatile componentf mangaba fruit
(Hancornia specios&omes) at three stages of maturfpod Chemistry, v. 95, n. 4,
p. 606-610, 2006.

SANTOS, A F. dos; SILVA, S. de M.; MENDONCA, R. M\.; ALVES, R. E.

Conservacao pos-colheita de mangaba em funcdo darat@o, atmosfera e
temperatura de armazenamer@@&Encia e Tecnologia de Alimentgsv. 29, n. 1, p. 85-
91, 2009.

SILVA, D. B., SILVA, J. A., JUNQUEIRA, N. T. V., ABDRADE, L. R. M.Frutas do
Cerrado. Brasilia: Embrapa Informacé&o Tecnoldgica, 2008 4.7

SILVA, L. C. da; SCHUCH, M. W.; SOUZA, J. A. de; BR A. C.; ANTUNES, L. E.
C. Meio nutritivo, reguladores de crescimento e fib estabelecimentm vitro de
mirtilo (Vaccinium asheReade) cv. DeliteRevista Brasileira de Agrociénciav. 12,
n. 4, p. 405-408, 2006.

SOARES, F. P.; PAIVA, R.; ALVARENGA, A. A. de; NO&IRA, R. C.; EMRICH,
E. C.; MARTINOTTO, C. Organogénese direta em exesnde caulinares de
Mangabeira flancornia specios&omez).Ciéncia e Agrotecnologiav. 31, n. 4, p.
1048-1053, 2007a.

SOARES, F. P.; PAIVA, R.; CAMPOS, A. C. A. L.; PORTJ. M. P.; NOGUEIRA, R.
C.; STEIN, V. C. Germinagao de sementes de Mangal}¢ancornia specios&omes)



40

em diferentes substratdRevista Brasileira de Biociénciasv. 5, supl. 2, p. 1180-1182,
2007b.

SOARES, F. P.; PAIVA, R.; STEIN, V. C.; NERY, F.;ONOGUEIRA, R. C,;
OLIVEIRA, L. M. de. Efeito de meios de cultura, cemtracoes de Gfe pH sobre a
geminacado in vitro de Mangabeira Hancornia speciosaGomes). Ciéncia e
Agrotecnologia v. 33, Edicdo Especial, p. 1847-1852, 2009.

VIEIRA, R. F.; COSTA, T. S. A,; SILVA, D. B.; FERRRA, F. R.; SANO, S. M.
Frutas nativas da Regido Centro-OesteBrasilia: Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, 2006. 320 p.

VILLA, F.; ARAUQO, A. G. de; PIO, L. A. S.; PASQUALM. Multiplicac&oin vitro da
amoreira-preta “Ebano” em diferentes concentragiiesneio MS e BAPCiéncia e
Agrotecnologia v. 29, n. 3, p. 582-589, 2005.

VILLA, F.; PASQUAL, M.; PIO, L. A. S.; TEODORO, GS.; MIYATA, L. Y.
Multiplicac&oin vitro de amoreira-preta ‘Cherokee’: efeito de meios dei@j cinetina
e GA3.Ceres v. 53, n. 307, p. 357-362, 2006.

UNEMOTO, L. K.; FARIA, R. T. de; MENEGUCE, B.; ASS] A. M. de.

Estabelecimento de um protocolo para a propagataatro de rainha-do-abismo,
Sinningia leucotricha (Hoehne) Moore-(Gesneriaceae)Acta Scientiarum -

Agronomy, v. 28, n. 4, p. 503-506, 2006.

WERNER, E. T.; MILANEZ, C. R. D.; MENGARDA, L. H. GVENDRAME, W. A,
CUZZUOL, G. R. F. Meios de cultura, reguladores aescimento e fontes de
nitrogénio na regulacéo da calogénese do pau-lf€estisalpinia echinatham.). Acta
Botanica Brasilica v. 24, n. 4, p. 1046-1051, 2010.

WHITE, P. R. Nutrient deficiency studies and an tiayed inorganic nutrient medium
for cultivation of excised tomato rootsrowth, v. 7, p. 53-65, 1943.



41

CAPITULO Il

OTIMIZACAO DO pH e VEDACAO NO ESTABELECIMENTO IN
VITRO DE MANGABEIRA

RESUMO

A mangabeira Hancornia speciosaomes) pertence a familia Apocynaceae, é uma
frutifera que possui grande potencial para expfwagcondémica. A sua propagacao é
feita via sexuada, sendo dificultada pelo elevadau gde recalcitrancia de suas
sementes, sendo necessario ser semeada logo &xbsgho do fruto, além do seu
mesocarpo ter uma acao inibitdria sobre a germmalgiktas. Suas mudas tém um
crescimento lento, que reduz o interesse em propagg@ngaba. Objetivou-se com esse
trabalho, avaliar a influéncia de faixas de pHp®gide vedagbes no crescimeirto
vitro de mangabeira. No ensaio |, testaram faixas dg@@44,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5;
7,0; 7,5), enquanto no ensaio Il, testaram veda¢peBcula de PVC, tampédo de
algodao e tampa plastica). Em ambos os ensai@gantio delineamento inteiramente
casualizado, em que cada repeticdo era constipoidam tubo de ensaio. Apos 30 e 60
dias de cultivan vitro avaliaram: comprimento médio das plantulas (crajnero de
folhas expandidas, gemas, porcentagem de raizentéclas, comprimento médio de
raizes (cm) e o niumero médio de brotacfes lattyia@valiado apenas no ensaio I. O
ajuste de pH de 5,0 proporcionou maior crescimentovitro de plantulas de
mangabeira, enquanto o tampéo de algoddo promowsar romprimento meédio de

parte aérea e porcentagem de raizes adventicias.

Palavras — chave:Hancornia specios@&omes, disponibilidade de nutrientes, trocas

gasosas.
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CHAPTER Il

OPTIMIZATION OF pH AND SEALING IN THE IN VITRO
ESTABLISHMENT OF MANGABEIRA

ABSTRACT

Mangabeiraklancornia speciosabelongs to the family Apocynaceae, is a fruit thes
great potential for economic exploitation. Its sras sexual, being hampered due to
the high recalcitrance degree of their seeds, beewpssary to sow immediately after
fruit removal, and the mesocarp has an inhibitoifgce on its germination. Their
seedlings have slow growth, which reduces the esten spreading the mangaba. The
objective of this study was to evaluate the infeeeiof pH ranges and types of seals in
thein vitro growth ofH. speciosaln the essay | were tested pH ranges (3.5, 49), 4
5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5), while in Il trial weetested seals (PVC film, cotton plug and
plastic cover). In both assays were used a contpled@domized design, where each
repetition consisted of a test tube. After 30 amd days ofin vitro culture were
evaluated: average length of seedlings (cm), nundfeexpanded leaves, buds,
percentage of adventitious roots, average roottthef@n) and average number of buds
was evaluated only in the test I. The pH adjustm@nb.0 showed highein vitro
growth ofH. speciosaseedlings, while the cotton plug promoted higharage length
of shoots and percentage of adventitious roots.

Key words: Hancornia speciosanutrient availability, gas exchange
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1. INTRODUCAO

A mangabeiralancornia specios&omes) pertence a familia Apocynacéae
uma frutifera que possui grande potencial paraoeapio econdmica, encontrada
naturalmente no Brasil, cuja distribuicdo ocorre @&mas da caatinga, cerrado, mata
atlantica e floresta amazénica. Seus frutos sadonagpreciados, pelo 6timo aroma,
sabor e digestibilidade, podendo ser consumidiegturaou processados na forma de
sorvete, pudim, geleia, vinho, vinagre, xarope cerli(ENDRINGER et al., 2009;
BARROS et al., 2010; SANTOS et al., 2010). Sua nmadé utilizada na carpintaria
para confeccao de caixas e para producdo de carddldtex produzido é utilizado para
fins ornamentais e sua borracha pode ser usadleacées comerciais (VIEIRA et
al., 2006; SOARES et al., 2007a; BARROS et al. 0201

A propagacéao desta espécie arborea é feita vimdaxsendo dificultada pelo
elevado grau de recalcitrancia de suas sementadp secessario semear logo apos a
extracdo do fruto, além do seu mesocarpo ter urfa mgbitoria sobre a germinacao
destas. Suas mudas tém um crescimento lento, deguereduzido o interesse em
propagar a mangaba (SOARES et al., 2007b; CALDASI.e2009; SOARES et al.,
2009; BARROS et al., 2010).

A aplicacao da técnica de micropropagacao aindaitatla para a maioria das
espécies lenhosas com interesse econdmico e qusueposproblemas como
contaminacgéo, oxidacdo do explante, baixa taxaa@dbes, enraizamento, e acumulo
de substancias téxicas (NEPOMUCENO et al., 2009)

O pH influencia na disponibilidade de nutrientegjuladores de crescimento e
no nivel de solidificacdo do agar no meio de callMUDA et al., 2009). Se ajustado,
promove um maior e melhor aproveitamento dos migg pelo explante. Para um
crescimento adequado da maioria das espéciessaadai5,0 - 6,5 € o mais adequado,
sendo que se os niveis de pH forem inferiores a 4&periores a 7,0, podera ocorrer
paralisacdo do crescimento e desenvolvimantovitro (PASQUAL et al., 2002;
BHATIA & ASHWATH, 2005).

J& o microambiente dentro dos frascos de cultivegegaser um ambiente
homogéneo, mas é um dos responsaveis pela vatal®lino comportamento das
culturas, uma vez que os fatores determinantesggualidade do microambiente sédo
os tipos de frasco, tampa e quantidade de meicemeegDONINI et al., 2011). O

etileno induz a absciséo foliar e tem sido um dasomas problemas para o cultivo
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vitro, o acumulo de gases é promovido por alguns tipofechamentos utilizados nos
recipientes, que n&o permitem trocas gasosas cm@i® externo. O uso de diferentes
sistemas de vedacdo, com materiais mais poross,cteno algoddo ou filtros
permeaveis a gases, favorecem as trocas gasosadIADA & SCHUCH, 2009;
NEPOMUCENO et al., 2009).

Objetivou-se com esse trabalho avaliar a influédeidaixas de pH e tipos de

vedacdes no crescimentovitro de mangabeira.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Ensaio | — Influéncia de diferentes faixas dpH no crescimentoin vitro de

mangabeira

O material vegetal utilizado na propagagaovitro foi retirado de frutos de
Hancornia speciosaomes coletados em outubro de 2010, na Fazendal&ane
localizada no municipio de Montes Claros de Goi&0-(16° 06’ 20" S —51° 17’ 11”
W) a 592m de altitude. Os ensaios foram conduzidnd aboratorio de Cultura de
Tecidos Vegetais do IF Goiano - Camjitie Verde, GO.

Como fonte de explantes, foram utilizados segmentakais provenientes de
plantulas preestabelecidasvitro. Cada segmento tinha 2 cm de comprimento e duas
gemas axilares.

Os explantes foram transferidos para tubos de @(®aix 150 mm), contendo
20 mL de meio de cultivo WPM (LLOYD & MCCOWN, 1980¢om a metade da
concentracdo original dos sais (WPM — 50%), maisi@sninas proposta por White
(1943), que diferenciava na faixa de pH utiliza8%;(4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0;
7,5). No preparo do meio utilizaram 30 ¢' lde sacarose e 3,5 g'lde &gar
(Dinamic&). Os tubos inoculados foram mantidos sob fotoperide 16 horas com
temperatura de 25+3°C, umidade relativa de 45 a d@&tliacdo fotossintética ativa de
45-55pmol m? s™.

Apos avaliacéo aos 30 dias, os explantes foramsf@ados para um novo meio
de cultivo, idéntico ao realizado no 1° subcultigaonduzidos nas mesmas condi¢des
experimentais até a avaliacdo aos 60 dias. Aos@&@Ddias, avaliaram o comprimento

meédio das plantulas (desconsiderando as raizeslguasorreram) (cm), numero de
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folhas expandidas, gemas, brotacdes laterais, magem e comprimento médio de
raizes adventicias (cm).

O delineamento experimental foi inteiramente as@ac®m sete tratamentos e
20 repeticbes cada uma constituida por um tubondei® totalizando 140 unidades
experimentais. Os dados numéricos foram avaliastasigticamente, mediante a analise
de variancia com aplicacéo do teste F (5%) e asaséanalisadas por regressdo, com
auxilio do software SISVAR (FERREIRA, 2003).

2.2. Ensaio Il — Tipos de vedagdes no crescimentovitro de mangaba

Utilizou segmentos nodais como fonte de explantesn cas mesmas
caracteristicas quanto ao comprimento e nimeroedeag axilares, dos utilizados no
ensaio (l). Foram transferidos para tubos de auldb x 150 mm), contendo 20 mL de
meio de cultivo WPM (LLOYD & MCCOWN,1980), com me& das concentracdes
original dos sais (WPM — 50%), mais as vitaminamppsta por White (1943), 30 g'L
de sacarose e 3,5 g'lde agar (Dinamid®d, que diferenciava no tipo de vedacao
utilizada: pelicula de PVC, tampéo de algodao eptapiastica (Figura 1). O pH foi
ajustado para 5,7+0,3 antes da autoclavagem. Apdecalacdo os tubos de ensaio

foram mantidos nas mesmas condi¢des de crescimeatas descritas no ensaio ().

B) v

Figura 1. Diferentes tipos de vedacdes: A) Pelicula de PR)C;ampéao de algodao; C)
Tampa plastica.

Ap6s avaliacdo aos 30 dias, os explantes foramsferados para um novo meio
de cultivo, idéntico aos que lhes deram origem qd8cultivo), e conduzidos nas
mesmas condicdes experimentais até a avaliacacb@adias. Aos 30 e 60 dias,
avaliaram o comprimento médio das plantulas (desderando as raizes quando
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ocorreram) (cm), niumero de folhas expandidas, gep@sentagem e comprimento
médio de raizes adventicias (cm).

O delineamento experimental foi inteiramente as@aa®m trés tratamentos e
30 repeticbes, cada uma constituida por um tubengaio, totalizando 90 unidades
experimentais. Os dados numéricos foram avaliastasigticamente, mediante a andlise
de variancia, testando as médias pelo teste T3y, (Utilizando o software SISVAR
(FERREIRA, 2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Ensaio | — Influéncia de diferentes faixas dpH no crescimentoin vitro de

mangabeira

O modelo de regressdo quadratica foi o mais adequada explicar a
evolucéo da regeneracao das plantulas de mangabdezentes faixas de pH. Aos 30
dias de cultivan vitro, os diferentes pH utilizados nao influenciaram @mprimento
médio de parte aérea, numero médio de folhas eifmm)dbrotacbes laterais e
porcentagem de raizes adventicias. O numero mésligednas foi maior quando
utilizada a faixa de pH em 3,5 e 5,0 foi obtido onaitmero médio de gemas (Figura

2A), enquanto em pH 7,5 ocorreu maior comprimeméalio de raizes (Figura 2B).

A) B)

g:g ] —8  y=6,2064 - 1,1153x + 0,0870x? R?= 0,84
3,6 .

3,51
344
3,31
3,21
314
3,01
291
281
2,7
2,61
251
241
2,31
22

—o y=0,5508 - 0,2307x + 0,0241x* R?= 0,81 .

o o0 o0 o o
NN N NN
S N B o o
! N f 1

0,181
0,16
0,14
0,121
0,10

o o
o o
> ©

1 N

Comprimento médio de raizes (cm)

o
[=]
=

i

Nimero médio de gemas por plantulas

o
o
~

N

o o
o T
o
o
S



47

Figura 2. Numero médio de gemas (A) e comprimento médiatees (B) de plantulas
de mangabeiraHancornia specios&omes), submetidas a diferentes faixas
de pH, aos 30 dias de cultivo vitro em meio de cultivo WPM-50%. Rio
Verde - GO, 2012.

Aos 60 dias de cultivin vitro, a medida que aumentou o pH, houve reducao
do numero médio de gemas. Plantulas cultivadas lem,@ exibiram maior nimero
médio de gemas (Figura 3), o0 mesmo comportamentoblservado aos 30 dias de

cultivo in vitro.
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Figura 3. NUumero médio de gemas em plantulas de mangafhtarecornia speciosa
Gomes), submetidas a diferentes pH, aos 60 diasltieo in vitro em meio
de cultivo WPM — 50%. Rio Verde - GO, 2012.

As diferentes faixas de pH utilizadas ndo exercerafluéncias sobre o
comprimento médio de parte aérea, numero médioolthas expandidas, brotacdes,
porcentagem e comprimento médio de raizes. Venficaue em alguns tratamentos de
pH (3,5; 4,0; 5,0 e 5,5) o caule das plantulasatiobloracao roxo-avermelhado, que é
caracteristica da espécie e foi observado por leéadd. (2007) (Figura 4A, 4B, 4D e
4E). Em algumas faixas de pH (3,5; 6,5; 7,0 e @dplantulas obtiveram entrends
curtos, diferentemente dos outros valores de pgl(gi4A, 4G, 4H e 41).

Visualmente, aos 30 dias de cultirovitro as plantulas obtidas em pH 3,5

eram mais frageis ao serem excisadas, com coloregdte-escura das folhas, que
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apesar de expandidas eram menores do que as obtdasitros tratamentos (Figura
4A). O meio de cultivo com esse pH ficou com o agpsemissolido, pelo baixo pH,
porque em pH quando superior a 6,0 0 meio de cufitba muito solido e inferior a 5,0
nao é suficiente para solidificar (HUDA et al., 200

No tratamento com pH 5,0, ocorreu formagédo de $flbapandidas com
coloracéo verde-escura, brotacfes laterais e rathemnticias (Figura 4D). As folhas
obtidas em pH 5,5 eram estreitas quando compareaias 0s outros tratamentos,
ocorrendo formacédo de brotacdes laterais e ratzestcias (Figura 4E).

No restante dos tratamentos, as plantulas cultsvadan de coloragéo verde-
escura, com excec¢do do pH 7,5 (Figura 41) que efgithas ao serem excisadas e, em
alguns casos, houve formacéo de raizes advenf&a® 7,5). Nao houve oxidacao e

formacdao de calos.



49

Figura 4. Diferentes faixas de pH no crescimeirtovitro de mangabeiraHancornia
speciosaGomes), aos 30 dias de cultivovitro em meio de cultivo WPM-
50%. A) 3,5; B) 4,0; C) 4,5; D) 5,0; E) 5,5; F) 6®) 6,5; H) 7,0 e I) 7,5.
Coloracdo roxo-avermelhada no caule, brotacOesridatee raizes
adventicias (seta). Fotos: Cabral, 2012. Rio VerdgO, 2012. Barra =
10mm.

Visualmente, plantulas cultivadas aos 60 dias em3g#{ ao contrario das
obtidas aos 30 dias de cultivovitro, eram bem formadas e vigorosas, com coloragao
verde-escura e suas folhas expandidas eram mdkigega 5A). O meio de cultivo
dessa faixa de pH ficou semissélido, 0 que ocopeta uso de pH abaixo de 5 e que
nao permite uma boa gelificacdo (BHATIA & ASHWATRO05).
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Na faixa de pH 5,0 ndo ocorreu a coloragdo roxeoraghado do caule,
diferindo do observado aos 30 dias, e as planab&das tinham entrends curtos, suas
folnas eram expandidas com coloracdo verde-escunmuee formacao de raizes
adventicias (Figura 5D).

Nas faixas de pH 4,0, 5,5 e 7,0 verificou-se aregido roxo-avermelhado no
caule das plantulas (Figura 5B, 5E e 5H). No réstadas faixas de pH as plantulas
obtidas eram de coloracao verde bem acentuadaggoetdo do pH 5,5 e 7,5 (Figura
5E e 5l) e ndo houve formacao de raizes adventicias

Figura 5. Diferentes faixas de pH no crescimeirtovitro de mangabeiraHancornia
speciosasGomes), aos 60 dias de cultivovitro em meio de cultivo WPM-
50%. A) 3,5; B) 4,0; C) 4,5; D) 5,0; E) 5,5; F) 6®) 6,5; H) 7,0 e I) 7,5.
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Coloracdo roxo-avermelhada no caule e raizes adisnt(seta). Fotos:
Cabral, 2012. Rio Verde - GO, 2012. Barra = 10mm.

Avaliando a influéncia de diferentes pH (4,5, 5,6,85) no crescimentm
vitro de Plantago almogravensisP. algarbiensisMartins et al. (2011) ndo observaram
maior proliferacdoin vitro dos explantes e enraizamento. Ostrolucka et a0
observaram que em pH 5,5 foi obtido maior prolgémade brotacdes pav&accinium
vitis-idaea L. cv. Koralle, enquanto para a cultivar Red Peanmaior numero de
brotacdes foi obtido com pH 4,0. Pa@orchorus oliatorius o pH 5,5 também
favoreceu maior proliferacdo de brotagbes (HUDAalgt2009). Para tomate cv. Red
Coat, a faixa de pH de 5,5 - 6,0 promoveu maiormamento médio da parte aérea,
sendo que numa faixa mais baixa (4,5-5,0) ou &lf&7,5) de pH que esse intervalo
ocorreu reducdo da parte aérea (BHATIA & ASHWATHQ0Z). Para maior
crescimenton vitro e multiplicacdo de brota¢dds Chlorophytum arundinaceuro pH
5,9 foi o mais adequado (SAMANTARAY & MAITI, 2011Nao obstante, EBRAHIM
& IBRAHIM (2000) relatam que a maior taxa de muitpcdo deMaranta leuconeura
ocorreu em pH 5,7. Enquanto Afroz et al. (2010)eolmram que meio de cultivo com
pH ajustado para 5,7 foi o melhor para a prolifécacle brotacées daAsparagus
racemosusVild.

Para maior taxa de enraizamentoRtanus dulcisMill. cv. Shahrood 8 o pH
5,7 foi o mais adequado, enquanto para a cultivesh®od 10 o pH 4,8 favoreceu
maior taxa de enraizamento (SHEKAFANDEH, 2010).

Com os resultados obtidos no trabalho, verificapgse o pH 5,0 foi o mais
adequado para o crescimeritovitro de mangaba, com formacdo de maior nimero
meédio de gemas. Esta faixa de pH mais adequadaléictio do utilizado pela maioria

das espécies (5,0 - 6,5).

3.2. Ensaio Il — Tipos de vedagdes no crescimenitovitro de mangabeira

Foi observada a regeneracdo dos explantes em [p&nam todos os
tratamentos avaliados. Independente do tipo dec@edatilizada, as plantulas obtidas
eram bem formadas, vigorosas, sem alteracbes mgidas ou oxidadas, tinham
coloracdo verde-escura bem acentuada, ocorrendovag¢ao de raizes adventicias e
nao houve formacao de calos (Figura 6A, 6B, 6C,6&De 6F).
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Figura 6. Crescimentoin vitro de mangabeiraHancornia speciosgGomes) em
diferentes tipos de vedacOes. Plantulas aos 30ddiasiltivoin vitro em
pelicula de PVC (A); tampdo de algodédo (B) e tamppfstica (C).
Plantulas aos 60 dias de cultivovitro em pelicula de PVC (D); tampao
de algodéo (E) e tampa plastica (F) aos 60 diasidigo in vitro em meio
de cultivo WPM-50%. Fotos: Cabral, 2012. Rio VerdsO, 2012. Barra
=10mm.

Os diferentes tipos de vedacdes nao influenciarasonaprimento médio de
raizes, numero médio de folhas expandidas e gemse@Oadias de cultivim vitro.

Aos 30 dias de cultivan vitro, quando utilizou tampéo de algodao e tampa
plastica, foram obtidos os maiores valores pargpcionento médio de parte aérea, 3,12
e 3,03cm respectivamente (Figura 7A). O tampao Idedao proporcionou maior

porcentagem de raizes adventicias (50%) (Figura 7B)
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Figura 7. Comprimento médio (desconsiderando as raizes quaodrreram) (A) e
porcentagem de raizes adventicias (B) de plantdias mangabeira
(Hancornia speciosagGomes) aos 30 dias cultivio vitro, submetidas a

diferentes tipos de vedagOes. Rio Verde - GO, 20kRias seguidas pela
mesma letra, mailscula entre os tipos de meio dévaue mindscula entre as
concentracdes dos sais, nao diferem entre si esie Tukey (5%).

Plantulas cultivadas aos 60 dias em tampéo de abged tampa plastica
obtiveram maior comprimento médio de parte aérg@9 8 4,02 cm respectivamente
(Figura 8A). O uso de tampa plastica proporcionaiomnumero médio de folhas
expandidas (Figura 8B).
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Figura 8. Comprimento médio (desconsiderando as raizes quaodrreram) (A) e
namero médio de folhas expandidas (B) de plantadasmangabeira
(Hancornia speciosa&omes), aos 60 dias cultivia vitro, submetidas a

diferentes tipos de vedacgOes. Rio Verde - GO, 20kRias seguidas pela
mesma letra, mailscula entre os tipos de meio dévaue mindscula entre as
concentracdes dos sais, nao diferem entre si esie Tukey (5%).

N&o houve influéncia dos diferentes tipos de veelagds 60 dias de cultivo
vitro para numero médio de gemas, porcentagem de raizesy@imento médio de
raizes adventicias. A utilizacdo de tampao de algquroporciona maior aeragdo no
interior do tubo e maior troca gasosa entre o0 ambbienterno e o ar atmosférico,
reduzindo a umidade relativa e o acumulo de etilenmterior dos frascos, melhorando
a transpiracdo da planta e o desenvolvimento de fallaas (RIBEIRO et al., 2007,
DAMIANI & SCHUCH, 2009; HAWERROTH et al., 2010).

Procurando avaliar o efeito de diferentes tiposveldacOes, alguns autores
descrevem experimentos similares aos descrito® negtalho, como Santana et al.
(2001) que trabalhando com araticumniiona glabral.) encontraram resultados
semelhantes, em que o0 uso de tampdo de algodaorgmppu maior comprimento
médio das brotac¢des. Entretanto, Damiani e Sci2@00] observaram que o tampao de
algodao proporcionou maior comprimento médio deesatde mirtilo Yaccinium ashei
Reade). Donini et al. (2011), porém trabalhando otireira ‘Arbequina’ observaram
que quando foi utilizada tampa plastica ou papain&iio, ocorreu maior nimero de

brotacfes, e 0 papel aluminio proporcionou maionerd de folhas.
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Desta forma, verificou-se que o uso de tampao gtedab foi o mais adequado
para o crescimentan vitro das plantulas de mangabeira, proporcionou maior

comprimento médio de parte aérea e porcentagemizisradventicias.

4. CONCLUSAO

Para numero médio de gemas de plantulas de margabajuste de pH 5,0 foi
0 mais adequado.

O uso de tampéao de algodédo proporcionou maior domepto médio de parte
aérea e porcentagem de raizes adventicias emlpRdaimangabeira.
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CAPITULO Il

IN VITRO CULTIVATION OF Hancornia speciosagsomes: THE
PHYSICAL CONSTITUTION OF THE CULTURE MEDIUM,
SUCROSE CONCENTRATIONS, AND GROWTH CONDITIONS

ABSTRACT - Mangaba flancornia specios&omes) is a tree species native to the
Cerrado, and it is of great importance not onlyaose its fruits are used in the juice
and ice cream industries, but also because itriglber-producing plant. The objective
of this study was to evaluate the effect of the sidgl constitution of the culture
medium, different concentrations of sucrose, arfter@dint growth conditions on the
germination of seeds and growth of explants of rmhag two in vitro assays. In assay
I, the physical constitution of a medium (solid ahquid WPM) and different
concentrations of sucrose (0, 15, 30, 45, 60, @8, 30 g L) were tested; we used a
completely randomized design, and seed germinates the measured variable.
Similarly, assay Il used a completely randomizegigle to evaluate the effect of
different growth conditions (with and without adita) on thein vitro growth of
explants. Daily counts were performed to deternilme germination percentage, the
germination rate index, and the average time tainl&0% of germination (for assay |
alone). After 30 days of cultivation, we evaluateed average length of shoots (cm),
number of buds, and number of expanded leavesgayall alone). Our results showed
that mangaba had the highest percentage of geionrantd of vitality when inoculated
in a liquid medium, without sucrose or with 15 g bf sucrose. The medium without
agitation resulted in a better growth of explam®asured by the average length and

average number of buds.
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CULTIVO IN VITRO DE Hancornia specios@&omes: CONSTITUICAO FiSICA
DO MEIO, CONCENTRACAO DE SACAROSE E CONDICOES DE CULTIVO

RESUMO - A mangabaHancornia specios&omes) é uma espécie arbdrea nativa do
Cerrado, de grande importancia por produzir maggiiaa para a industria de sucos e
sorvetes, o que |lhe destaca como planta frutifgna@utora de borracha. Objetivou-se
com esse trabalho avaliar o efeito da constituif@ica do meio, diferentes
concentracbes de sacarose e condicdes de cultivgemainacdo de sementes e
crescimento de explantes Hencornia specios&omes em dois ensaias vitro. No
ensaio | testou-se a constituicao fisica do mei®@¥\solido e liquido) e diferentes
concentracdes de sacarose (0, 15, 30, 45, 60905yd?), dispostos em delineamento
inteiramente casualizado, na germinacdo de semefegnsaio Il utilizou um
delineamento inteiramente casualizado para avdif@rentes condicées de cultivo
(com e sem agitacdo) no crescimemt@itro de explantes. Foram realizadas contagens
diarias para determinar a porcentagem de germinaigi@tice de velocidade de
germinacdo e tempo médio para a ocorréncia de 5%erminacdo (apenas para o
ensaio ). ApGs 30 dias de cultivo avaliou-se: compnto médio da parte aérea (cm), o
namero de gemas e de folhas expandidas (apenassadi dl). Conclui-se que as
sementes de mangaba quando inoculadas em meiddjau auséncia ou com 15 ¢ L
de sacarose obtém os maiores indices de porcentdggeminacado e vigor. Ja o meio
liguido sem agitacdo propicia maior crescimento elgdantes de mangaba, constatado

por meio do comprimento e nimero médio de gemas.
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INTRODUCTION

Mangaba lancornia specios&omes) is a tropical tree species that is native to
Brazil. It is found in the coastal plains and lomda of the Northeast and in the Cerrado,
which occupies the Midwest, North, and Southeasgfiores. It provides primary
materials for the juice and ice cream industries] & is a rubber-producing plant
(LEDO et al., 2007; SOARES et al., 2007a).

The harvest of its products is achieved mainly dgfoextraction. According to
Vieira et al. (2006), the physical and mechanid¢eracteristics of the rubber obtained
from mangaba latex are suitable for several tedwuicdl, industrial, and commercial
applications (SOARES et al., 2007a).

The propagation of the species is performed sexulaiwever, this method is
not satisfactory because the plant has highly cécamt seeds. In addition, the pulp of
the fruit inhibits germination (SOARES et al., 200%herefore, its seeds should be
sown right after removing the pulp or up to 48 Isoafter the removal of fruits because
the germination power decreases rapidly after theth day (SOARES et al., 2007b).
In general, the percentage of germination is lomd ¢he emergence and growth of
seedlings is slow (VIEIRA et al., 2006).

In this context, micropropagation using tissue walttechniques is useful for
propagating different species that, like mangala&geha low rate of germination. Even
though the process involves different stages fallgwa defined protocol for any
species, the protocol might be optimized to obthigh quality plants with low
production costs (LEDO et al., 2007; REIS et 2008).

Cultivation media seek to meet the needs of theiepehat is being grown and
to provide the nutrients necessary farvitro growth. A medium is composed of
essential and optional components required forteowth, which vary according with
the species, cultivar, or explant that is usedrandt be experimentally defined for each
particular case. Moreover, all the nutrients irultication medium should be present in
optimum concentrations to ensure the growth of axsl (BASSAN et al., 2006; FICK
et al., 2007). Solutions of salts and sugars @@ aded for cultivation media, and these
solutions not only exert a nutritive effect but alsfluence cellular growth and

morphogenesis through their osmotic properties (BRAet al., 2010).
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Likewise, physical characteristics of culture megliay an important role in the
success of thian vitro establishment of plants. There are certain spedese explants
develop better in a liquid medium, others whoselaxp develop better in a solid
medium, and others that respond best to a liquidiume with support (ADELBERG et
al., 2010; MEHROTRA et al., 2007).

Even though agar is widely used due to its effectess as a gelling agent, liquid
medium systems has gained importance due to treegragility in their preparation.
In addition, the greater contact between explants@ilture medium may increase the
absorption of water and nutrients, resulting in hleig nutrient assimilation and,
therefore, in a more vigorous explant growth, esgcwhen liquid media are used in
combination with aeration systems. Furthermoreyidigculture media with aeration
systems make automation of the micropropagationga® possible and can be used on
a commercial scale (FARIA et al., 2006; SILVA et 2007).

The objective of this study was to evaluate theafbf the physical constitution
of the medium, different sucrose concentrationsg amowth conditions on the

germination of seeds and growth of explants of rmhagn twan vitro assays.

MATERIALS AND METHODS

The plant material used in the vitro propagation was obtained from fruits of
Hancornia speciosaGomes, which were collected in September of 2010thea
Gameleira farm, located in the municipality of MestClaros de Goias — GO, at 592 m
in altitude. The assays were conducted in the laboy of Plant Tissue Cultivation of
IFGoiano — Rio Verde Campus, GO.

Assay | — Effects of the physical constitution offte culture medium and different
concentrations of sucrose on thdan vitro germination of Hancornia

speciosaGomes

The removal of fruit pulp was performed manuallyhathe help of a number 30
aluminum mesh sieve. To remove the excess offlesh from seeds, a solution of 5%
sodium hydroxide was used for 5 minutes. Subsetyetite seeds were manually

scarified under running water to remove the tegumaed submersed for 10 minutes in
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a container with running water with three dropsTefeen (80%). Then, they were
immersed in a bowl with 70% (v/v) alcohol for 1 mia and in a solution of sodium
hypochlorite (20%) for 20 minutes. A triple washsyzerformed in a laminar flow hood
with distilled and autoclaved water.

The seeds were cultivated in bottles (12cm x 5comtaining 15 mL of WPM
culture medium (LLOYD and MCCOWN, 1980) at halftbe original concentration;
moreover, the media prepared differed in their p@aysconstitution (liquid and solid)
and in the sucrose concentration (0, 15, 30, 45760and 90 g £). For the preparation
of the solid medium, 3.5gtof agar (Dinamicd) was used. The pH was adjusted to 5.7
+ 0.3 before autoclaving. The inoculated bottlesenaaintained under a photoperiod of
16 hours with a temperature of 25 + 3°C, a relativeidity of 45 - 46%, and an active
photosynthetic radiation of 45 - $nol mi’s™.

Daily counts were performed to determine the cotepkabilization of the
germination percentage. The germination rate in@&RI) and the average time to
obtain 50% of germination (T50) were also assesBeel.GRI was calculated according
to Maguirre (1962), and the T50 was measured acoprd Resende (2009). Seeds
displaying radicle protrusion were considered teehgerminated.

The experiment was set up using a completely ramkmmdesign, in a 2x7
factorial design (culture medium x sucrose conediain); similarly, each treatment was
replicated 20 times, one repetition per bottle, posing a total of 280 experimental
units. The numerical data were statistically evidahrough analysis of variance with
the application of the F test at a level of probgbof 5%, and the means were analyzed
through linear regression using SISVAR softwareRREIRA, 2003).

Assay |l — Effects of different growth conditions @ explants ofHancornia speciosa

Gomes

Nodal segments fronn vitro-established seeds were used as the source of
explants. Each segment was 2 cm in length andwadbtids. The culture medium was
WPM (50%) with two different physical constitutigrigjuid and solid. Agar was used
to solidify the medium (3.5 g1), while the liquid medium was maintained both with

and without agitation. Bottles (12 cm x 5 cm) camtag 15 mL of culture medium were



63

used. The agitation of the medium was performet aiit orbital shaker (Nova Técnica
NT 712) at a rotation speed of 90 rpm.

The pH was adjusted to 5.7 + 0.3 before autoclavire inoculated bottles
were kept under a photoperiod of 16 hours, at gpéeature of 25 + 3°C, a relative
humidity of 45 - 46%, and an active photosyntheidiation of 45 - 5imol m? s™.

After 30 days, the shoot average length (cm), tamber of buds, and the
number of leaves were recorded.

The experiment was set up using a completely ramBamdesign, with 3
treatments replicated 25 times; each repetitionsisted of a bottle containing 3
explants, comprising a total of 225 experimentaltsunThe numeric data were
statistically evaluated through analysis of vargrand the means were tested using a
Tukey’s test at a level of probability of 5%, usiS&§SVAR software (FERREIRA,
2003).

RESULTS AND DISCUSSION

Assay | — Effects of the physical constitution offte culture medium and different
concentrations of sucrose on then vitro germination of Hancornia

speciosasomes

Seeds generated seedlings in all the treatments,nanfungal or bacterial
contamination was observed. The first radicle pioons were observed 15 days
following inoculation, and at 25 days, the emergeotthe epicotyl was observed. The
latter, the cotyledonary nodes and the first phleaves had a purple-yellow coloration,
which is characteristic of this plant. The sameeobation was made by Ledo et al.
(2007).

In all the treatments, the seeds generated watltddr vigorous plants without
morphological alterations or oxidation and withtlie formation of calluses. Visually,
plants grown in the solid medium were more vigorans rigid when removed. The
green color of the stem and leaves was accentuateldthere was a profuse growth of
adventitious roots (Figure 1A). At the beginninggefmination, next to the hypocotyls,

a bulge of yellowish color was noted from whereribats emerged (Figure 1B).
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In contrast, plants grown in the liquid mediumiadly displayed an appearance
of over-watering, and the leaves and stems wetligi a light green color and
progressively acquired a darker color (Figure 1T)e hypocotyl was clear, almost
white, with few adventitious roots and without {tvviously mentioned bulge (Figure
1D). In addition, the seedlings were more fragiterabeing removed.

A quadratic regression model was the most apprpria explain the
development of mangaba seedling generation. Theme an effect of both the
consistency of the medium and the sucrose condemir@igure 2).

A higher percentage of germination (45%) was olein the liquid medium
(Figure 2A). As the concentration of sucrose inseeh there was a reduction in the
percentage of germination. A higher average valas @btained in the medium without
sucrose and in the medium supplemented with onlyg 15" sucrose. The obtained
values were 60 and 62%, respectively.

For the germination rate index, a behavior simitarthat of the germination
percentage was observed, i.e., the highest averalge (0.28) was observed in the
liquid medium (Figure 2B). As the concentratiorsatrose increased, a reduction in the
vigor of seeds was observed. The germination raie greater when there was no
sucrose in the culture medium; the average valuehis treatment was 0.39 (Figure
2B).

Seeds cultivated in the solid medium reached 50%eaiination (T50 in 2.91
days, which represents a fast germination (Fig@® Regarding the different sucrose
concentrations, the lowest average values of T5€e vadbtained with the medium
supplemented with 90 g'Lof sucrose (1.39).

The results of T50 differed from those found for IG&d germination
percentage. Despite a rapid germination, the coatioim of the solid medium and high
concentrations of sucrose negatively affected #renmation percentage and the vigor
of seeds. This outcome might be due to the formabbnutrient gradients that may
occur in solid media; in contrast, those gradiefttsnot occur in liquid media because
these tend to be more homogenous and, therefoght heiad to greater growth of root
and shoot systems of explants (FARIA et al., 2006).

Seeking to optimize culture media for different romrganisms or plants,
several authors described experiments similar @ootte described here. For instance,
Faria et al. (2006) found similar results wiimcidium baueriLindl. (Orquidaceae),

where use of a liquid medium resulted in greatewgn of shoots, roots, and buds.
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Coelho et al. (2001) observed a higher percentdggemination of sucupira-branca
[Pterodon pubescen@®enth.) Benth.Jin vitro with seeds inoculated into an MS-50%
liquid medium.

Regarding the sucrose concentrations, our restdtsnaagreement with those
obtained by Soares et al. (2009), where the grepgsentage ah vitro germination
of mangaba was found in an MS-50% and WPM mediupplstented with 15 gt of
sucrose. In addition, Pinheiro et al. (2001) foangreater percentage of germination of
mangaba seeds when inoculated into a liquid MS umediith less than 20 gtof
sucrose. Likewise, Reis et al. (2008) obtainedgadr percentage of germination and a
faster GRIin vitro with Melissa officinalisL. seeds inoculated into an MS-25% medium
supplemented with 15 g'Lof sucrose.

Similarly, beet seeds pre-soaked in gibberellid aid inoculated into an MS
medium supplemented with 15 g'Lof sucrose showed a greater percentage of
germination. Yet, more vigorous seedlings were iabth from seeds kept in media
supplemented with 15 or 30 ¢'lof sucrose (BRAUN et al., 2010).

Depending on the species, there is no need to engpit culture media with
sucrose. Yet, sucrose might help maintaining segsllin vitro for longer periods
(SOARES et al., 2009; BRAUN et al., 2010).

To conclude, the liquid medium with the lowest cemitation of sucrose

promoted the greatest germination of mangaba seeds.

Assay |l — Effects of different growth conditions m explants ofHancornia speciosa

Gomes

According to the analysis of variance, both therage length of explants and
the average number of buds reached higher valugdamts cultivated in the liquid
medium without agitation. The average length wa& Zm in the liquid medium
without agitation and 2.16 cm in the liquid mediwnth agitation. However, those
values did not differ from the one obtained witke #olid medium, which was 2.45 cm
(Figure 3A). Regarding the average number of btldsyalues were 3.01 and 2.42 for
the liquid medium without and with agitation, resgpeely. Similarly, those values did
not differ from the one obtained with the solid med, which was 2.73 (Figure 3B).
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Likewise, the average number of expanded leaveseshoo difference in value among
different cultivation conditions.

With visual observation, it was found that inocathinodal segments generated
seedlings in all treatments. No fugal or bacter@itamination was found. Seedlings in
the liquid medium with agitation were etiolated aad a result, more fragile, which was
corroborated when the plants were removed. Theekaand the stems were
depigmented (clear green). The leaves were rudamngntlthough they completely
expanded, and there was no formation of advensitimots (Figures 4A and 4B).
Moreover, several explants suffered necrosis amndbtion (Figures 4C and 4D).

In contrast, seedlings obtained from the liquid medwithout agitation and
from the solid medium were more rigid after beiegnoved than were those obtained
from the liquid medium with agitation. Leaves anenss displayed a more accentuated
dark green coloration, which is characteristichad species (Figures 4E and 4F). There
was a greater growth of leaves and adventitioussrand no necrosis or oxidation of
explants (Figures 4G and 4H).

In addition, seedlings obtained from the solid medihad less leaves and
adventitious roots than those obtained from theidigmedium without agitation
(Figures 3K and 3L). In addition, no necrosis oidakion of the explants was observed.
According to Bassan et al. (2006), who worked véiplants similar to those in this
study, the lack of phenol oxidation in the explamit€anafistula Peltophorum dubium
(Speng) is attributed to the reduced concentratibphenols in the tissues or to the
seminal origin of the explants because the majait@authors consider the age of the
explants to be directly related to the formationpbfenolic compounds im vitro
cultures.

Several species require support or agitation tovigeo oxygen for the
metabolism of explants, which ensures the divisaod differentiation of sprouts.
However, when the liquid medium was agitated, thewth of nodal segments of
mangaba was unsatisfactory and suffered from amidland necrosis. This outcome
decreased the capacity of regeneration of the etpland reduced the number of
seedlings obtained at the end of the cultivatigreexment.

The results using liquid medium without agitatiordicated that the constant
immersion of mangaba explants in the culture meddich not affect the ability to
obtain healthy seedlings. The technique was efficizecause it produced the best

seedlings among all the treatments.
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With the elimination of agar from the culture mediuthe cultivation process
became more flexible and less onerous. Because Iigedia lack agar, they are easy to
prepare, and a lower quantity of medium can be psedexperimental unit; thus, the
production process is optimized. In commercial &rthis efficiency constitutes a great
advantage because it allows for mass productioh ie@iver costs and for producing
large quantities of healthy seedlings availabledorchase at accessible prices. These
advantages were also described by Faria et al.6§2&@d Pereira and Fortes (2003),

who showed the benefits of vitro culture using liquid media.

CONCLUSIONS

Mangaba seeds showed the best indices of germingtiErcentage and
germination rate when inoculated into a liquid nuedlj with no sucrose or 15.0 ¢ lof
sucrose. Likewise, liquid medium without agitatioesulted in greater growth of

mangaba explants.
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FIGURE 1 - Seedlings oHancornia specios@&omes at 35 days of cultivation: A)
solid medium with no sucrose; B) solid medium with g L* of
sucrose; C) liquid medium with no sucrose; D) lagmedium with 30 g
L™ of sucrose. The arrows indicate the bulge of tygobotyl. Bar =
10mm
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FIGURE 4 - In vitro growth of Hancornia speciosaGomes after 30 days of
cultivation. Liquid medium with agitation (A and B)Necrosed
explants in liquid medium with agitation (C and Djquid medium
without agitation (E, F, G, and H). Solid mediumafid J). Seedlings
with few expanded leaves or roots in solid mediknafd L). Bar
=10mm.
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CAPITULO IV

CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE
EXPLANTES DE MANGABEIRA SOB EFEITO DE
REGULADORES DE CRESCIMENTO

RESUMO

Objetivou-se com esse trabalho avaliar diferentescentracdes e reguladores de
crescimento no cultivin vitro de plantulas de mangabeira. No ensaio |, foramadast
trés concentracoes de AIA (0,0; 5,71 e 11,42 uNrge concentracbes de KIN (0,0;
4,65 e 9,29 uM). No ensaio Il, com o mesmo delirgmdo anterior, foram testadas
ANA (0,0; 5,37 e 10,74 uM ) e BAP (0,00; 4,44 88V ). Em ambos os ensaios
utilizando delineamento inteiramente ao acaso, emnj@ fatorial 3x 3, com 20
repeticdes, em que cada repeticdo era constitwidam tubo de ensaio. Aos 30 e 60
dias de cultivo avaliaram o comprimento médiomlastulas, nimero de gemas, folhas
expandidas, brotacfes, raizes adventicias e foom@dg&alos. Conclui-se que para o
crescimento de explantes de mangabaitro, meio de cultivo em auséncia de AIA
suplementado com 4,65 pM KIN foi o mais adequador propiciar maior
comprimento médio de parte aérea, numero médioothad expandidas, gemas e
brotacdes. Quanto ao uso de ANA e BAP a combindedb,37 uM ANA/4,44 uM
BAP proporcionou maior comprimento médio de paéea, numero médio de folhas
expandidas e gemas. Para o cultivo de plantulasatgaba foi adequado a utilizacdo
de 4,65 uM KIN em meio, proporcionando maior dresatoin vitro das plantulas.

Palavras-chave Hancornia specios&omes, fitormonios, desenvolvimento vegetal
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CHAPTER IV

IN VITRO GROWTH AND DEVELOPMENT OF MANGABEIRA
EXPLANTS UNDER EFFECT OF GROWTH REGULATORS

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate différe€oncentrations and growth
regulators onn vitro culture of mangabeira explants. In the first staggre tested three
concentrations of IAA (0.0, 5.71 and 11.42 uM) déimcke concentrations of KIN (0.0,
4.65 and 9.29 pM). In trial I, with the same desaf the previous were tested ANA
(0.0, 5.37 and 10.74 uM) and BAP (0.00, 4.44 ad .M). In both trials were used a
completely randomized design in a factorial 3 xw&h 20 replicates, each replicate
consisted of a test tube. At 30 and 60 days oficeiNvere evaluated the average length
of seedlings, number of buds, expanded leaves,tshadventitious roots and callus
formation. Concluding that fan vitro mangaba explants growth, the culture medium in
the absence of IAA supplemented with 4.65 uM KINswlae most appropriate, because
it provides higher average length of shoots, aweragmber of expanded leaves, buds
and shoots. Regarding the use of ANA and BAP thmebioation of 5.37 uM NAA /
4.44 uM BAP showed higher average length of shamtsrage number of expanded
leaves and buds. For cultivation of mangaba segdlias suitable for use in 4.65 uM

KIN in medium, for providing a highen vitro growth of seedlings.

Key words: Hancornia speciosgplant hormones, plant development
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1. INTRODUCAO

A mangabeiraancornia specios&omes) € uma planta tipicamente tropical,
frutifera, encontrada naturalmente no Brasil, cdistribuicdo ocorre em areas da
caatinga, cerrado, mata atlantica e floresta ameadRossui porte médio, podendo
atingir até 7 m de comprimento e seus frutos samonapreciados no nordeste, pelo
o0timo aroma, sabor e digestibilidade, podendo sesumidoin naturaou processados
na forma de sorvete, pudim, geleia, vinho, vinageppe e licor (BARROS et al.,
2010; BASTOS et al.,, 2007; SANTOS et al., 2010)a Snadeira é utilizada na
carpintaria, para confec¢cdo de caixas e para p&odde carvao, e o latex produzido em
todas as partes da planta é utilizado para finsnoentais (BARROS et al., 2010).

Nas aéreas de tabuleiros e baixadas litoraneasrdeste, encontra-se quase a
totalidade da producdo nacional. Os estados ddbR@amBahia e Sergipe figuram entre
0s maiores produtores do pais, em que os fruto®lsidos principalmente de forma
extrativista (SANTOS et al., 2010). A mangaba pogsande potencial para exploracéo
econdmica, porém a falta de informacdes sobre tarauwem restringindo seu cultivo
comercial. Sua propagacao pode ser via assexuathamte o uso de parte vegetal e
sexuada através da semente, porém tém curta idagey sendo necessario ser
semeada logo apés a extracao do fruto. Suas sesrsfideconsideradas recalcitrantes,
em que a reducdo do seu teor de agua pode ocagianas, prejudicando sua
viabilidade e vigor, reduzindo seu poder germira{i@OSTA et al., 2005; SOARES et
al., 2009; BARROS et al., 2010; SANTOS et al., 2010

A micropropagacdo € a técnica de maior impacto eredeltados mais
concretos dentro da cultura de tecidos, engloberatifes etapas que vao desde o
estabelecimento da culturan vitro até seu enraizamento, culminando com a
aclimatizacado da plantula (BASTOS et al., 2007; HAN et al., 2011). Com essa
técnica sdo produzidas mudas com caracteristicadtiges idénticas as da planta-
matriz, permitindo com isso a clonagem de genotgmdecionados e de alta qualidade
genética, as mudas obtidas sao livres de viruiromes e obtidas em um curto espaco
de tempo, otimizando dessa forma a exploragao glenslfrutos (LIMA et al., 2007;
VILLA et al., 2008; ARRIGONI-BLANK et al., 2011).

Dependendo da espécie cultivada ocorre uma resposiaresenca de
reguladores de crescimento no meio de cultivoassel, tipo e concentracdes utilizadas.

A relacdo entre auxinas e citocininas € esseneig gue se alcancem os melhores
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resultados na micropropagacdo, a interacdo entes a®is tipos de reguladores
controla muitos aspectos da diferenciacao celutaganogénese na cultura de tecidos e
orgaos (SOARES et al., 2007; PINHAL et al., 201Ak auxinas promovem O
alongamento celular e ativacdo de enzimas hidrafitiporém, em altas concentracfes
podem prejudicar o crescimento da plantula. Ascoitoas atuam na diviséo celular e
podem induzir a embriogénese somatica (LACERDAIL.e2808; VILLA et la., 2008;
REZENDE et al., 2009; WERNER et al., 2010).

Objetivou-se com esse trabalho avaliar diferemdesentracdes e reguladores de

crescimento no cultivon vitro de plantulas de mangabeira.
2. MATERIAL E METODOS

Frutos de mangabeira foram coletados em janeirc2@EL, na Fazenda
Gameleira, localizada no municipio de Montes Cla®soias — GO (16° 06’ 20" S —
51° 17’ 117 W) a 592 m de altitude. Os ensaiosaforconduzidos no Laboratoério de
Cultura de Tecidos Vegetais do IF Goiano - CanipiosVerde, GO.

A despolpa dos frutos foi realizada manualmente eoxilio de peneira de
aluminio malha n°55. Posteriormente, as sementasfescarificadas manualmente,
sob agua corrente, para retirada do tegumento mesgshs em recipiente com agua
corrente contendo trés gotas de Twenn - 80% duhtainutos. Em seguida, foram
imersas por 30 segundos em alcool 70% (v/v) e 2tm$ em solucdo de cloro ativo
(5%). O triplo enxague foi feito em camara de fluaminar com agua destilada e
autoclavada.

As sementes foram transferidas, uma a uma, pams tde ensaio (25 X
150mm) contendo 20 mL de meio de cultivo MS (MURAGH & SKOOG, 1962),
com a metade da concentragao original dos sais504%);, mais as vitaminas proposta
por White (1943), com 30 glde sacarose e 3,5 g'lde agar (Dinamic3d. O pH foi
ajustado para 5,7+0,3 antes da autoclavagem. Ap@nsferéncia, as sementes foram
mantidas sob fotoperiodo de 16 horas com tempeardei25+3°C, umidade relativa de
45 a 46% e radiacdo fotossintética ativa de 45s®B| m? s’, permanecendo para
fornecer explantes j& estabeleci@ositro, para implantacdo dos ensaios.

Os segmentos nodais obtidos foram mantidosvitro por cinco meses,
passando por cinco repicagens, sendo cultivaddsilens de ensaio (25 x150 mm) com
meio WPM (LLOYD & MCCOWN, 1980) com a metade da centracédo original dos
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sais (WPM-50%), mais as vitaminas proposta por 8/{i943), 30g L de sacarose e
3,5g L de agar (Dinami). A substituicdo do meio de cultivo MS-50% pelo MAP

50% foi pelos resultados obtidos no Capitulo I.

2.1. Ensaio | — Crescimentdn vitro de plantulas de mangabeira em funcdo da
relacéo 4cido indolacético (AIA) e cinetina (KIN)

Foram utilizados como fonte de explantes segmembosis provenientes de
sementes preestabelecidassitro. Cada segmento tinha 2 cm de comprimentoas du
gemas axilares.

Os explantes foram transferidos para tubos de ®1i8&ix 150mm), contendo
20 mL de meio de cultivo WPM (LLOYD & MCCOWN, 1980fom metade da
concentracdo original dos sais (WPM-50%), mais it@mwnas proposta por White
(1943) em nove interacdes (LM) de &cido indolacgi#dA) e cinetina (KIN) (Tabela
1).

Tabela 1. Diferentes combinacdes de acido indolacético (A¢Atinetina (KIN) no
crescimentan vitro de plantulas mangabeirelgncornia specios&omes).
Rio Verde — GO, 2012.

Tratamentos AlA (uM) KIN (LM)
T1 0,00 0,00
T2 0,00 4,65
T3 0,00 9,29
T4 5,71 0,00
T5 5,71 4,65
T6 571 9,29
T7 11,42 0,00
T8 11,42 4,65
T9 11,42 9,29

No preparo dos meios, utilizaram 30 § He sacarose e 3,5 g'lde agar
(Dinamic&). O pH foi ajustado para 5,7+0,3 antes da autagem. Os tubos
inoculados foram mantidos sob fotoperiodo de 1@&haom temperatura de 25+3°C,

umidade relativa de 45 a 46% e radiac&o fotosgiatétiva de 45-55mol m? s™.
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Apés a avaliacdo ocorrida aos 30 dias de cultiv®, eaplantes foram
transferidos para um novo meio de cultivo, idéntos que Ihes deram origem (1°
subcultivo), e conduzidos nas mesmas condicOesimgmais até a avaliagdo aos 60
dias. Aos 30 e 60 dias, avaliaram o comprimentoionéals plantulas (desconsiderando
as raizes quando ocorreram) da parte aérea, nudeeigemas, folhas expandidas,
brotacfes laterais, raizes adventicias e calos. &arcaracteristicas nimero médio de
raizes adventicias e formacéo de calos por explargm dadas notas para presenca (1)
e auséncia (0) no momento das avaliacoes.

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb, em arranjo fatorial
3x3 (3 concentracdes de AlA x 3 concentragdes i Klcada tratamento continha 20

repeticdes, constituida por um tubo, totalizandd dBidades experimentais. Os dados

numéricos foram transformados eirxr + 1 e avaliados estatisticamente, mediante a
analise de variancia, testando as médias peloTe&ty (5%), com auxilio do software
SISVAR (FERREIRA, 2003).

2.2. Ensaio Il — Crescimentoin vitro de plantulas de mangabeira em funcédo da

relacéo 4cido naftalenoacético (ANA) e 6-benzilamapurina (BAP)

Utilizou segmentos nodais como fonte de explantesn cas mesmas
caracteristicas dos utilizados no ensaio (I), quaet comprimento, nimero de gemas
axilares e tempo de cultivno vitro.

Os explantes foram excisados e transferidos pdrastude ensaio (25 x
150mm), contendo 20 mL de meio de cultivo WPM (LLD®¥ MCCOWN, 1980),
com metade da concentracéo original dos sais (W&¥}5mais as vitaminas proposta
por White (1943) em nove combinacdes (LM) de &cidftalenoacético (ANA) e 6-
benzilaminopurina (BAP) (Tabela 2):
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Tabela 2. Diferentes combinacfes de naftalenoacético (AN tEenzilaminopurina
(BAP) no crescimentan vitro de plantulas de mangabeirblapcornia
speciosasomes). Rio Verde — GO, 2012.

Tratamentos ANA (M) BAP (M)
T1 0,00 0,00
T2 0,00 4,44
T3 0,00 8,88
T4 5,37 0,00
T5 5,37 4,44
T6 5,37 8,88
T7 10,74 0,00
T8 10,74 4,44
T9 10,74 8,88

Para o preparo dos meios de cultivo utilizaram Bdgle sacarose e 3,5¢'L
de agar (Dinamidy. O pH foi ajustado para 5,7+0,3 antes da autagem. Apds a
inoculacéo os tubos de ensaio foram mantidos nasnage condicbes de crescimento
gue as descritas no ensaio (I).

Apds a avaliagdo ocorrida aos 30 dias, os expldotas transferidos para um
novo meio de cultivo idéntico aos de origem (1°%siiivo), e conduzidos nas mesmas
condicOes experimentais até a avaliacdo aos 60AlEs30 e 60 dias, foram avaliadas
as mesmas caracteristicas descritas no ensaio |.

O delineamento experimental foi inteiramente as@acam arranjo fatorial 3x3
(trés concentracdes de BAP x trés concentracOs\Ndg e cada tratamento continha

20 repeticdes, constituida por um tubo, totalizat86 unidades experimentais. Os

dados numéricos foram transformados eiw + 1 e avaliados estatisticamente,
mediante a andlise de variancia, testando as mgeiageste Tukey (5%), com auxilio
do software SISVAR (FERREIRA, 2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Ensaio | — Crescimentan vitro de plantulas de mangabeira em funcdo da

relacdo acido indolacético (AlA) e cinetina (KIN)
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Aos 30 dias de cultivan vitro, ndo houve diferenca entre as concentracdes de
AIA para comprimento médio de parte aérea e formaeghcalos. Para o nUmero médio
de folhas expandidas, foram obtidos os maioresremloa auséncia de AIA e na
concentracdo de 11,42 uM AIA, quando na interagém &,65 e 9,29 uM KIN,
respectivamente (Tabela 3). J4 para numero médiged®s e brotacdes laterais foi
verificado o mesmo comportamento do nimero médifottas expandidas, ou seja,
quando na auséncia de AIA em combinacdo com 4,6K|[NMobteve o maior valor
médio (Tabela 3).

Entre as concentracdes de KIN para o comprimentiarde parte aérea e o
namero médio de gemas quando na combinacdo deu#J68IN na auséncia de AIA
foi constatado os maiores valores médios (Tabel®&)a o nimero medio de folhas
expandidas na interacdo 9,29 uM KIN + 11,42 uM AdAverificado o maior valor
médio. Enquanto para a formacao de calos quandon@entracdo de 4,65 uM KIN na
combinagdo com 11,42 uM AIA foi obtido o maior vatoédio (Tabela 3).

Apesar de ter sido observado formacdo de raizealgmms tratamentos, nao

ocorreu diferenca entre as concentragcdes de AlfNe K
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Tabela 3. Comprimento médio das plantulas (desconsiderandoai@gs quando
ocorreram), numero médio de folhas expandidas, gebmatacdes laterais
e formacdo de calos por plantulas de mangabeéieamdornia speciosa
Gomes) aos 30 dias de cultivo em meio WPM-50% sopieado com
diferentes combinacgdes de AIA + KIN. Rio Verde —,G012.

Concentracdes KIN
(uM) 0,00 4,65 9,29
AlA Comprimento médio das plantulas
0,00 1,76 Aab+ 0,14 1,83 Aa +0,17 1,67 Ab + 0,11
571 1,74 Aa = 0,19 1,68 Aa = 0,13 1,72 Aa = 0,19
11,42 1,70 Aa = 0,19 1,68 Aa = 0,21 1,79 Aa =+ 0,17
Numero médio de folhas expandidas por plantulas
0,00 1,35 Aa = 0,37 1,63 Aa = 0,3¢ 1,35 ABa + 0,35
571 1,40 Aa = 0,37 1,17 Ba + 0,24 1,24 Ba + 0,43
11,42 1,21 Ab + 0,29 1,23 ABb + 0,51 1,68 Aa + 0,53
Numero médio de gemas por plantulas
0,00 2,44 Aab + 0,37 2,73 Aa = 0,43 2,22 Ab + 0,50
571 2,19 Aa + 0,55 2,24 Ba + 0,62 2,04 Aa = 0,583
11,42 2,23 Aa += 0,67 2,10 Ba = 0,73 2,45 Aa + 0,67
Numero médio de brotacoes laterais por plantulas
0,00 1,24 Aa = 0,15 1,33 Aa = 0,1¢ 1,26 Aa =+ 0,17
571 1,09 Aa = 0,11 1,18 ABa + 0,13 1,19 Aa = 0,16
11,42 1,16 Aa + 0,16 1,03 Ba = 0,08 1,18 Aa + 0,21
Formacao de calos por plantulas
0,00 1,00 Aa + 0,00 1,09 Aa + 0,12 1,06 Aa + 0,10
571 1,00 Aa + 0,00 1,06 Aa + 0,10 1,04 Aa + 0,09
11,42 1,00 Ab = 0,00 1,17 Aa = 0,15 1,00 Ab = 0,00

! Médias seguidas pela mesma letra mailscula entrereentracdes de AlA na coluna e minGscula entre
as concentrac6es de KIN na linha, ndo diferem enelo teste Tukey (5%).
2 + Erro padrdo da média.

Aos 60 dias de cultivi vitro, o maior numero meédio de genfasobservado
entre as concentracdes de AlA, quando plantulasradas em meio suplementado com
5,71uM AIA na auséncia de KIN,0 maior nimero métkofolhas expandidas ocorreu
quando em meio suplementado com 11,42 uM AIA + QEBKIN. Para brotacdes, 0s
melhores resultados foram observados na ausénciAldleem combinacdo com
4,65uM KIN. Na auséncia de AIA em combinacéo co6b4M ou 9,29 uM KIN e na
interacdo 11,42 uM AIA + 4,65 pM KIN ocorreu maformacéo de calos nas plantulas
(Tabela 4).

As concentracfes de KIN ndo influenciaram o numer@dio de folhas
expandidas e brotagbes. Plantulas cultivadas nasentracdes de KIN obtiveram
maiores valores para niumero médio de gemas na¢a®0,29 uM KIN + 11,42 uM
AlA. Para formacgéo de calos maiores valores foratidos nas combinagdes 4,65uM
KIN + 11,42 uM AlA e 9,29 uM KIN + 0 uM AIA (Tabeld).
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As interagbes de AIA + KIN n&o exerceram influénpara comprimento

médio de parte aérea e niumero médio de raizestéasn

Tabela 4.Numero médio de folhas expandidas, gemas, brotagf@msnacdes de calos
por plantulas de mangabeirBlancornia speciosgGomes) aos 60 dias de
cultivo em meio WPM — 50% suplementados com difi@eoombinacdes de
AlA + KIN. Rio Verde — GO, 2012.

Concentracdes KIN

(M) 0,00 4,65 9,29

AlA NUumero médio de folhas expandidas por plantula

0,00 1,69 Ad+ 0,39 1,70 Aa £ 0,34 1,45 ABa + 045

571 1,47 Aa £ 0,43 1,27 Aa £ 0,21 1,22 Ba + 0,39

11,42 1,45 Aa = 0,40 1,39 Aa + 0,4€ 1,71 Aa £ 0,36

NuUumero médio de gemas por plantula

0,00 2,63 ABa = 0,49 2,68 Aa + 0,55 2,39 Aa + 0,65

571 2,78 Aa +1,21 2,67 Aa + 0,91 2,43 Aa £ 0,62

11,42 2,02 Bb + 0,48 2,60 Aab + 1,00 2,72 Aa + 1,05

Formacéao de calos por plantula

0,00 1,03 A" +0,0¢ 113 Aab+01 118Aa+0,1

571 1,00 Aa + 0,00 1,00 Ba + 0,0C 1,00 Ba + 0,00

11,42 1,00 Ab + 0,00 1,17 Aa £ 0,15 1,04 Bb + 0,09
NUmero médio de brota¢des laterias por plantula

0,00 1,27 Aa £ 0,23 1,33 Aa +£ 0,23 1,20 Aa £ 0,31

571 1,06 Aa + 0,25 1,09 Ba +0,12 1,07 Aa + 0,27

11,42 1,11 Aa £ 0,15 1,10 Ba + 0,20 1,19 Aa £ 0,21

! Médias seguidas pela mesma letra mailscula entrereentracdes de AlA na coluna e minGscula entre
as concentrac6es de KIN na linha, ndo diferem enpelo teste Tukey (5%).
2 + Erro padrdo da média.

Foi observado que ocorreu regeneracao dos segmamtpéantulas vigorosas
em todos os tratamentos, avaliados aos 60 dias.hNéee oxidacdo, porém ocorreu
formacdo de calos, sendo observada baixa conta@mnéacteriana (10,56%) e
nenhuma flngica.

Visualmente, aos 60 dias de cultivo, nos tratangentm as interagcdes OuM
AIA + 0 UM KIN, 5,71 uM AIA + 0 uM KIN, 5,71 uM AlA+ 9,29 uM KIN e 11,42
UM AIA + 4,65 pM KIN as plantulas obtidas eram vigsas de coloracdo verde -
escura, sem alteracbes morfoldgicas sendo rignaer@m excisadas. No restante dos
tratamentos predominou a coloracao verde-clarpldasulas (Figura 1).

Nas interagées 5,71 pM AIA + 4,65 uM KIN, 11,42 VA + 4,65 uM KIN
e 11,42 uM AIA + 9,29 uM KIN as folhas obtidas erandimentares embora
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estivessem expandidas e os entren0s das plantalas cairtos, diferindo das outras
interacdes e ocorreu inicio de formacao de caligsi(& 1 e 2).

As plantulas cultivadas nas interacbes 0 UM AIA,654uM KIN, 5,71 uM
AIA + 4,65 uM KIN e 11,42 uM AIA + 0 uM KIN eram #eladas, e o caule e as

folhas despigmentados (verde-claro) (Figura 1 e 2).

Figura 1. Plantulas de mangabeirdgncornia specios&omes) aos 60 dias de cultivo
in vitro em meio de cultivo WPM — 50%. Tratamentos (UM@)(D AIA + 0
KIN; (T2) 0 AIA + 4,65 KIN; (T3) 0 AIA + 9,29 KIN;(T4) 5,71 AIA + 0
KIN; (T5) 5,71 AIA + 4,65 KIN; (T6) 5,71 AIA + 9,2KIN; (T7) 11,42 AIA
+ 0 KIN; (T8) 11,42 AIA + 4,65 KIN; (T9) 11,42 AlA 9,29 KIN. Plantulas
estioladas, formacgéo de calos e entrends curtts).($tos: Cabral, 2012.
Rio Verde - GO, 2012. Barra = 10mm.
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Ocorreu formacao de raizes adventicias nas intesa@@M AIA + 4,65 pM
KIN, 5,71 uM AIA + 4,65 pM KIN e 11,42 uM AIA + OM KIN e brotacbes laterais
na combinacéo 0 uM AIA + 9,29 uM KIN (Figura 2).

Figura 2. Plantulas de mangabHgncornia specios&omes) aos 60 dias de cultivo
vitro em meio de cultivo WPM — 50%. Tratamentos (LM):)(TAIA + 4,65
KIN; (T3) 0 AIA + 9,29 KIN; (T5) 5,71 AIA + 4,65 KN; (T7) 11,42 AIA+ 0
KIN; (T8) 11,42 AIA + 4,65 KIN. Raizes adventiciastotacdes laterais,
plantula estiolada e formacado de calos (seta).sE@abral, 2012. Rio Verde
- GO, 2012. Barra = 10mm.

Em estudos realizados com mussaemMdaséaenda erythrophyllav. Rosea)
Almeida et al. (2010) encontraram resultados seamédis aos descritos neste trabalho,
em que meio de cultivo suplementado com 1 mM@t65 uM) de KIN promoveu maior
multiplicagdo de gemas. Enquanto para barbatinftoyghnodendron adstringens
Mart.) concentracdes de 1mg (4,65 uM) e 5 mg t (23,23 uM) de KIN foram as
mais eficientes para inducdo de gemas e brotabB€$sdqLI et al., 2008).

Perante os resultados obtidos o0 uso de meio deasliplementado com 4,65

MM KIN ausente de AlA foi o mais adequado paraesc@mentan vitro de mangaba,
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por proporcionar maior comprimento médio dos expelsn nimero de folhas

expandidas, gemas e brotacdes laterais.

3.2. Ensaio Il — Crescimentoin vitro de plantulas de mangabeira em funcédo da

relacéo 4cido naftalenoacético (ANA) e 6-benzilamapurina (BAP)

Aos 30 dias de cultivan vitro, entre as concentracbes de ANA, plantulas
cultivadas na interacao 5,37 UM ANA + 4,44 uM BABtigeram maior comprimento
médio e niumero médio de gemas. Para numero méditoldas expandidas foi
observado o mesmo comportamento de comprimentoonmtiEdiparte aérea e numero
meédio de gemas. A combinacdo 0 uM ANA + 4,44 uM Blambém proporcionou
elevados valores médios para folhas expandidaa famacdo de calos nado foi
observado influéncia das concentracdes de ANA (&e)e

Entre as concentracdes de BAP, para numero médfolltkes expandidas e
formacdo de calos foi observado que na ausénciaBAB, independente da
concentracdo de ANA utilizada, obtiveram os mengedsres médios. Na auséncia de
BAP, em combinacdo com 5,37 uM ANA, foram obsergad® menores valores para
comprimento médio de parte aérea, porém a interag@® M BAP + 0 uM ANA e
8,88 UM BAP + 10,74 uM ANA proporcionou maior numenédio de gemas (Tabela
5). As diferentes concentracdes de ANA e BAP ndoaeram influéncia para numero

médio de brotacdes.
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Tabela 5. Comprimento médio de plantulas (desconsiderandoraémes quando
ocorreram), numero médio de folhas expandidas, gesntormacao de
calos por plantulas de mangabeikaKficornia speciosgGomes) aos 30
dias de cultivo em meio WPM — 50% suplementado abfaerentes
concentracdes de ANA + BAP. Rio Verde — GO, 2012.

Concentrag6e BAP

(M) 0 4,44 8,88

ANA Comprimento médio das plantulas

0,00 1,72 Ad+ O,léf 1,86 ABa £ 0,27 1,90 Aa £ 0,24

5,37 1,66 Ab = 0,14 1,99 Aa £ 0,53 1,92 Aa £ 0,57

10,74 1,77 Aa £ 0,32 1,69 Ba + 0,15 1,78 Aa £0,21

Numero médio de folhas expandidas por plantulas

0,00 1,28 Ab = 0,23 2,02 Aa £ 0,61 1,89 Aa £ 0,€0

5,37 1,31 Ab + 0,26 193 Aa £ 1,22 2,06 Aa = 0,63

10,74 1,26 Ab = 0,26 1,20 Bb = 0,40 1,77 Aa £ 0,£9

NUmero médio de gemas por plantulas

0,00 2,35 Ab £ 0,40 2,50 ABab + 0,70 2,78 Aa = 0,55

5,37 2,35 Aa = 0,60 2,55 Aa = 0,96 2,69 Aa = 0,75

10,74 2,30 Aab £ 0,51 2,07 Bb + 0,78 2,55 Aa = 0,57
Formacao de calos por plantulas

0,00 1,00 Ab = 0,00 1,31 Aa £ 0,13 1,19 Aa £ 0,14

5,37 1,00 Ab + 0,00 1,36 Aa £ 0,12 1,27 Aa £0,13

10,74 1,00 Ab = 0,00 1,22 Aa £ 0,14 1,30 Aa £ 0,12

! Médias seguidas pela mesma letra maitiscula esto®rcentracdes de NAA na coluna e mindscula
entre as concentragdes de BAP na linha, néo diferdgra si pelo teste Tukey (5%).
2 + Erro padréo da média.

Aos 60 dias de cultivan vitro, entre as concentragdes de ANA maiores
namero médio de folhas expandidas foram verificadasauséncia de ANA em
combinacéo com 4,44 ou 8,88 uM BAP. Para formagioalbs ndo houve diferenca
entre as concentracfes. Entre as concentracfesABe & concentracdes 4,44 ou
8,88uM BAP na auséncia ou na interagéo 8,88 uM BAR,74 uM ANA possibilitou
0s mais elevados numeros médios de folhas expandida relagcbes 4,44 uM BAP + 0
UM ANA e 4,44 uM BAP + 5,37 uM ANA foram obtidos osaiores valores para
formacdo de calos (Tabela 6).
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Tabela 6. Numero médio de folhas expandidas e formacao de pal explante em
plantulas de mangab&éncornia specios&omes) aos 60 dias de cultivo
em meio WPM -50% suplementado com diferentes cdracgies de ANA
+ BAP. Rio Verde — GO, 2012.

Concentracdes BAP
(M) 0,00 4,44 8,88
ANA Numero médio de folhas expandidas por plantulas
0,00 1,58 A" + 05¢ 224Aa+06 224Aa+07
5,37 1,42 Aa + 0,40 1,83 ABa+1,31 1,89 Aa+ 0,93
10,74 1,30 Ab+ 0,61 1,46Bab+0,35 1,88 Aa +0,59

Formacao de calos por plant

0,00 1,00 Ab+ 0,05 1,28 Aa+0,14 1,19 Aab + 0,14
5,37 1,04 Ab +0,09 1,26 Aa +0,18 1,24 Aab + 0,14
10,74 1,16 Aa+031 129Aa+013 130Aa+012

! Médias seguidas pela mesma letra maitiscula estmrcentracdes de ANA na coluna e minGscula
entre as concentracdes de BAP na linha, ndo diferdre si pelo teste Tukey (5%).

2+ Erro padréo da média.

Visualmente constataram que os segmentos nodait@rs 0s tratamentos
regeneraram plantulas bem formadas aos 60 diasobifceu oxidagdo, porém houve
formacgao de calos. Foi observada baixa contaminbaéateriana (7,78%) e nenhuma
fungica.

Na auséncia de regulador de crescimento no mesaltieo, nas concentracdes
5,37 uM ANA e 10,47 uM ANA em auséncia de BAP oumntaracao 10,47 uM ANA
+ 4,44 uM BAP as plantulas obtidas eram de colarag&de-escura, com folhas
expandidas pequenas e entrends curtos (FiguraoB3mPas plantulas cultivadas nas
combinacdes de 0 uM ANA + 8,88 uM BAP e 5,37 uM ANA,88 UM BAP eram de
coloracdo verde-escura mais acentuada, caracaterista espécie, com folhas
expandidas e maiores (Figura 3 e 4).

Nas interacdes 0 uM ANA + 4,44 uM BAP, 5,37 uM ANAL,44 UM BAP e
10,74 uM ANA + 8,88 uM BAP as plantulas eram dedo verde-clara, sendo que
nas duas Ultimas combinacdes o caule das planéusadotalmente despigmentado
(branco). As folhas expandidas das duas primemtasacdes eram maiores e na Ultima

as folhas apesar de expandidas eram menores (BG4
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Figura 3. Plantulas de mangabeitdancornia specios&omes) aos 60 dias de cultivo
in vitro em meio de cultivo WPM-50%. Tratamentos (uLM): (T1ANA+ O
BAP; (T2) 0 ANA+ 4,44 BAP; (T3) 0 ANA + 8,88 BAPT4) 5,37 ANA+ 0
BAP; (T5) 5,37 ANA + 4,44 BAP; (T6) 5,37 ANA + 8,8BAP; (T7) 10,74
ANA + 0 BAP; (T8) 10,74 ANA + 4,44 BAP; (T9) 10, ANA + 8,88 BAP.
Fotos: Cabral, 2012. Rio Verde — GO, 2012. Fot@dir@l, 2012. Rio Verde
— GO, 2012. Barra = 10mm.

Na interacdo 5,37 uM ANA + 8,88 uM BAP o caule dgumas brotacdes
laterais exibiram coloracdo roxo-avermelhado, queakacteristico da espécie, fato
também observado por Lédo et al. (2007). Outratabdes laterais eram de coloracdo
verde-clara com aspecto estiolado, como nas ohtidssnteracbes O UM ANA + 8,88
UM BAP e 10,74 uM ANA + 8,88 UM BAP (Figura 4).
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Ocorreu formacao de calos e raizes adventiciasteea¢do 5,37 uM ANA +
8,88 uM BAP e em meio suplementado com 10,74 pM A&lUsente de BAP,
respectivamente (Figura 4).

Figura 4. Plantulas de mangabeirdgncornia specios&omes) aos 60 dias de cultivo
in vitro em meio de cultivo WPM-50%. Tratamentos (uLM): (D2ANA +
4,44 BAP; (T3) 0 ANA + 8,88 BAP; (T6) 5,37 ANA +88 BAP; (T7) 10,74
ANA + 0 BAP; (T9) 10,74 ANA + 8,88 BAP. BrotacOestérais, coloracéo

roxo-avermelhada, calos, raizes adventicias eytéestiolada (seta). Fotos:
Cabral, 2012. Rio Verde — GO, 2012. Barra = 10mm.

A formacdo de calos ocorreu em diversas interag®&s + BAP, diferindo
guanto ao tamanho e coloracdo da massa formadss éwdm de consisténcia rigida e
dura (calos compacto) (Figura 5). Quanto a colaragi calos na auséncia de ANA em
meio suplementado com 4,44 uM BAP ou 8,88 uM BARaenteracdo 10,74 uM
ANA + 4,44 uM BAP eram de coloracdo escura (marro@®$ calos obtidos na
interacdo 10,74 uM ANA + 8,88 uM BAP eram brancosncalgumas pontuacdes
vermelhas, enquanto os obtidos nas combinacoeg B3XNA + 4,44 uM BAP e 5,37
MM ANA + 8,88 UM BAP eram brancos com pontuacdesies (marrom) (Figura 5).
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Figura 5. Plantulas de mangabeirddgncornia specios&omes) aos 60 dias de cultivo
in vitro em meio de cultivo WPM-50%. Tratamentos (UM): (D2ANA +
4,44 BAP; (T3) 0 ANA + 8,88 BAP; (T5) 5,37 ANA +44 BAP; (T6) 5,37
ANA + 8,88 BAP; (T8) 10,74 ANA + 4,44 BAP; (T9) T0f ANA + 8,88
BAP. Formacao de calos (seta). Fotos: Cabral, 2Ri®?Verde — GO, 2012.
Barra= 10mm.

As diferentes concentracdes de ANA e BAP influeratra 0 comprimento
médio de parte aérea, nimero médio de gemas, radthemticias. Apesar de ter
observado a formacdo de brotacOes laterais em akyumnteracdes, ndo ocorreu
diferenca entre as concentracdes utilizadas. Diferelo encontrado no presente
trabalho, Bastos et al. (2007), utilizando meiocdkivo suplementado com 2 mg'L
(8,88 uM) BAP e 0,5 mgt (2,85 uM) AIA, relataram maior formacdo de broes6
em mangaba. Soares et al. (2007) obtiveram maiwreral de brotacdes e gemas em
mangaba quando utilizaram 5mg (22,20 uM) e 3 mg t (13,32 pM) de BAP em
meio WPM, sendo que o maior comprimento de brotwc¢deorreu em meio
suplementado com 1 mg'l(4,44 pM) ou 2 mg T (8,88 uM) de BAP.

De acordo com Santos et al. (2008) para formatgiobrotacbes em
abacaxizeiro ornamentalfifanas comosusar. bracteatusLindl.), a concentracdo de
1,2 mg L' (5,33 pM) de BAP com 120 dias de cultivovitro foi a mais eficiente.
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Araujo et al. (2008), porém observaram que o mefdesnentado com 2,243 mg'L
(9,96 uM) de BAP promoveu maior proliferagdo det@soem abacaxizeiro “smooth
cayenne”, sendo que quando utilizado 1 rifg4,44 pM) de BAP, os brotos eram mais
desenvolvidos. Aragéao et al. (2011) verificaram gumncentracdo de 2,5 uM de BAP
foi a mais indicada para induzir brotacbes em pasib(Caesalpina echinatdbam.).
Santos et al. (2006), utilizando 0,05 mg 0,27 uM) de ANA combinado com 0,75 mg
L™ (3,33 pM) de BAP, encontraram maior inducdo dednies e de gemas em pequi
(Caryocar brasiliens€€amb.)

Segundo Villa et al. (2008), maior comprimento méde parte aérea de
amoreira-preta cv. BrazoR(busspp.) ocorreu em meio de cultivo suplementado com
1mg L* (5,37 pM) de ANA. Para @attleya loddigesisp. na concentracdo de 0,67 mg
L™ (3,60 pM) de ANA é obtido maior nimero de folnRBEZENDE et al., 2009). Em
barbatimé&o $tryphnodendron adstringeart.) para inducdo de raizes e obtencéo de
maior comprimento destas a concentracdo de 4 @148 pM) de ANA foi a mais
eficiente (NICIOLI et al., 2008). Porém, para o amamento de pau-rosarfiba
rosaeodord meio suplementado com 3 mg (16,11uM) de ANA foi o mais eficiente
(JARDIM et al., 2010). Enquanto para guarirobei&yagrus oleraceaVart.) meio
contendo 1 mg t (5,37 uM) de ANA foi o mais adequado para formagaoraizes
(MELO et al., 2001). Para a micropropagacdo de aimampreta cv. Tupy e Ebano
melhores resultados foram obtidos com a adicdo dgy 1 (5,37 uM) de ANA no
meio de cultivo (VILLA et a., 2008). Para a multgaicdo de abacaxizeiro cv. Emepa
vitro meio MS suplementado com 2 mg (8,88 uM) de BAP e 0,5 mg'L(2,68 pM)
de ANA foi o mais adequado (MORAES et al., 201®)si@ et al. (2010) observaram
melhor multiplicacdo de mulungierythrina velutinaWilld.) em meio suplementado
com 17,76 uM de BAP.

Portanto, com os resultados obtidos verificando queio de cultivo
suplementado com 5,37 uM ANA + 4,44 uM BAP foi oisnadequado para o
crescimentdn vitro de mangabeira, proporcionou maior comprimento médiparte
aérea, numero de folhas expandidas e gemas. Seledmejo em auséncia de ANA
suplementado com 4,44 uM BAP também pode ser ugamém esse proporciona
menor comprimento médio dos explantes.

Meio de cultivo suplementado com 4,65 uM KIN em émcsa de AIA
proporcionou maior comprimento medio de parte aérngemero meédio de folhas

expandidas, gemas e brotagcbes em mangabeira ecBwrde raizes adventicias, apesar
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de nado ter ocorrido diferenca entre as concentsagie AIA + KIN, e nessa
concentracdo ocorreu formagao de calos.

Desta forma, para o cultivln vitro de plantulas de mangabeira o mais
adequado foi a utilizacéo de 4,65 uM KIN em meropprcionando brotacdes e menor
massa de calos, além de ter ocorrido formacgéo idesradventicias, e formacdo de

menor massa de calos.

4. CONCLUSAO

A concentracdo de 4,65 pM KIN em auséncia de AlAppmia maior
comprimento médio de parte aérea, numero médiootlad expandidas, gemas e
brotacoes.

Na interagdo 5,37 uM NAA + 4,44 uM BAP ocorreu masmmprimento
médio de parte aérea, numero médio de folhas eigmn@ gemas de plantulas de
mangabeira.

Para o cultivo de plantulas de mangabeira foi aaéga utilizacdo de 4,65

KM KIN em meio, proporcionando maior crescimeintgitro das plantulas.
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CAPITULO V

DESENVOLVIMENTO DO PROTOCOLO PARA
ENRAIZAMENTO DE EXPLANTES DE MANGABEIRA IN VITRO

RESUMO

A mangabeira tem grande potencial para exploracdodenica, destacada como uma
das arvores frutiferas mais promissoras para prgade exploracdo sustentavel no
cerrado, porém sua propagacdo sexuada nao é teaissfpelo elevado grau de
recalcitrancia de suas sementes, sendo necessargasiogo apos a extracéo do fruto.
Algumas espécies tém dificuldades na fase de emnaiatoin vitro, com destaque para
as lenhosas, sendo necesséria a adicdo de regdatrcrescimento ou modificacdes
na constituicdo do meio de cultivo. Objetivou-senaesse trabalho, avaliar o efeito da
sacarose e carvao ativo, em combinacdo com diereabncentracbes de acido
indolbutirico, no enraizamentin vitro de mangabeira. Foram avaliados quatro
diferentes composi¢cdes de meio de cultivo que@lil@avam na presenca e auséncia de
sacarose e carvao ativado em combinagcdo com cifererttes concentragcdes (LM) de
acido indolbutirico (AIB) (0,0; 12,3; 24,6; 36,99,2 uM). Foi utilizado delineamento
inteiramente ao acaso. Apdés 30 e 60 dias de cultivavitro, foram avaliados
comprimento meédio da parte aérea, numero médio etrag, folhas expandidas,
brotacdes, porcentagem de enraizamento, comprinmeétiio de raizes e porcentagem
de formacao de calos. Conclui-se que 0 meio dévouttom sacarose e sem carvao
ativado suplementado com 36,9uM de AIB proporcionoaior crescimento e

enraizamentan vitro de plantulas de mangaba.

Palavra — chavesHancornia specios&omes, acido indolbutirico, sacarose, carvéo.
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CHAPTER V

DEVELOPMENT OF A PROTOCOL FOR EXPLANTS ROOTING
OF MANGABEIRA IN VITRO

ABSTRACT

Mangabeira has great potential for economic exgioim, especially as one of the most
promising fruit trees for sustainable programshia terrado, but its sexual propagation
is not satisfactory for the high degree of recedcite of their seeds, being necessary to
seed immediately after fruit remova&@ome species have difficulties in the vitro
rooting phase, with emphasis to the woody, beingesgary the addition of growth
regulators or changes in the constitution of theioma. The objective of this study was
to evaluate the effect of sucrose and activatedcolahin combination with different
concentrations of IBA ornn vitro rooting of H. speciosa. There were evaluated four
different compositions of growth media that différan the presence and absence of
sucrose and activated charcoal in combination inta different concentrations of
(LM) INDOLBUTYRIC ACID (IBA) (0.0, 12.3, 24.6, 36, 49.2 pM). There were
used a completely randomized design. After 30 ahald@®ys ofin vitro culture, were
evaluated the average length of shoots, averagebemwf buds, expanded leaves,
shoots, rooting percentage, average length of radspercentage of callus formation.
It is concluded that the culture medium with suer@sd without activated charcoal
supplemented with 36.9 uM IBA showed higher growtid rooting ofn vitro mangaba

explants.

Key words: Hancornia speciosdBA, sucrose, coal
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1. INTRODUCAO

A mangabeira Hancornia speciosaGomes) tem grande potencial para
exploracdo econdémica, destacada como uma das srfrotéeras mais promissoras
para programas de exploracdo sustentavel no ceapdsar dos poucos estudos sobre a
cultura sua propagacao pode ser via assexuadaamed uso de parte vegetal e
sexuada através da semente, porém nao € satefpdédoi elevado grau de recalcitrancia
de suas sementes, sendo necessario semear loga extacao do fruto. A reducéo do
teor de agua de suas sementes pode ocasionar gagjoslicando sua viabilidade e
vigor, e com isso reduzindo o poder germinativoa @olpa dos frutos tem agao
inibitoria sobre a germinacao (BASTOS et al., 20DALDAS et al., 2009; SOARES et
al., 2009; SANTOS et al., 2010; BARROS et al., 2D10

A sua exploracdo € predominantemente extrativé&tia. madeira € utilizada na
carpintaria, para confeccéo de caixas e para p&odde carvao. A planta é laticifera e a
borracha tem potencial de uso industrial, as canaticas fisico-mecanicas conferem a
borracha boas caracteristicas tecnologicas, podsgrdasada em aplicacbes comerciais
(VIEIRA et al., 2006; SOARES et al., 2007; BARROSak, 2010). Seus frutos do tipo
baga contém polpa branca, agridoce e aromaticdps@do da polpa aproveitada na
forma de sucos, sorvetes, licores, doces, vinhanagve ou consumidan natura
(COSTA et al., 2005; SANTOS et al., 2009).

O crescimento das mudas € lento, reduzido o sderem propaga-la, por isso a
micropropagacgdo € a alternativa mais utilizada eofmalidade de obter um grande
namero de plantas uniformes, independente da égocano, sendo importante na
propagacao de diferentes espécies, que assim camengabeira tem baixa taxa de
germinacdo (LEDO et al., 2007; SOARES et al., 2@ DAS et al., 2009).

Algumas espécies, com destaque para as lenhosatdifiémdades na fase de
enraizamento, mesmo na presenga de auxinas no deetltivo ndo enraizam. Ja
algumas espécies dispensam o uso de reguladomssidémento para o enraizamento
(SOARES et al., 2007).

Na fase de enraizamento, para inducdo de raizesntichas em espécies
lenhosas, é comum & adicdo no meio de cultivo Bimasiexdgenas, que sdo 0s Unicos
reguladores de crescimento que aumentam a fornwegdwimordios radiculares, por
exemplo, o acido indolbutirico (IBA). O uso de rkzglores de crescimento aumenta a

velocidade de formacado de raizes e uniformidadergdaizamento, principalmente em
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plantas em que este processo € mais dificil der@c@ASCIMENTO et al., 2008;
KRATZ et al., 2011;). Entretanto quando a concedwade auxina no meio de cultivo é
excessiva, ocorre formacéao de calos na base darggptomprometendo a rizogénese e
o crescimento da parte aérea (RADMANN et al., 2Q@2T ZKE et al., 2009).

O enraizamentoin vitro também ¢é influenciado pelas modificacdes na
constituicdo do meio de cultivo, a maioria dastems formam raizes com adicdo de
20-30g L' de sacarose, por causa da baixa capacidade fuéiEsi das plantas
cultivadas in vitro, essas requerem a adicdo de carboidratos parar Suyas
necessidades metabdlicas. O aumento da concentrdgdsacarose estimula o
crescimento e formacdo de raizes de algumas espgacigtro, jA a reducdo dessa
concentracdo na fase de enraizamento beneficialadgde do sistema radicular, além
de aumentar a taxa de sobrevivéncia das plantidaspiantadas (CALVETE et al.,
2002; SKREBSKY et al., 2004).

J& a adicdo de carvéao ativado em concentracded @206 no meio de cultivo
pode ser benéfica, ele simula a condicdo de awsé@ecluminosidade, onde as raizes
normalmente se desenvolvem, com a reducdo da mwaléle luz na zona de
crescimento ativo do sistema radicular, além deorads substancias toxicas,
principalmente fendis e/ou quinonas que podem ratetdesenvolvimento do explante
(LEDO et al., 2007).

Objetivou-se com esse trabalho avaliar o efeiteatzrose e carvao ativo, em
combinacdo com diferentes concentracdes de acdidbiatirico, no enraizamento

vitro de mangabeira.

2. MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado na propagagaovitro foi retirado de frutos de
mangabeira coletados em janeiro de 2011, na Faz@aaeleira, localizada no
municipio de Montes Claros de Goias — GO (16° @5’ 2 — 51° 17’ 11” W) a 592m
de altitude. Os ensaios foram conduzidos no Labooatde Cultura de Tecidos
Vegetais do IF Goiano - CampR# Verde, GO.

Foram utilizados como fonte de explantes, segmeamidsis provenientes de
sementes preestabelecidasvitro, conforme ja descrito. Cada segmento tinha 2cm de
comprimento e duas gemas axilares. Os explantesnfaransferidos para tubos de
ensaio (25 x 150 mm), contendo 20 mL de meio de¢ivouWPM (LLOYD &
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MCCOWN, 1980), com a metade da concentracdo de(9&asV — 50%), mais as
vitaminas proposta por White (1943).

Foram avaliadas quatro diferentes composicbes de me cultivo que
diferenciavam na presenca e auséncia de sacacased® ativado em combinacdo com
cinco diferentes concentra¢gdes de acido indolioot{hIB) (uM) (0,0; 12,3; 24,6; 36,9;
49,2) (Tabela 1).

Tabela 1. Diferentes combinac¢des de acido indolbutirico (IBacarose e carvao
ativado no cultivan vitro em meio WPM — 50%e mangabeiraHancornia
speciosaGomes). Rio Verde- GO, 2012.

Tratamentos AIB (M) Sacarose Carvéao ativado
T1 0,0 presenca presenca
T2 12,3 presenca presenca
T3 24,6 presenca presenca
T4 36,9 presenca presenca
T5 49,2 presenca presenca
T6 0,0 presenca auséncia
T7 12,3 presenca auséncia
T8 24,6 presenca auséncia
T9 36,9 presenca auséncia

T10 49,2 presenca auséncia
T11 0,0 auséncia presenca
T12 12,3 auséncia presenca
T13 24,6 auséncia presenca
T14 36,9 auséncia presenca
T15 49,2 auséncia presenca
T16 0,0 auséncia auséncia
T17 12,3 auséncia auséncia
T18 24,6 auséncia auséncia
T19 36,9 auséncia auséncia
T20 49,2 auséncia auséncia

No preparo dos meios de cultivo em que ocorrergmresenca de sacarose e
carvdo ativado utilizaram 30 g'Le 2 g L* respectivamente, e 3,5 g'lde &gar
(Dinamic&), o pH foi ajustado para 5,7+0,3 antes da autagem. Os tubos
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inoculados foram mantidos sob fotoperiodo de 1&haom temperatura de 25+3°C,
umidade relativa de 45 a 46% e radiacéo fotosgiatétiva de 45-5amol m? s™.

Apés a avaliacdo aos 30 dias, os explantes foransfgridos para um novo
meio de cultivo idéntico aos que lhes deram origéfnsubcultivo), e conduzidos nas
mesmas condicdes experimentais até a avaliacdco@adias. Aos 30 e 60 dias,
avaliaram o comprimento médio das plantulas (desderando as raizes quando
ocorreram) (cm), numero médio de gemas, folhas religas, brotacbes laterais,
porcentagem de enraizamento, comprimento médiaides adventicias e porcentagem
de formacéo de calos.

O delineamento experimental foi inteiramente as@acam arranjo fatorial 4x5
(quatro diferentes tipos de meios de cultivo x @imoncentracdes de AIB) e cada
tratamento continha 20 repeti¢cdes, constituidauportubo de ensaio, totalizando 400
unidades experimentais. Os dados numeéricos foramliadwes estatisticamente,
mediante a analise de variancia com aplicacao ste te (5%) e as médias, analisadas
por regressao, com o auxilio do software SISVARRREIRA, 2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 30 dias, as plantulas em meio de cultivo caldesacarose sem carvao
ativado obtiveram maior comprimento médio de paéeea. Entre as concentracdes de
AIB, meio suplementado com 36,9 UM obteve maioowvaiédio (Figura 1)

As diferentes composicdes do meio de cultivo nderaatam influéncia no
namero médio de folhas expandidas, gemas e brataPdeém, entre as concentracdes
de AIB, para numero médio de folhas expandidas mrcesdracdo de 36,9 UM
proporcionou maior valor, enquanto para gemas ta¢des na concentracdo de 49,2

MM obtiveram os maiores valores (Figura 1B, 1C ¢ 1D
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Figura 1. Comprimento médio das plantulas (desconsiderarslaa&es quando

ocorreram) (A), numero médio de folhas expandid®s ¢emas (C) e
brotacdes laterais (D) de plantulas de mangabéiendornia speciosa
Gomes), aos 30 dias de cultivovitro em meio de cultivo WPM-50% com
diferentes composicdes de meio e concentracbedRleRlo Verde - GO,

2012.

Os meios de cultivo com sacarose independenteldacéio de carvao ativado

proporcionaram maior porcentagem de enraizamerdta pomprimento médio de

raizes meio com sacarose e sem carvao ativado eobitmror valor médio. As
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concentracdes de 24,6 uM e 36,9 uM de AIB propogesi@m respectivamente maior
porcentagem de enraizamento e comprimento médiaizes (Figura 2A e 2B).
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Figura 2. Porcentagem de enraizamento (A) e comprimentoordigiraizes adventicias
(B) de plantulas de mangabeitdafcornia specios&omes), aos 30 dias de
cultivo in vitro em diferentes composicdes de meio de cultivo e
concentracdes de AIB. Rio Verde - GO, 2012.

Quando o meio de cultivo ndo foi suplementado cacar®se e carvao ativado
nao ocorreu enraizamento. Enquanto para comprimexéidio de raizes nao foram
obtidos valores médios em meio de cultivo sem saeaindependente da utilizacdo de
carvao ativado. Nao houve formacéo de calos emumeripo de composicao de meio
de cultivo e concentracéo de AlB.

Aos 60 dias meio de cultivo com sacarose e auséecarvao ativado foi o
mais adequado para comprimento médio de parte &raanero médio de gemas,
obtendo os maiores valores médios, 2,5 e 3,07 espectivamente. A medida que
aumentou a concentracdo de AIB, houve reducdo faata o comprimento meédio
quanto para o numero meédio de gemas. Em ausénéitBdeo meio de cultivo, foram

obtidos os maiores valores médios (Figura 3A e 3B).
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Figura 3. Comprimento médio das plantulas (A) e numero mégiogemas (B) de
plantulas de mangabeiradgncornia speciosaGomes), aos 60 dias de
cultivo in vitro em diferentes composi¢cdes de meio e concentragbAtEd
Rio Verde - GO, 2012.

O cultivo de plantulas de mangabeira em meio dévoutom sacarose e sem
carvao ativado obteve as maiores médias para anraizoin vitro de explantes de
mangaba, a concentracdo de 36,9uM de AIB foi a efeagente com valor médio de
91,67% (Figura 4A).

Para o comprimento médio de raizes foi verificadmesmo comportamento
da porcentagem de enraizamento, o0 meio de cultimo sacarose e sem carvao ativado
foi 0 mais adequado. Porém, entre as concentralgb@dB, ao utilizar 12,3uM obteve

maior valor médio (Figura 4B).
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Figura 4. Porcentagem de enraizamento (A) e comprimentoordigliraizes adventicias
(B) de plantulas de mangabeitdafcornia specios&omes), aos 60 dias de
cultivo in vitro em diferentes composi¢cdes de meio e concentragh@dBd
Rio Verde - GO, 2012.

Em meio de cultivo sem sacarose e presenca deocati&édo ndo ocorreu
enraizamentan vitro de plantulas de mangaba. Enquanto para comprinme&tioo de
raizes, meio de cultivo com carvao ativado indepeted da utilizacdo de sacarose
foram obtidos valores médios.

Plantulas cultivadas em meio de cultivo com saeamsuséncia de carvéo
ativado obtiveram maior formacdo de calos. A cotregdo de 36,9uM de AIB
proporcionou maior formacao de calos (Figura 5).

N&o ocorreu formagdo de calos em meio de cultiven @arvao ativado

independente da utilizacdo de sacarose.
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Figura 5. Porcentagem de formacéo de calos em plantulasadgahbeira lancornia
speciosaGomes) aos 60 dias de cultivovitro em diferentes composicoes de
meio e concentragdes de AIB. Rio Verde - GO, 2012.

Verificou-se, visualmente, aos 30 dias que no nugo cultivo contendo
sacarose e carvao ativado suplementado com 12,8uMBlo caule das plantulas era
de coloracéo roxo-avermelhado, que é caracterigéicgspécie (LEDO et al., 2007), nas
outras concentracdes de AIB ndo foi observado arapho, as folhas apesar de
expandidas eram pequenas de coloracdo verde-es@gaxplantes eram frageis aos
serem excisados (Figura 6A,1B, 6C, 6D e 6E).

Visualmente plantulas cultivadas em meio de cultem presenca de sacarose
e auséncia de carvao tinham menor quantidade lkasfeixpandidas. Quando o meio de
cultivo ndo foi suplementado com AIB, o caule dénfulas era de coloracdo roxo-
avermelhado, o que nao foi observado nas outrasentmacdes. Houve formagéo de
raizes adventicias nas concentragfes 24,6, 3@2pgM de AIB (Figura 6F, 6G, 6H, 6l
e 6J).

Na auséncia de sacarose com presenca de carv@thas ébtidas eram de
coloracdo verde-escura mais acentuada e maioraadgcomparadas com 0S outros
tratamentos. Na auséncia de AIB, o caule era deragio roxo-avermelhado, n&o
sendo observada a coloracdo em outras concentr@iges 6K, 6L, 6M, 6N e 60).

No meio de cultivo com auséncia de sacarose e catréado as folhas das
plantulas apesar de expandidas eram rudimentagegntyends curtos e o caule
despigmentado (verde-claro) (Figura 6P, 6Q, 6Re 63).
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Figura 6. Plantulas de mangabelrlda(ncornla spemoséﬁomes) aos 30 dias de cultivo
in vitro, cultivadas em diferentes composi¢cdes de meio eecdragoes de
AIB. A) sacarose + carvao ativado + 0 uM de AlB;dacarose + carvao
ativado + 12,3 pM de AIB; C) sacarose + carvaoaaliv24,6 uM de AlB;
D) sacarose + carvao ativado 36,9 uM de AIB; Eassse + carvao ativado
49,2 uM de AIB; F) sacarose + auséncia de caniéiadat O uM de AIB;
G) sacarose + auséncia de carvao ativado 12,3 uMRieH) sacarose +
auséncia de carvédo ativado 24,6 uM de AIB; |) smmr+ auséncia de
carvao ativado 36,9 uM de AIB; J) sacarose + auséte carvao ativado
49,2 uM de AIB; K) auséncia de sacarose + carvidadd O uM de AIB;
L) sacarose + auséncia de carvao ativado 12,3 uKMiBeM) sacarose +
auséncia de carvao ativado 24,6 uM de AIB; N) smzar auséncia de
carvao ativado 36,9 uM de AIB; O) sacarose + auaéhe carvao ativado
49,2 uM de AIB; P) auséncia de sacarose + ausélecizarvao ativado 0
UM de AIB; Q) auséncia de sacarose + ausénciargéaativado 12,3 uM
de AIB; R) auséncia de sacarose + auséncia decatiéado 26,6 UM de
AIB; S) auséncia de sacarose + auséncia de catvad@ 36,9 UM de AlB;
T) auséncia de sacarose + auséncia de carvido @té@@ pM de AIB.
Coloracao roxo-avermelhada no caule e raizes ddiant(seta). Fotos:
Cabral, 2012. Rio Verde - GO, 2012. Barra = 10mm.

Aos 60 dias, verificou-se que as plantulas em rdeigultivo com sacarose e

carvdo ativado eram estioladas de coloracdo vdade;ccom isso eram frageis ao
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serem excisadas, as folhas apesar de estarem alasmachm pequenas (Figura 7A, 7B,
7C, 7D e 7E).

Plantulas cultivadas em meio com sacarose sem caat&ado eram
estioladas, com entrends curtos, ocorreu poucatidade de folhas expandidas e essas
eram rudimentares. Houve grande formacédo de rathemnticias nas concentragfes de
12,3 e 36,9 pM de IBA. E formacao de calos na aunaedo de 49,2uM de AIB
(Figura 7F, 7G, 7H, 71 e 7J).

No meio ausente de sacarose suplementado com cativado as plantulas
eram de coloragdo verde-escura. Porém quando euseitiB, as plantulas eram
estioladas, e o caule despigmentado (verde-clargiifa 7K, 7L, 7M, 7N e 70).

Na auséncia de sacarose e carvao ativado as plsuetam de coloracao verde-
escura, com folhas expandidas pequenas. Quandaocofansuplementado com 0,0 e
24,6 UM de AIB os entrends eram curtos (Figura7i®,7R, 7S e 7T).
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Figura 7. Plantulas de mangabeitdgncornia specios&omes) aos 60 dias de cultivo
in vitro, cultivadas em diferentes composi¢cdes de meio eecdragoes de
AIB. A) sacarose + carvao ativado + 0 uM de AlB;dacarose + carvao
ativado + 12,3 pM de AIB; C) sacarose + carvaoaativ24,6 uM de AIB;
D) sacarose + carvao ativado 36,9 uM de AIB; Eassse + carvao ativado
49,2 uM de AIB; F) sacarose + auséncia de carv@adat 0 uM de AIB;
G) sacarose + auséncia de carvao ativado 12,3 uMRteH) sacarose +
auséncia de carvao ativado 24,6 uM de AIB; |) sssmr+ auséncia de
carvao ativado 36,9 uM de AIB; J) sacarose + auaséhe carvdo ativado
49,2 uM de AIB; K) auséncia de sacarose + carvaadad 0 uM de AIB;
L) sacarose + auséncia de carvao ativado 12,3 uMIBeM) sacarose +
auséncia de carvao ativado 24,6 uM de AIB; N) smmart auséncia de
carvao ativado 36,9 uM de AIB; O) sacarose + auaéie carvao ativado
49,2 uM de AIB; P) auséncia de sacarose + ausé@ec@arvao ativado 0
UM de AIB; Q) auséncia de sacarose + ausénciargéaativado 12,3 pM
de AIB; R) auséncia de sacarose + auséncia deccatixédo 26,6 UM de
AIB; S) auséncia de sacarose + auséncia de cativao@ 36,9 UM de AlB;
T) auséncia de sacarose + auséncia de carvao atd@d UM de AIB.
Plantulas estioladas, raizes adventicias e formdedcalos (seta). Fotos:
Cabral, 2012. Rio Verde - GO, 2012. Barra = 10mm.

Diferente dos resultados obtidos neste trabalhajoLét al. (2007) ao

utilizarem o meio de cultivo MS, com a metade dacentracéo de sais, adicionado de
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2 g L de carvéo ativado, obtiveram maior comprimentdiméa raiz principal e bom
desenvolvimento da parte aérea de mangabetro. De acordo com Soares et al.
(2007), o meio suplementado com 3 m{ (4,76 pM L) de AIB proporcionou 20%
das brotaces de mangaba enraizadas. ConcentrcEogll* (4,92 uM %) de AIB
proporcionou maior obtencdo de enraizamento ematies de uvaieiraE(genia
pyriformis) (NASCIMENTO et al. 2008). Para maior enraizamemofigueira Ficus
caricaL.) cv. Roxo de Valinhos, a concentragéo de 5 M4,60uM L) de AIB foi a
adequada, enquanto para as cultivares Kadottgudyue Celeste, a concentracao de 6
mg L* (29,52 pM LY de AIB proporcionou maior enraizamento (BARBOSAak,
2008). Maior taxa de enraizamento de framboesRiud|{s idaeug. ‘Batum’) ocorreu
em meio de cultivo WPM suplementado com 0 e 3 uMI@e(LEITZKE et al., 2009).
Plantulas de mamoeiro ‘Tainung OC4drica papayd..) obtiveram maior percentual de
enraizamento em meio suplementado com 5,92 uM BSCHMILDT et al., 2010).

Plantulas de morangueiroFrggaria X ananassa Duch) cultivadas na
concentracéo de 45 g'lde sacarose obtiveram maior enraizamento (CALVET&. e
2002). Concentracdes de 45 e 60 i¢ sacarose favoreceram maior crescimdago
plantulas de ginseng brasileirBféffia glomerataSpreng. Pedersen) (SKREBSKY et
al., 2004). Enquanto para amoreira-pr&akfussp.) cv. Brazos a auséncia de sacarose
proporcionou maior enraizamento das plantutagitro (AUGUSTO et al., 2006). Na
combinacdo de 6 mg™L(29,52 pM L) de AIB e 30 g [* de sacarose ocorreu maior
namero médio de raizes de porta-enxerto de cit3 ¢t al., 2002).

Os resultados obtidos neste trabalho indicam gaes&ncia de sacarose
vitro ndo beneficia o crescimento das plantulas de nb@gQuando o meio foi
suplementado com sacarose, propiciou maior crestinuas plantulas. A concentracao
de 36,9 uM de AIB induziu maior enraizamerito vitro, porém, ocorreu maior

formacgao de calos nessa concentracao, aos 60al@sdtivoin vitro.
4. CONCLUSAO
Meio de cultivo com sacarose sem carvao ativadeswgntado com 36,9 uM

de AIB proporcionou maior crescimento e enraizamant vitro de plantulas de

mangabeira.
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CAPITULO VI

POPULACAO DE SOLUBILIZADORES E NAO
SOLUBILIZADORES DE FOSFATO EM SOLO DE MANGABEIRA

RESUMO

Objetivou-se com esse trabalho avaliar as poputacde bactérias e fungos
solubilizadores de fosfato de aluminio (AlpQcélcio (CaHPG) e ferro (FePG) em
solo de mangabeiraH&ncornia speciosaGomes) e quantificar a solubilizacdo de
fosfatos pelos isolados obtidos em meio soélido. stnas de solo rizosférico de
mangaba foram coletadas e homogeneizadas 10 g mests@a foi misturado em 90
mL de solucéo salina (0,85%), seguindo o métodalidaigbes sucessivas até1EmM
seguida, aliquotas de 2QQ. foram transferidas para placas de Petri estadis,
contendo os seguintes meios de cultura: GL adidome CaHP®(10%) e meio de
cultura Gadagi e Sa cultura suplementado com AlP®ePQ, para avaliacdo de
solubilizacdo de fosfato de aluminio e ferro. Peada isolado obtido em ambos os
meios de cultuta, foi quantificado o indice de boizacéo (IS) em cada fonte fosfatada.
Foram obtidos 15 isolados, sendo 12 fungicos (M@T2, MA1l, MA2, MA3, MA4,
MAS5, MA6, MF1, MF2, MF3 e MF4) e trés bacterian®dH5, MF6 e MF7), que foram
escolhidos por diferencas morfoldgicas, colorat@manho das colbnias e tamanho de
halos. A utilizacdo de meio de cultura contendo @zeP o mais indicado para
isolamento de microrganismos solubilizadores ddafosem solo rizosférico de
mangaba. Entre os 15 isolados obtidos, apenasdsetenstraram capacidade para
solubilizar as trés fontes de fosfato utilizadas.n@aiores indices de solubilizacdo para
fosfato de aluminio, célcio e ferro, foram atingidmelos isolados MF5, MA3 e MAG,

respectivamente.

Palavras-chave Hancornia specios&omes, fosfato, cerrado.
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CHAPTER VI

POPULATION OF PHOSPHATE SOLUBILIZING AND NO-
SOLUBILIZING IN SOIL OF MANGABEIRA

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate theutetons of aluminum phosphate
(AIPO4), calcium (CaHPO 4) and iron (FePO4) solalif bacteria and fungi in soil of
mangaba (Hancornia speciosa) and quantify the pladssolubilization by the isolates
obtained in solid medium Rhizosphere soil sampleseveollected from mangaba and
mixed, then 10 g of this sample was mixed in 90oms$aline (0.85%), following the
method of successive dilutions until 10-5. Then 200 aliquots were transferred into
sterile Petri dishes, containing the following needsL added with CaHP{{10%) and
Gadagi and Sa culture medium supplemented with Al&@ FeP@for evaluation of
phosphate, aluminum and iron solubilization. fackesolate in both culture media was
measured the solubilization index (Sl) in each phosus source. There were obtained
15 isolates, being 12 fungal (MC1, MC2, MA1, MA2 A8, MA4, MA5, MA6, MF1,
MF2, MF3 and MF4) and three bacterial (MF5, MF6 &fig7), which were chosen by
morphological differences color, size of coloniesl dalos size. The use of a culture
medium containing FePO4 is the most suitable folaton of phosphate solubilizing
microorganisms in mangaba rhizosphere. Among theshftes, only seven have
demonstrated ability to solubilize the three phasplsources used. The highest rates of
solubilization for aluminum, calcium and iron phbage were affected by isolated MF5,
MAS3 and MAG, respectively.

Key words: Hancornia speciosgphosphate, cerrado
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1. INTRODUCAO

Entre as arvores frutiferas nativas do cerrado, amgabeira Hlancornia
speciosaGomes) se destaca como uma das mais promisso@aopgrrogramas de
exploracdo sustentavel nesse bioma. Seu fruto éciagdo pelas suas caracteristicas
fisicas, aroma e sabor, além de ser uma fonteencaroteina (1,3 a 3,0%) (PINHEIRO
et al., 2001; CALDAS et al., 2009; SANTOS et a009).

A mangaba contém uma polpa branca, agridoce e @oandendo 80% da
polpa aproveitada na forma de sucos, sorvetesieicaloces, vinho e vinagre ou
consumidain natura (COSTA et al., 2005; SANTOS et al., 2009). Sua &dra tem
potencial de uso industrial, as caracteristicascfisiecanicas conferem a borracha da
mangabeira boas caracteristicas tecnoldgicas, dodeser usada em aplicacdes
comerciais (VIEIRA et al., 2006; SOARES et al., 2D0

Os microrganismos solubilizadores de fosfatos (MSHorganicos
desempenham importante papel no suprimento derfogR) as plantas. Este fato tem
despertado a atencdo para o uso desses microrgantsEimmo inoculante comercial ou
no manejo de suas populacdes, como forma de matimiatilizacdo do P existente no
solo ou do adicionado como fertilizante. Estudaiciaam que estes organismos podem
beneficiar o desenvolvimento de mudas em viveiraximizando a capacidade de
estabelecimento das mesmas em campo (SILVA FILHAROR, 2001; SOUCHIE et
al., 2005). O tipo de solo, a espécie vegetaldadd das plantas afetam a populacéo de
solubilizadores (NAHAS et al., 1994; SOUCHIE et &006). Esses microrganismos
sdo capazes de aumentar a solubilizacdo de foddatwscha, resultando em melhor
desenvolvimento das plantas. Além de solubilizafdims de calcio (SYLVESTER-
BRADLEY et al., 1982), podem também solubilizar fdss de ferro e aluminio
(GADAGI & SA, 2002).

Os microrganismos solubilizadores de fosfato (M@&pyesentam porcentagem
significativa do total de microrganismos na rizosfele varias espécies vegetais,
desempenhando papel importante no suprimento de Plantas (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006).

A maior parte do P dos solos brasileiros se ena@ub formas pouco sollveis,
tornando indisponivel para a maioria das plantadéVs FILHO et al., 2002).
Predominantemente, esses solos possuem avancadodgrantemperismo, sendo

requeridas pesadas adubacles fosfatadas para btiutividade satisfatéria das
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culturas, em que o P é pouco disponivel, sendaewa de 75% do P aplicado ao solo
é perdido ou fica retido nas suas particulas, ccqué&ibui para seu acimulo em formas
nao disponiveis nos solos cultivados (SOUCHIE et ap05; MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006). Na maioria dos solos acidos, pmedantes no cerrado brasileiro, a
maior parte do P forma complexos com os éxidosed® f(Fe) e aluminio (Al) e, em
solos alcalinos e neutros, encontra-se ligado miociCa) (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006).

Antes, porém sdo necessarios estudos de ecologralmaina para conhecer
seu papel/importancia na nutricdo mineral de ptadéaum determinado ecossistema.

A producéo de mudas de espécies frutiferas nadidesinteresse para o estado
de Goias, principalmente visando a recomposicaccdoados e a producdo comercial
dessas espécies (SOUZA et al., 2001; SILVA eaDg).

Objetivou-se com esse trabalho avaliar as poputag@ebactérias e fungos
solubilizadores de fosfato de aluminio (AlpQcélcio (CaHPGQ) e ferro (FeP@ em
solo de mangabeiraHancornia speciosasomes) e quantificar a solubilizacdo de

fosfatos pelos isolados obtidos em meio sélido.
2. MATERIAL E METODOS

O solo rizosférico e nao rizosférico (2509) forametados proximo ao sistema
radicular de cinco plantas de mangabeira, a 50cprafendidade, em janeiro de 2011,
em area de reserva de cerrado na Fazenda Gamébeiatizada no municipio de
Montes Claros de Goias — GO (16° 06’ 20” S — 52°111.” W), a 592m de altitude. Os
ensaios foram conduzidos no Laboratério de Micholgia Agricola do IF Goiano -
CampusRio Verde, GO.

2.1. Isolamento e enumeragéo populacional de miaganismos solubilizadores de
fosfato de calcio (MSFC), ferro (MSFF) e aluminio NISFA) e néo

solubilizadores

As amostras de solo rizosférico e nado rizosférieo ckda planta, para
isolamento dos microrganismos e avaliacdo da dadsidpopulacional, foram
homogeneizadas, e retiradas dessa mistura 10 @ldge rsisturado em 90 mL de

solucdo salina (0,85%), seguindo o método dascdibsi sucessivas até“l(Me cada
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diluicdo, foram transferidas aliquotas de 200 pkapglacas de Petri esterilizadas,
contendo os seguintes meios de cultura: GL (glid@sg; extrato de levadura 2 g e agar
15 g), adicionado de uma solucao de CallR0%), formado pela adicdo de 25 mL de
CaChb (10%) e 12,5 de ¥PO, (10%), conforme Sylvester-Bradley et al. (1982).
Similarmente, foi avaliado o meio de cultura maiifio por Gadagi e Sa (2002)
(sacarose 10 g; agar 15 g; NaCl 0,1 g; Mg8@ g; extrato de levedura 0,2 g; MNH
0,5 g; MnSQ.H,0O 0,1 g) suplementado com FefDg ou AIPQ 5 g para avaliagdo da
capacidade de solubilizacdo de fosfato. Para taotop indicador de pH do meio, foi
utilizado o corante verde de bromocresol (BCG)amaqual foi preparada uma solugéo
estoque na concentracdo de 0,5%, em alcool 70%pEbajustado para 6,5.

O numero de isolados solubilizadores de fosfat€adPQ, FePQ e AIPQ,
assim como os de ndo solubilizadores, foi deterdairepartir de contagem direta em
placas (triplicata) das unidades formadoras den@ad&UFC) apds, no minimo dois e,
no maximo, seis dias de incubacao, a 28 °C. O epzato de um halo transparente,
em contraste com 0 meio opaco em volta da colémsaisblados de bactéria (BSF) ou
de fungo (FSF) foi o indicativo de positividade.s&salo indica a solubilizacdo de
CaHPQ contido no meio (BARROSO & OLIVEIRA, 2001; SOUCHE# al., 2007). A
mudanca de pH do meio, com consequente mudancardeeste, foi indicativo de
positividade para solubilizador de FeROAIPQ, (GADAGI & SA, 2002).

2.2. Teste de solubilizacdo de fosfato de calci€@aHPO4), ferro (FePO4) e
aluminio (AIPO4)

Os microrganismos rizosféricos solubilizadores dkio, ferro e aluminio
obtidos no item anterior, foram selecionados a ipatiferencas morfologicas,
coloracédo, formagdo de colbniaso e tamanho dos.hAfmws foram avaliados quanto a
capacidade de solubilizagdo de trés fontes fosdata@s MSFA foram testados para
CaHPQ e FePQ, os MSFC para AlP£e FePQe os MSFF para CaHR®@ AIPQ..

2.2.1. Capacidade dos microrganismos solubilizarediferentes tipos de fosfatos
Os isolados fungicos foram crescidos em meio BDAugado de 200 g de

batata, dextrose 20 g e agar 15 g) por trés defs°&€. Posteriormente discos de 5 mm

com crescimento micelial contendo meio foram dsfidos em placas de Petri (um
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disco por placa), contendo meio de cultivo moddwgor Gadagi & S& (2002) para
teste de solubilizagéo de fosfato de FgP@e AIPQ e meio de cultivo GL adicionado
de uma solucédo de CaHR(0%), descrito por Sylvester-Bradley et al. (1982ara
teste de solubilizacdo de CaHP@s placas foram incubadas em estufa bactericddaic
30 °C, durante 15 dias.

Os isolados bacterianos obtidos foram crescidosado nutriente (extrato de
carne 3 g e peptona 5 gyver night sob agitacdo, a 30 °C. Em seguida, foram
transferidos 5uL (por placa) de cada uma das adtpara placas de Petri contendo
meio GL adicionado de solugédo de CaHRT®%), conforme descrito por Sylvester-
Bradley et al. (1982) para teste de solubilizagde&lcio e meio de cultivo modificado

por Gadagi e Sa (2002) para teste de solubilizdedosfato de Fe e de Al.

2.3. Quantificacdo da solubilizacdo de fosfato d=lcio (CaHPQ,), ferro (FePQO,) e
aluminio (AIPOy)

Os 15 isolados rizosféricos, sendo 12 fungicos (MMQ2, MA1, MA2, MA3,
MA4, MA5, MA6, MF1, MF2, MF3 e MF4) e trés bactenas (MF5, MF6 e MF7),
foram avaliados quanto a solubilizacdo de fosfat€d, Fe e Al nos meios sélidos até o
12° dia de incubacdo. O diametro dos halos ao reédamicélio (fungos) e coldnias
(bactérias) foi mensurado a cada trés dias e,nabde 12 dias, calculado o indice de
Solubilizacdo (I1S) (BERRAQUEIRO et al., 1976). Alidalizacdo foi classificada, de
acordo com Hara e Oliveira (2005), em baixa sakdgfo (IS < 2), média

solubilizacéo (2< IS < 3) e alta solubilizacéo ¥IS).

IS = Diametro do Halo

Diametro do micélio ou colbnia

Para os isolados fangicos, o IS foi calculado agi&%e incubacéo, antes que as
coldnias tomassem toda a area da placa. A capacatadolubilizacdo foi avaliada em
triplicata para cada isolado e para cada fosfaade. Os dados numéricos relativos a
evolucdo dos halos de solubilizacdo foram avaliadsmtisticamente, mediante a
analise de variancia, testando as meédias pelo Sx=i# — Knott (5%), utilizando o
software SISVAR (FERREIRA, 2003).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Isolamento e enumeracéo populacional de manganismos solubilizadores de
calcio (MSFC), ferro (MSFF) e aluminio (MSFA) e naasolubilizadores

Visualmente foi observada consideravel variacao fulegos miceliais e
coldénias mucosas, entre os diferentes tipos de deetultura utilizados para determinar
a densidade populacional de solubilizadores datosf ndo solubilizadores. Entre os
meios de cultura, o meio GL foi o menos adequadoa perescimento de
microrganismos solubilizadores em solo desta espédddrea. Nao foram obtidas
bactérias solubilizadores de Ca e a quantidaderrgp$ foi inferior (100,00 x £ se
comparada aos demais meios. No meio com AlR@bém nao foram obtidas bactérias
solubilizadoras de fosfato de Al, enquanto parayfsnhouve crescimento de 133,33 X
10° UFC g sold". Para isolamento de microrganismos solubilizaddeeEe, cresceram
isolados bacterianos e fungicos no meio conten®ROFecom valores médios de 300 e
467 x 16 UFC g sold, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Quantificacdo de microrganismos solubilizadoresae-solubilizadores de
fosfato, isolados de solo de mangabehar(cornia specios&omes), em
diferentes meios de cultura. Rio Verde — GO, 2012.

Microrganismos

. Solubilizadores N&o solubilizadores
Meios de cultura __ __
Bactérias Fungos Bacteérias Fungos
N° x 10 UFC g solo secb N° x 10 UFC g solo secb
GL 0,00 100,00 100,00 250,00
AlIPO, 0,00 133,33 250,00 583,33
FePQ 300,00 467,00 333,33 500,00

Porém, o meio suplementado com AlP@ercentualmente foi inferior ao GL,
em que foi obtido valores de 14 e 22%, para isafeonde solubilizadores de fosfato,
enquanto o meio de cultura com FgBbteve 46%.

Quanto ao isolamento de microrganismos nao satalitires, em todos os
meios, o numero de isolados fungicos foi supermoda bactérias. No meio contendo

AIPO, foi obtido maior nimero de fungos (583,33 X WFC g sold'), enquanto maior
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nimero de bactérias foi obtido no meio contendodzeB33,33 x 18 UFC g sold)
(Tabela 1).

Comparando o numero de isolados de microrganismhsikzadores de
fosfatos, entre os meios, nota-se que o nimersalados bacterianos (300,00 xX° 10
UFC g sold) e fangicos (467,00 x 20UFC g sold") foi maior quando FePOfoi
utilizado (Tabela 1).

Com os resultados obtidos, verifica-se que o mepesentado com FeRO
foi 0 mais adequado para contagem de maior nunmeM3F. Os solos do cerrado, em
sua maioria, apresentam elevada acidez e o iorreprpinantemente se encontra
complexado aos céations metalicos de FeP@IPQ, (CHAGAS JUNIOR et al., 2010).
Desta forma, € natural que seja detectada maidersolubilizadores de fosfato.

Ao final, foram selecionados 15 microrganismosgdsetiois solubilizadores de
fosfato de CaHPO(MC1 e MC2), seis solubilizadores de fosfato dé€@l (MAL,
MA2, MA3, MA4, MA5 e MAG) e sete solubilizadores desfato de FePQ(trés
bactérias: MF5, MF6 e MF7 e 4 fungos: MF1, MF2, MIN&-4). A selecdo se baseou

nas diferencas morfologicas, quanto a colorac&mdae tamanho das colonias.

3.2. Quantificacdo da solubilizacdo de fosfato délcio (CaHPQOy), ferro (FePQOy) e
aluminio (AIPOy)

Quanto ao indice de solubilizacdo (IS) para AJRDisolado MF5 obteve o
maior valor (9,00), sendo classificado como altalsbzacdo. Contrariamente, o MC1
obteve a menor média (1,10), ficando dentro daafdix baixa solubilizacéo (Figura 2).
O isolado MA3 obteve alta solubilizacéo (3,60) p&aHPQ, ao contrario do MAL,
que com o valor médio de 0,28 teve baixa solulgiivapara essa fonte de fosfato
(Figura 5). O maior IS para FeRP®i obtido pelo isolado MA6, com valor médio de
9,00, classificado como alta solubilizagdo. O idoldMA3 obteve baixo IS (1,29)
(Figura 2).

Entre as fontes fosfatadas, para os isolados $iahdores de fosfato de Ca, foi
constatado maior IS para FeP®ara os isolados solubilizadores de fosfato dpath
MA2 e MA3 os maiores valores médios foram obtidasapCaHP@ sendo que ambos
os valores foram classificados como médio IS. BaveAl e MA5, os maiores valores
foram detectados quando se utilizou AlPEm baixa IS. O isolado MA6 obteve maior

valor quando FePOfoi utilizado, obtendo alta IS. N&o ocorreu difega entre os
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valores de solubilizagdo de AlR® FePQ para o isolado MA4, sendo que 0 mesmo
nao solubilizou CaHPGFigura 2).

Os isolados MF2, MF1, MF4 e MF5 demonstraram maioedores no AIPQ
com IS baixo, médio e alto, respectivamente (Fig))raO MF7 demonstrou alto IS
quando FePg¥oi utilizado. Para o MF3, foram observados maimasres para AlPQ
e FePQ sendo classificado como médio IS. Esse isoladoofalnico entre os

microrganismos solubilizadores de FaRfDe solubilizou as trés fontes de fosfato.

Tabela 2.indice de solubilizaco (IS) de AIRGFePQ e CaHPQ de isolados obtidos
de solo de managabeitdgncornia specios&omes) aos 12 dias de cultivo
in vitro. Rio Verde — GO, 2012.

Isolados IS AIPO, IS CaHPQ IS FePQ
Solubilizadores de MC1 1,29 1b 1,13 Ec 1,64 Ga
CaHPQ MC2 1,10 Jc 1,13 Eb 1,20 Ka
MA1 1,80 Fa 0,28 Fc 1,30 Ib
MA2 1,50 Hb 2,00 Ba 1,20 Kc
Solubilizadores de MA3 3,00 Db 3,60 Aa 1,29 Jc
AlIPO, MA4 2,25 Ea NS 2,25 Ea
MA5 1,64 Ga 1,20 Dc 1,38 Hb
MAG 4,50 Bb NS 9,00 Aa
MF1 3,00 Da NS 2,20 Fb
MF2 1,64 Ga NS 1,20 Kb
Solubilizadores de MF3 22> Fa 1.80 Cb 2> Ea
FePQ MF4 4,50 Ba NS 3,6 Db
MF5 9,00 Aa NS 8,5Bb
MF6 4,50 Ba NS 4,5 Ca
MF7 3,60 Cb NS 4,5 Ca

Médias seguidas pela mesma letra, mailscula naz@uniniscula na linha, ndo diferem entre si pelo
teste Scott-Knott (5%).
NS= ndo ocorreu formacéo de halos de solubilizacéo.

Em relacdo a capacidade de solubilizacdo de fo$tfattrinho et al. (2010)
observaram que de 58 isolados de raizes de miliotinham a capacidade de
solubilizac&o. Neste trabalho, entre os microrgaagsolubilizadores de fosfato de Ca,
todos solubilizaram fosfato de Fe e de Al. Entreasrorganismos solubilizadores de
fosfato de Al apenas o MA4 e MA6 néao solubilizar@aHPQ, enquanto para Fe todos

demonstraram capacidade de solubilizacdo. Difemesniée, entre os microrganismos
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solubilizadores de fosfato de Fe, apenas o MF3 dstrau capacidade de solubilizar
fosfato de Ca e de Al, enquanto os demais isolsdiobilizaram apenas AIRO

Dos 15 isolados oriundos de solo rizosférico de gaba, sete (MC1, MC2,
MF3, MA1, MA5, MA3 e MA2) demonstraram capacidade dolubilizar AIPQ,
CaHPQ e FePQ. Para o IS para AIPQCaHPQ e FePQ os isolados MF5, MA3 e

MAG6 demonstraram 0s maiores valores.

4. CONCLUSOES

A utilizacdo de meio de cultura descrito por Gadaghs (2002), contendo
FePQ, € o mais indicado para isolamento de microrgamsssolubilizadores de fosfato
em solo rizosférico de mangaba.

Dentre os 15 isolados obtidos, apenas sete deramarstrcapacidade para
solubilizar as trés fontes de fosfato utilizadas.

Os maiores indices de solubilizacdo para AIPCaHPQ e FePQ, foram

atingidos pelos isolados MF5, MA3 e MAG, respectieate.
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CAPITULO VII

SOLUBILIZACAO DE FOSFATOS E PRODUGCAO DE ACIDO
INDOLACETICO IN VITRO POR MICRORGANISMOS
RIZOSFERICOS DE MANGABEIRA

RESUMO

Os microrganismos solubilizadores de fosfato (MSEpresentam porcentagem
significativa do total de microrganismos na rizoafele varias espécies vegetais,
desempenhando papel importante no suprimento &edod). Além disso, a producéo
de fitormonios por bactérias € um dos responsgveis aumento de crescimento,
observado em algumas plant@bjetivou-se com esse trabalho avaliar a prodagio
acido indol acético (AlIA) e a solubilizacdo, em mdiquido, de fosfato de AIPQ
CaHPQ e FePQ@ por microrganismos isolados de solo rizosféricona@ngabeira.
Quinze isolados rizosféricos tiveram seu potenaialiado quanto a capacidade de
solubilizag&o das trés fontes fosfatadas suprastadie producao de AlA, utilizando o
método colorimétrico,. Maiores taxas de solubiléagara AIPQ e FePQ foram
atingidas pelos isolados MC1 e MC2, respectivamepéea os isolados MC1, MC2,
MAS5 e MF4 possibilitaram as maiores meédias para”aiHDe modo geral, todos os
isolados possibilitaram o0s maiores valores quandomeo de cultura estava

suplementado com FeROA maior producéo de AlA foi obtida pelo isolallié-6.

Palavra-chaves Hancornia specios&omes, meio liquido, fitorménio.



126

CHAPTER VII

PHOSPHATE SOLUBILIZATION AND INDOLEACETIC ACID
PRODUCTION IN VITRO BY MICROORGANISMS OF
MANGABEIRA RHIZOSPHERE

ABSTRACT

The phosphate solubilizing microorganisms (MSFyespnt a significant percentage of
total microorganisms in the rhizosphere of sevplaht species, playing an important
role in the supply of phosphorus (P). Furthermadhe, production of hormones by
bacteria is responsible by increase growth obsearvedme plants. The objective of this
study was to evaluate the production of indoleacatid (IAA) and solubilization in
liquid medium, of phosphate AIROCaHPQ and FeP® by microorganisms isolated
from rhizosphere soil of H. speciosa. Fifteen rB@teric isolates were evaluated for
their potential ability to solubilize phosphaterfrahe three sources mentioned above
and the production of IAA, using the colorimetrietinod. Higher rates of solubilization
for AIPO, and FeP@® were affected by isolated MC1 and MC2, respeciivd@lhe
isolated MC1, MC2, MA5 and MF4 allowed the highestrages for CaHPOIn
general, all isolates allowed the highest valuessrwiihe culture medium was
supplemented with FeROT he highest IAA yield was obtained by MF6 isolate

Key words: Hancornia speciosaa liquid medium, phytohormone



127

1. INTRODUCAO

Ha microrganismos rizosféricos capazes de prodfitirmoénios, exercer
controle biolégico de fitopatdgenos e/ou solubilizsfatos (SILVEIRA & FREITAS,
2007; STEINER et al., 2009). Os microrganismos lsbhadores de fosfato (MSF)
representam porcentagem consideravel do total deorganismos na rizosfera de
varias espécies vegetais, desempenhando imponpapel no suprimento de P as
plantas. Entre os mecanismos utilizados pelos mgarmsmos para que ocorra a
solubilizacdo de fosfatos se destaca a producdécitkws organicos de baixo peso
molecular (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; KUSS et alQ@7; CHAGAS JUNIOR et
al., 2010).

Apesar da predominancia de bactérias solubilizaddea fosfatos (BSF) no
solo, geralmente os fungos (FSF) apresentam maitenpial de solubilizagdo. A
maioria é capaz de solubilizar fosfatos de cal€iaHPQ), mas poucos sao capazes de
solubilizar fosfatos de aluminio (AIRPe ferro (FePQ) (SIQUEIRA et al., 1999). A
atuacdo no ciclo do P e sua influéncia na nutngigetal devem ser mais exploradas,
por influenciar, desde as transformacdes desténtgrno solo ou na rizosfera, até sua
absorcao e translocagéo na planta. Porém, a sales8es microrganismos depende do
conhecimento de suas caracteristicas, sendo a im@srtante, a capacidade de
solubilizacéo de fosfatos (SILVA FILHO & VIDOR, 201

A producdo de fitormbnios por bactérias é um dospopsaveis pela
maximizacgéo do crescimento observado em algumasaglaSubstancias como auxinas,
citocininas e giberelinas foram detectados no saat@nte do cultivo de bactérias do
géneroAzospirillum sendo que, entre as auxinagoido indolacéticoAIA) é o mais
estudado e o mais produzido pelas mesmas. Esstirstibsafeta a morfologia das
raizes, aumentando o comprimento e o niumero ds patticulares (RADWAN et al.,
2004; RADWAN et al., 2005).

Objetivou-se com esse trabalho quantificar a pradugde AIA e a
solubilizacdo de AIPQ CaHPQ e FePQ@ em meio liquido,por microrganismos

isolados de solo de mangabeira.
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2. MATERIAL E METODOS

Os testes de solubilizacé@ovitro e producao de AIA foram realizados com os

15 isolados obtidos de solo de mangabeira no itesriar.

2.1. Quantificacdo da solubilizagdo em meio liquad de fosfato de aluminio
(AIPQy), calcio (CaHPQ) e ferro (FePQ)

Os isolados bacterianos cresceram em meio de @litiuido MS (NaCl - 0,1
g; NH,Cl -1,0 g; KCL - 0,2 g; CaGl2H,O - 0,1 g; MgSQ7H,0 - 1,2 g; glicose — 10 g
e extrato de levedura), descrito por Barroso e Blg2808). Para a avaliacdo da
solubilizacdo, foi adicionado ao meio de culturaélg L* de cada uma das fontes
fosfatadas (AIP@Q CaHPQ e FeP(@). Os isolados ficaram sob agitagdo constante com
0 auxilio de agitador orbital — Shaker (Nova Téar\tT 712) em rotacdo a 90 rpm, por
24h, a 30 °C. Posteriormente, foram coletados pasamente, 3 mL dessas culturas
para se determinar a densidade oOptica (DO), a B00’adas as amostras de bacterianas
tiveram sua DO equiparada por meio de diluicdo smhucdo salina (0,85%). Em
seguida, 50 pL de cada uma das diluigcbes foranuiados em meio MS, adicionado
com fontes de fosfato separadamente.

Os fungos foram crescidos em meio BDA (infusdo@® @ de batata, dextrose
20 g e agar 15 g), por trés dias, a 30 °C. Posteginte discos de 5 mm de diametro
com crescimento micelial foram inoculados em tubesensaio (um disco por tubo),
contendo meio MS, adicionado das fontes de fosf#jparadamente. As culturas
permaneceram incubadas sob agitacdo constantep(®D & 30 °C, por 72h. A
solubilizacdo de AIPE) CaHPQ e FePQ foi avaliada em espectrofotbmetro em

absorbancia a 725 nm.

2.2. Curva de calibracdo dos fosfatos de alumini@AIPO,), calcio (CaHPQ) e
ferro (FePQO,)

Uma solucdo estoque de &cido fosférico foi premamd®0 mg [X. A partir
dessa solucéo, retiraram 0, 100, 200, 300, 500,e/@00 pL e agua destilada foi
adicionada até completar o volume final de 1 mlieplo assim as concentracdes

crescentes para construgdo da curva de calibracsibro (P).
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Posteriormente, foram adicionados 9 mL do reageetdrabalho [0,4g de
vitamina C; 100 mL da solugéo 725 (1,0 g de sulwrato de bismuto; 68 mL de acido
sulfurico; 300 mL de agua destilada/20 g de molibdie amodnio; 68 mL de acido
sulfurico/completar para 1000 mL em baldo volunaé)ii 900mL de agua destilada],
em todos os tubos da curva-padrdo. Em seguidapos foram agitados e mantidos em
repouso, por 20 minutos. A leitura foi realizada espectrofotdmetro (725 nm) em

absorbancia.

2.3. Curva de solubilizagdo de aluminio (AIPg), calcio (CaHPQ) e ferro (FePQ)
por isolados bacterianos e flngicos

Os isolados bacterianos e fungicos, crescidos erno rde cultura MS
enriguecido separadamente com as fontes de foaf&0,, CaHPQ e FePQ, apos
72h, foram centrifugados (8.000 rpm, por 10 minGa°C). Em seguida, 1 mL do
sobrenadante de cada isolado foi transferido pdra tle ensaio, sendo adicionado 9
mL do reagente de trabalho. Os tubos foram agitedaogmntidos em repouso, por 20
minutos e feita a leitura em espectrofotbmetro & A& de absorbéncia. Todas as
leituras foram realizadas em triplicata. Como aaair utilizou-se o meio MS,
adicionado separadamente de fontes de fosfatolubiBpacdo de AIP@Q CaHPQ e
FePQ foi determinada utilizando a equacao da curvadmaeéras médias comparadas

pelo teste Tukey (5%).

2.4. Quantificacdo de producdo de &cido indolacéb (AIA) por microrganismos
isolados de solo de mangabeira

As bactérias foram crescidas em 10 mL de meio HeralDYGS (glicose 2,0
g; peptona 1,5 g; extrato de levedura 2,0 go®®& 7H,O 0,5 g; MgSQ 7H,O 0,5 g
(RODRIGUEZ NETO et al., 1986), por 24h a 30 °C, agiiacdo constante (90 rpm),
com o auxilio de agitador orbital — Shaker (Novaniéa NT 712). Posteriormente,
foram coletados, assepticamente, 3 mL dessas &sllpara se determinar a DO a 600
nm. Todas amostras tiveram sua DO equiparada atde/diluicdo com solugéo salina
(0,85%). Em seguida, 50 pL de cada uma das dilsif@anoculada em meio DYGS,
suplementado com 1Q@ mL™ de triptofano (DA SILVEIRA, 2008).
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Os fungos foram crescidos em meio BDA, por 3 daia®) °C. Posteriormente,
utilizando o fundo de ponteiras de 1000 pL, forabtidms discos com 5 mm de
didametro. Tais discos foram inoculados em tubosed®aio (um disco por tubo),
contendo meio DYGS suplementado com 1@0mL™ de triptofano. Em seguida, as
culturas permaneceram incubadas sob agitacao ots¢€® rpm), a 30 °C, por 72h. A
producédo de AlA foi avaliada por meio do métodadahétrico, descrito por Gordon e
Weber (1951).

2.5. Curva de calibracdo de acido indolacético (AIA

Uma solucéo estoque de AlA (Sigfdoi preparada a 10 mM (1,75 mg L

Essa solucao foi diluida em agua destilada, emerdragdes crescentes (0, 1, 3, 5, 7,
10, 25, 50, 100 e 150 pg M) para a construcdo da curva de calibracdo de AlA,
empregando o método descrito por Sarwar e Kren9&5(1

Foi retirada uma aliquota de 1 mL de cada dilugdmnsferida para tubos de
ensaio, sendo adicionado 2 mL do reagente SalkofdiskiL de FeGl— 1,359/10 mL;
50 mL de HCIQ—- 35%). Em seguida, os tubos foram mantidos norespor 30 min
(HARTMANN et al., 1983). A coloracdo rosea foi odicativo da presenca do
hormonio, sendo quantificada pela leitura em esptbmetro (530 nm) em

absorbancia.

2.6. Curva de producéo de &cido indolacético (AlApelos isolados bacterianos e

fungicos

Os isolados bacterianos e fungicos crescidos era DGS enriquecido com
triptofano, apés 72h, foram centrifugados (10.0pM) por 10 min, a 10 °C. Em
seguida, 1 mL do sobrenadante de cada isoladadosferido para tubo de ensaio,
sendo adicionado 2 mL do reagente Salkowski. Osstftram mantidos no escuro, por
30 min e em seguida feita a leitura em espectrofet® a 530 nm em absorbancia.
Todas as dosagens foram realizadas em triplicatanoG-ontrole, foi utilizado o meio
de cultura DYGS com triptofano. A concentracédo dA foi determinada utilizando a
equacao da curva padréo e as médias comparadasgield ukey (5%).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Quantificacdo da solubilizacdo em meio liquadde aluminio (AIPQ;,), calcio
(CaHPQ,) e ferro (FePQ)

A maior taxa de solubilizacdo de AIRQoi atingida pelo isolado MC1
(1359,60 mg ') e as menores taxas pelo MA2 e MF4, com valor médi 922,27 e
946,26 mg [}, respectivamente (Tabela 1).

Para a solubilizacdo de CaHRs isolados MC1l, MC2, MA5 e MF4
demonstraram maior potencial em meio liquido (15251442,44; 1505,22 e 1428,56
mg L, respectivamente) (Tabela 1). O isolado MC2 pdésib maior solubilizacéo de
FePQ em meio liquido, quando comparado com os outrdadss, com valor meédio
2237,93 mg [* (Tabela 1).

Entre as fontes de fosfatos, todos os isoladosiaadores das trés fontes
fosfatadas demonstraram as maiores medias de Iszdgho em meio liquido contendo
FePQ. Similarmente, o MF4 e MA5 também demonstraranoresl altos quando
CaHPQ foi utilizado (Tabela 1).

Tabela 1.Solubilizacaan vitro de fosfato de aluminio (AIPQ calcio (CaHPG) e ferro
(FePQ) por microrganismos obtidos de solo de mangabéitancornia
speciosaGomes). Rio Verde — GO, 2012.

Isolados []de AIPQ, []de CaHPQ []de FePQ
11 [0} HE e SSES RS ESREEEES
Solubilizadores MC1 1359,60 Ac 1575,22 Ab 1705,93 Ea
de CaHPQ MC2 1022, 93 Cc 1442.,44 Ab 2237,93 Aa
MA1 1054,93 Bb 1050,22 Cb 1647,27 Ea
MA2 922,27 Dc 1129, 67 Cb 1467, 93 Ga
Solubilizadores MA3 864,27 Ec 1188,56 Bb 1538,60 Fa
de AIPQ MA4 904,93 Ec 1274,67 Bb 1557,93 Fa
MA5 1060,27 Bb 1505,22 Aa 1437, 93 Ga
MAG 1032,93 Bb 1102,44 Cb 1690,60 Ea
MF1 896,93 Ec 1034,11 Cb 1371,27 Ha
Solubilizadores
MF2 886,93 Eb 1152,45 Ca 1109,93 la
de FePQ
MF3 1050,93 Bc 1195,78 Bb 1572,60 Fa
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MF4 946,26 Db 1428,56 Aa 1355,93 Ga
MF5 1033,60 Bb 1108,56 Cb 1864,60 Da
MF6 1002,93 Cb 1265,78 Bb 1982,60 Ca
MFE7 994,93 Cc 1186,33 Bb 2093,27 Ba

Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas naael minldsculas na linha, ndo diferem entre si pel
teste Scott-Knott (5%).
[ ] concentracéo

A intensidade da coloracdo azul foi o indicativoragpaalta ou baixa
solubilizacéo das fontes de fosfato em meio ligikigura 1A, 1B, 1C, 1D, 1E e 1F).

Na solubilizacéo de AlP{ o isolado MC1 atingiu o maior valor e, consequeeiae, a

coloracdo mais azul escura, sendo o indicativdtdesalubilizacao (Figura 1F).

Figura 1. Solubilizac&o de fosfato de AIR@or isolados obtidos de solo de mangabeira
(Hancornia specios&omes). Isolados: A) MAG6; B) MF5; C) MF3; D) MA1,
D) MA5; E) MCL1. Fotos: Cabral, 2012. Rio Verde — (Z0D12.
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Para a solubilizacdo CaHRMs isolados MF4, MC2, MF7 e MC1 atingiram
as maiores meédias para a solubilizagdo, possidiitacoloracdo azul mais escura
(Figura 2C, 2D, 2E e 2F).

Figura 2. Solubilizacdo de fosfato de CaHP@or isolados obtidos de solo de
mangabeiraHancornia specios&omes). Isolados; A) MF6; B) MA4; C)
MF4; D) MC2; E) MA5; F) MCL1. Fotos: Cabral, 2012ioRVerde — GO,
2012.

Avaliando a solubilizacdo de FeR® isolado MC2 atingiu maior valor médio
(2237,93 mg L), diferentemente do isolado MF6 que atingiu valoédio baixo
(1647,27 mg LY, consequentemente, sendo notada uma coloracBdl@zu(Figura 3A
e 3F).



Figura 3. Solubilizacdo de fosfato FeR@or isolados obtidos de solo de mangabeira
(Hancornia speciosaGomes). Isolados: A) MA1; B) MC1; C) MF5; D)
MF6; E) MF7; F) MC2. Fotos; Cabral, 2012. Rio Verd&0O, 2012.

Avaliando a capacidade de solubilizacdo de 88 dsslale rizobio oriundos de
solos acidos e alicos Hara e Oliveira (2004) olzsam que 39% deles solubilizaram
CaHPQ e 67% solubilizaram AIPY Chagas Junior et al. (2010), avaliando a
capacidade de solubilizacdo de 208 isolados risdtimstataram que 68 solubilizaram
CaHPQ, 47 solubilizaram AlP@e 32 solubilizaram ambas as fontes.

Portanto, para a solubilizacdo de AlR© isolado MC1 foi mais eficiente,
enquanto para solubilizacdo de FeP® isolado MC2 atingiu maiores valores de
solubilizacéo de fosfato em meio liquido. Paralalslizacdo de CaHP£) os isolados
MC1, MC2, MA5 e MF4 foram os que apresentaram maadencial.
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Entre as fontes de fosfato, todos os isolados arastr maior capacidade de
solubilizacédo de FeP{a excecédo dos isolados MF4 e MA5 que também deinaoam

alta capacidade de solubilizacdo de CakPO

3.2. Quantificacdo de producdo de &cido indolacéb (AIA) por microrganismos

isolados de solo de mangabeira

Entre os isolados rizosféricos, a maior producasldefoi atingida pelo MF6
(49,96 pg [, sendo que os menores valores foram atingidosspisblados MF4,
MA3, MA6 e MC1, com 19,47; 19,49; 20,01 e 20,081l respectivamente (Tabela
2).

Tabela 2. Producaadn vitro de acido indolacético (AlA) por microrganismosidbs
de solo de mangabeir&ldncornia speciosa&Gomes). Rio Verde — GO,

2012.

Isolados []de AIA pg L

Solubilizadores MC1 20,08 G

de CaHPQ MC2 20,90 F

MA1 20,73 F

MA2 33,63 B

Solubilizadores MA3 19,49 G

de AIPQ, MA4 20,60 F

MAS 20,33 F

MAG 20,01 G

MF1 20,23 F

MF2 22,53 D

Solubilizadores MFS 30.34C

de FePQ MF4 19,47 G

MF5 22,90D

MF6 49,96 A

MF7 21,57 E

Médias seguidas pela mesma, nao diferem entrdostgmte Scott-Knott (5%).
[ ]= concentracao.
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A intensidade da coloracéo rosea, induzida por sadlado, foi o indicativo de
maior ou menor producéo de AIA. O isolado MF2 prgenocoloracéo clara, com valor
médio de producdo de AIA de 22,53 pg 04 o isolado MF6 induziu a uma coloracdo
escura, com valor de 49,96 pg (Figura 4).

| N—

Figura 4. Producgdaan vitro de acido indolacético (AIA) por isolados obtidossiéo de
mangabeiraHancornia specios&omes). A) Curva padrao; B) isolado MF2;
C) isolado MF5; D) isolado MF7; E) isolado MF3; Bplado MA2; G)
isolado MF6. Fotos: Cabral, 2012. Rio Verde — G@, 2

Por meio do método colorimétrico, Kuss et al. (908Fservaram a producao
de 41,09 umt: de AIA por Azospirillum brasiliense Similarmente, Pedrinho et al.
(2010) observaram que dos 58 isolados oriundosides de milho, 18 foram positivos
no método colorimétrico para detectar a produc&sealétormonio. Neste trabalho, o
isolado MF6 atingiu maior produc&o vitro do fitormonio AlA.
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4. CONCLUSOES

Maiores taxas de solubilizacdo, em meio liquidoapdPQO, e FePQ foram
obtidas pelos isolados MC1 e MC2, respectivamd?aea CaHPQ) os isolados MC1,
MC2, MA5 e MF4 atingiram as maiores médias.

Entre as fontes fosfatadas, todos os isoladosimgos maiores valores
guando o meio de cultura liquido estava suplementacth FePQ

Todos os isolados produziram AIA, porém a maiamducao foi obtida pelo
isolado MF6.
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CAPITULO VIII

INOQULA(}AO IN VITRO DE MICRORGANISMOS
RIZOSFERICOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO EM
PLANTULAS DE MANGABEIRA

RESUMO

O uso de microrganismos promotores do crescimerdo pthntas, durante a
micropropagacao, tem sido recomendado pelos efegiosficos, como aumento da area
foliar, numero de folhas e matéria seca, com remldgdempo de aclimatizacao e maior
sobrevivéncia das mudas, ap0s seu transplante. dgabeaira ldancornia speciosa
Gomes) é uma frutifera de grande potencial pardosagéio econdmica, encontrada
naturalmente no Brasil. Objetivou-se com esse linabavaliar a inoculacéa vitro de
diferentes isolados bacterianos e fungicos e métdeéoinoculacdo no crescimento de
plantulas de mangabeira. No ensaio 1, foram awdiaa inoculagcdo de isolados
rizosféricos em plantulas de mangaba, em frasots¢endigdesn vitro. No ensaio |l,
testou-se a inoculacéo de isolados rizosféricqgo@mocao do crescimento de plantulas
de mangabaob condicbes vitro, utilizandotubos de ensaio. Em ambos os ensaios,
utilizou-se delineamento inteiramente ao acaso.sAPO dias, foram avaliadas as
seguintes caracteristicas: comprimento médio dastyhs (cm), nimero médio de
folhas expandidas, gemas, brotacdes laterais emagem de enraizamento. O isolado
MF6 proporcionou maior numero de gemas e folhasamdipas com as plantulas
cultivadas em frascos. Maior comprimento médio agepaérea e nimero de gemas foi
obtido com a inoculacdo do isolado MF4, em tubosedsaio. Para o cultivo de
plantulas de mangaba foi adequado a inoculacdosalado MF6 em frascos, por

proporcionar maior crescimento das plantulas.

Palavra-chaves Hancornia specios&omes, fitormdnio, micropropagacao.
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CHAPTER VIII

IN VITRO INOCULATION OF GROWTH PROMOTERS
RHIZOSPHERIC MICROORGANISMS IN SEEDLINGS OF
MANGABEIRA

ABSTRACT

The use of growth promoters microorganisms of glashiring micropropagation is
recommended by its beneficial effects such theesa®ed of leaf area, leaf number and
dry matter with reducing of the acclimatization ¢rmand higher survival after
transplantation. Mangabeira (Hancornia speciosa&sdis a fruit of great potential for
economic exploitation, found naturally in Brazilhi$ work aimed to evaluate the in
vitro inoculation of different isolates of bactdraand fungal and inoculation methods in
the growth of H. speciosa seedlings. In test 1, weaaluated the inoculation of
rhizosphere isolates in mangaba seedlings, in,walderin vitro conditions. In test Il
was tested the inoculation of rhizosphere isolategrowth promoting of mangaba
seedlings undein vitro conditions using test tubes. In both trials, thesed a
completely randomized design. After 30 days, wenaluated the following
characteristics: average length of seedlings (av@rage number of expanded leaves,
buds, lateral shoots and rooting percentage. TiansMF6 had a higher number of
buds and expanded leaves in seedlings grown is.vidle highest average length of
shoot and bud number were obtained by inoculatioth® isolate MF4, in test tubes.
For cultivation of mangaba seedling was ideal tierulation of MF6 isolate in vials,

by having a higher seedlings growth.

Key words: Hancornia speciosghytohormone, micropropagation
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1. INTRODUCAO

A mangaba Klancornia speciosasomes) pertence a familia Apocynaceae,
sendo uma frutifera com grande potencial para exgdo econbmica, encontrada
naturalmente no Brasil, cuja distribuicdo ocorre @&mas da caatinga, cerrado, mata
atlantica e floresta amazénica. Seus frutos satomapreciados, pelo seu 6timo aroma,
sabor e digestibilidade, podendo ser consumidegturaou processados na forma de
sorvete, pudim, geleia, vinho, vinagre, xarope cerli(ENDRINGER et al., 2009;
BARROS et al., 2010; SANTOS et al., 2010).

Sua madeira € utilizada na carpintaria para coéfeage caixas e para
producdo de carvao, latex € utilizado para finsammentais e pode ser usado em
aplicacdes comerciais (VIEIRA et al.,, 2006; SOAR&Sal., 2007; BARROS et al.,
2010).

As rizobactérias promotoras do crescimento de atafRPCP) colonizam
diferentes 6rgaos vegetais e exercem efeitos lm@séfpodendo promover aumentos na
taxa de germinacao de sementes, no desenvolvirderdodos, na producéo de flores e
no rendimento das culturas, em casa de vegetagaaccampo (SANTOS et al., 2005).
A liberacdo de exsudados pelas raizes cria uma roostérica rica em energia, que
favorece a mineralizacao/solubilizacdo dos nuteer@m compostos disponiveis para
imediata absorcédo pelas raizes. Alguns modos de dgsi RPCP séo relatados pela
maioria dos pesquisadores, como a producdo denfittios, o controle biolégico de
fitopatdgenos, a fixagcdo assimbibtica ou a intériela na fixagcdo simbiodtica de
nitrogénio e a solubilizacdo de fosfatos (FREITAS/&DOSO, 2004; SILVEIRA &
FREITAS, 2007; ARAUJO, 2008).

A utilizacdo de RPCP durante a micropropagacdo ldatgs tem sido
recomendada, entre os efeitos benéficos estd ondointka tolerdncia a estresses
bidticos e abidticos, maior promo¢do de crescimemtaumento da resisténcia a
patdgenos no transplante, aumento da area foliemero de folhas e matéria seca,
implicando em reducéo do tempo de aclimatizacdcammsobrevivéncia das mudas
apos o transplante (MARIANO et al., 2004; SANTOSale 2005).

Objetivou-se com esse trabalho avaliar a inoculagawitro de diferentes
isolados bacterianos e fungicos e métodos de iag&alno crescimento de plantulas de

mangabeira.
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2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratorio de @utle Tecidos Vegetais e
Microbiologia Agricola do IF Goiano - Campiso Verde, GO. Foram avaliados 15
isolados (12 fungos e trés bactérias) obtidos tte d® mangabeira, como descrito no
Capitulo VI.

2.1. Material vegetal

As plantulas utilizadas eram provenientes de sea@reestabelecidas vitro,
obtidas de frutos coletados em janeiro de 2011Famenda Gameleira, localizada no
municipio de Montes Claros de Goias — GO (16° 06'® — 51° 17’ 11" W), a 592 m
de altitude.

As sementes foram inoculadas em tubos de ensaw 186 mm), contendo 20
mL de meio de cultivo MS (MURASHIGE & SKOOG, 19623pm a metade da
concentracdo original dos sais (MS-50%), mais &smihas propostas por White
(1943), 30g [* de sacarose e 3,5¢'lde agar (Dinami¢3. O pH foi ajustado para
5,7+0,3 antes da autoclavagem. Apos a inoculaggsementes foram mantidas sob
fotoperiodo de 16 horas, com temperatura de 25+8@ade relativa de 45 a 46% e
radiacdo fotossintética ativa de 45-Bnol m* s*, permanecendo para fornecer
plantulas preestabelecidasvitro, para implantacdo dos ensaios.

As plantulas obtidas foram repicadas, utilizandme@oexplantes segmentos
nodais com 2 cm de comprimento e duas gemas termantidas em tubos de ensaio
contendo meio de cultivo WPM (LLOYD & MCCOWN, 19803om a metade da
concentracdo original dos sais (WPM-50%). As cakupermaneceram em sala de
crescimento, por 30 dias, sob fotoperiodo de l@shopm temperatura de 25+3 °C,
umidade relativa de 45 a 46% e radiacdo fotosaatétiva de 45-55mol m? s*. A

substituicdo do meio MS-50% pelo WPM-50% ocorrdogpexperimentos anteriores.

2.2. Ensaio | — Inoculacdo de isolados bacterianas fungicos em frascos para

promocao do crescimentan vitro de plantulas de mangabeira

Os isolados bacterianos foram cultivados em caldoemte (extrato de carne,

3 g e peptona, 5 gpver night a 30 °C, sob agitacdo constante (90 rpm), conxdi@
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de agitador orbital — Shaker (Nova Técnica NT 7E)steriormente, aliquotas de 15
uL das culturas foram inoculadas nas proximidadas dlantulas de mangaba
preestabelecidas em meio de cultivo WPM-50%. Coomdrole, foi inoculado 15uL de
caldo nutriente axénico.

Os isolados fungicos cresceram em BDA solido (@dude 200g de batata,
dextrose 20g e agar 15g), suas colbnias foram fatadas utilizando o fundo de
ponteiras de 1000 pL. Foram obtidos discos com 5 demdiametro, que foram
inoculados nas proximidades do colo de plantulasaegaba que cresciam em frascos
com meio WPM - 50%. Como controle, foram utilizadascos de BDA.

Frascos contendo plantulas sem inoculagéo forahzastbs como controle
total. Apoés a inoculacéo, os frascos com as plamtioram mantidos em BOD, a 15
umol m? s* de radiacéo fotossinteticamente ativa, temperatédia de 28 °C e
fotoperiodo de 16 horas.

As plantulas foram avaliadas diariamente, sendo aguénoculadas com o0s
isolados fungicos foram avaliadas até o 15° diandeulacéo e as inoculadas com os
isolados bacterianos, ate o 20° dia de inoculdédioavaliado comprimento médio das
plantulas (desconsiderando as raizes quando caaryécm), nimero médio de folhas
expandidas, gemas, brotacdes laterais e porcent@dgemaizamento.

O delineamento experimental foi inteiramente as@aadm 18 tratamentos e
10 repeticdes, cada uma constituida por um frasotglizando 180 unidades
experimentais. Os dados numéricos foram avaliastasigticamente, mediante a andlise
de variancia, testando as médias pelo teste SaowittK5%), utilizando o software
SISVAR (FERREIRA, 2003).

2.3. Ensaio Il - Inoculacéo de isolados bacteriasce fungicos em tubos de ensaio

para promoc¢ao do crescimentan vitro de plantulas de mangabeira

Os isolados fungicos e bacterianos cresceram em ligeido GL (glicose 10
g; extrato de levadura 2 g e agar 15 g), conforyieeSter-Bradley et al. (1982). e
caldo nutriente, respectivamente, por 72h, a 3€otCagitacdo constante (90 rpm), com
o auxilio de agitador orbital — Shaker (Nova Téan\T 712). Posteriormente, foram
centrifugados a 5000 rpm, por 10 minutos e o s@ut@nte filtrado em filtro estéril, em

capela de fluxo vertical.
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Para cada isolado foi utilizado, separadamentem2d do sobrenadante
obtido, que foi adicionado ao meio de cultivo WPW4 apds sua autoclavagem, em
capela de fluxo laminar horizontal. Apdés a sol@dffdo do meio de cultivo, os
segmentos nodais foram inoculados e mantidos stpddodo de 16 horas, com
temperatura de 25+3 °C, umidade relativa de 43& d6adiacdo fotossintética ativa de
45-55umol m? s™.

As plantulas foram avaliadas diariamente e, ad fiea30 dias, foi avaliado
comprimento médio das plantulas (desconsiderandaizss quando ocorreram) (cm),
namero meédio de folhas expandidas, gemas, brotalghesais e porcentagem de
enraizamento.

O delineamento experimental foi inteiramente asacaom 15 tratamentos e
15 repeticdes, cada uma constituida por um fraseglizando 225 unidades
experimentais. Os dados numéricos foram avaliastasiggicamente, mediante a analise
de variancia, testando as médias pelo teste Sowit:K5%), utilizando o software
SISVAR (FERREIRA, 2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Ensaio | — Inoculacdo de isolados bacterianas fungicos em frascos para

promocao do crescimentan vitro de plantulas de mangabeira

Aos 30 dias de cultivon vitro, os isolados MA6 e MA5 proporcionaram maior
comprimento médio das plantulas de mangabeira,vabones médios de 4,0 e 3,75 cm,
respectivamente. As médias mais baixas foram abtiden a inoculacdo dos isolados
MF2 e MF1 (1,00 e 1,5 cm, respectivamente) (Figlra



145

4,5
4,0 a {~
o5 T
3,0 b fP {‘ b b b
L
2,5 {‘ ‘}
2,0 1 c
1,5 - c
1,0

0,5 1

Comprimento médio das plantulas (cm)

O,o T T T T T T T T T 1

FFF LS dy

Isolados

Figura 1. Comprimento médio das plantulas de mangabéitan§ornia speciosa
Gomes), inoculadas com isolados bacterianos e dasge cultivadas em

frascos contendo meio WPM-50%. Rio Verde — GO, 203ias seguidas
pela mesma, ndo diferem entre si pelo teste SauittK5%).

O isolado MF6 proporcionou maior numero médio dihde expandidas.
Contrariamente, as plantulas inoculadas com oadssIMF3 e MF2 produziram menor
namero de folhas. O isolado MA4 influenciou negatiente a producdo de folhas
expandidas, ndo ocorrendo formacéao destas (Figura 2
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Figura 2. Numero médio de folhas expandidas de plantulasalegabeiraHancornia
speciosa Gomes), inoculadas com isolados bacterianos e dasgie

cultivadas em frascos contendo meio WPM-50%. Riod¥e- GO, 2012.
Médias seguidas pela mesma, nao diferem entrdostgmte Scott-Knott (5%).

Quanto ao numero de gemas, verificou-se 0 mesmdtade obtido para
namero de folhas expandidas, ou seja, a inoculdgasolado MF6 proporcionou maior
namero médio de gemas. Ja as plantulas inoculamlasos isolados MF2 e MF1

produziram as menores médias (Figura 3).
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Figura 3. Numero médio de gemas de plantulas de mangald@macfrnia speciosa
Gomes), inoculadas com isolados bacterianos e dasge cultivadas em

frascos contendo meio WPM-50%. Rio Verde — GO, 20Eias seguidas
pela mesma, ndo diferem entre si pelo teste ScuittK5%).

Os isolados nao exerceram influéncia para numerdrdeacdes laterais e
porcentagem de enraizamento. Visualmente, foi ebder que plantulas inoculadas
com o isolado MA6 eram despigmentadas (verde-glazojn formacédo de raizes
adventicias (Figura 4A).

Plantulas inoculadas com o isolado MA5 eram dereglp verde-escura,
caracteristica da espécie, com folhas expandidaeresa comparadas aos demais
tratamentos e ocorreu inicio da formacéo de raidesnticias (Figura 4B).

A inoculacao do isolado MF6 proporcionou coloragéale-clara as plantulas,
sendo que essas eram menores, comparadas as @wmas inoculacdo do MAG6 e
MAS. Também, foi constatada a formacao de raizesrdttias (Figura 4C).

As folhas expandidas das plantulas inoculadas comolado MF7 eram
menores, comparadas as obtidas com a inoculac@dAdo As plantulas eram quase
totalmente despigmentadas (branco), estioladasas.fiHouve formacdo de raizes

adventicias (Figura 4D).
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Figura 4. Plantulas de mangabeitdgncornia specios&omes), aos 30 dias de cultivo
in vitro em frascos contendo meio WPM-50%, apdés inoculagésaados
bacterianos e fungicos. Tratamentos: A) isolado MBEisolado MA5; C)
isolado MF6; D) isolado MF7. Formacdo de raizeseatias, caule
despigmentado, plantula estiolada e folhas expasdidquenas (seta). Fotos:
Cabral, 2012. Rio Verde — GO, 2012. Barra = 10mm.

3.2. Ensaio Il - Inoculacdo de isolados bacteriasce fungicos em tubos de ensaio

para promocao do crescimentan vitro de plantulas de mangabeira

O isolado MF4 proporcionou maior comprimento médas plantulas (3,5
cm). Quando as plantulas foram inoculadas com ladsoMAS3, foi obtido o menor

valor médio (1,78 cm) (Figura 5).
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Figura 5. Comprimento médio das plantulas (cm) de mangalfeancornia speciosa
Gomes), inoculadas com isolados bacterianos e dasge cultivadas em

tubos de ensaio contendo meio WPM-50%. Rio Ver@O; 2012.Médias
seguidas pela mesma, ndo diferem entre si pek $esttt-Knott (5%).

O isolado MF4 também proporcionou maior nimero méld gemas, em que

o menor valor médio foi obtido com a inoculacaddvii (Figura 6).
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Figura 6. Numero médio de gemas de plantulas de mangald@macfrnia speciosa
Gomes), inoculadas com isolados bacterianos e dasge cultivadas em

tubos de ensaio contendo meio WPM-50%. Rio Ver@O; 2012.Médias
seguidas pela mesma, ndo diferem entre si pe $esttt-Knott (5%).

Plantulas inoculadas com os isolados MF4 e MAZ2rdive maior numero

médio de brotacOes laterais. J4 a inoculacdo dwadss MF5, MF1 e MA4 néo

proporcionou formagéo de brotac¢des (Figura 7).
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Figura 7. Numero médio de brotacdes de plantulas de mangaptncornia speciosa
Gomes), inoculadas com isolados bacterianos e dasgé cultivadas em

tubos de ensaio contendo meio WPM — 50%. Rio Ver@®O, 2012 Médias
seguidas pela mesma, ndo diferem entre si pe $esttt-Knott (5%).

Os isolados ndo exerceram influéncia quanto ao rmunue folhas e
porcentagem de enraizamento. Visualmente, foi shder aos 30 dias, que plantulas
inoculadas com o MF4 eram de coloracao verde-ctama, pouca formacéo de folhas

expandidas e néo foi constatada formacgéo de ratkesticias (Figura 8A).

e

Figura 8. Plantulas de mangabeitdgncornia specios&omes), aos 30 dias de cultivo
in vitro, em tubos de ensaio contendo meio WPM-50%, apiuiacdo de
isolados bacterianos e fungicos. Tratamentos: #lpi® MF4; B) isolado
MAZ3; C) isolado MA2; D) isolado MF6. Necrose na éaka plantula, raizes
adventicias, brotacdes laterais, plantula estioldalha senescente (seta).
Fotos: Cabral, 2012. Rio Verde — GO, 2012. Bari® sm.

Quando ocorreu a inoculacdo do isolado MA3, algumbsitulas eram
pequenas, com formacéo de folhas expandidas rutinesnde coloracéo verde-escura.
Em algumas plantulas, ocorreu necrose na basesdestamacao de raizes adventicias
(Figura 8B).
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As plantulas inoculadas com o isolado MA2 n&o evagorosas de coloracéo
verde—clara, algumas estioladas e com pouca foundeafolhas expandidas. Nao
houve formacéao de raizes adventicias (Figura 8C).

A inoculacéo do MF6 proporcionou plantulas quasantente despigmentadas
(branco), pequenas, com pouca formagédo de folhpaneidas, sendo que algumas
eram senescentes. Nao houve formacao de raizesti@ihe (Figura 8D).

A inoculacéo dos isolados MC2, MA1, MC1 e MA3 naoldenéfica, ja que os
mesmos demonstraram taxa de crescimento elevad@ram todo o ambiente do
frasco e levaram as plantulas a morte. Por outlo, la inoculacdo em frascos do
isolado MF6 proporcionou maior niumero médio de gemdolhas expandidas das
plantulas de mangaba. O método de inoculagcaaaritio discos com culturas (fungos)
e aliquotas de 15 pL (bactérias), proporcionoutplas mais vigorosas, de coloracdo
verde-escura caracteristica da espécie, formacadoltbas expandidas e raizes
adventicias.

A inoculacéo do isolado MF4 proporcionou maior campnto meédio de parte
aérea e numero meédio de gemas. Contrariamentetanlongtilizando o sobrenadante
dos isolados proporcionou plantulas pouco vigoradasoloragédo verde-clara ou quase
totalmente despigmentadas (brancas), com poucaaf@mnde folhas expandidas e
algumas senescentes. Desta forma, para o cuftiviro de plantulas de mangaba, o

recomendado seria a inoculacdo do isolado MF6zaritlo o método 1, em frascos.

4. CONCLUSOES

O isolado MF6 proporcionou maior numero meédio denage e folhas
expandidas, com as plantulas de mangaba cultieaddsascos.

Maior comprimento médio de parte aérea e nimeraantlgemas foi obtido
com a inoculagdo do isolado MF4, em tubos de ensaio
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CONCLUSAO GERAL

O volume de 20 mL t de meio de cultivo foi 0 mais adequado por prepici
menor quantidade de senescéncia, enquanto o meid {8B%) promove maior
crescimentaon vitro de plantulas de mangabeira.

O ajuste de pH de 5,0 proporcionou maior crescioienvitro de plantulas de
mangaba. Ja o tampao de algodao favoreceu maigritnento médio de parte aérea e
porcentagem de raizes adventicias.

Sementes de mangabeira inoculadas em meio ligeito,ou sem 159t de
sacarose tiveram os maiores indices de porcentdgegeminacéo e vigor. J& 0 meio
liguido, sem agitacdo, propicia maior crescimen® mantulas de mangabeira,
constatado por meio do comprimento e nimero méslgethas.

Para o cultivain vitro das plantulas de mangabeira, a utilizacdo de 4\65 u
KIN em meio proporciona maior crescimento.

Meio de cultivo com sacarose e sem carvao ativagiplementado com 36,9
MM de IBA proporciona maior crescimento e enraizamén vitro de plantulas de
mangabeira.

A utilizacdo de meio de cultura, contendo FgR©Oo0 mais indicado para
isolamento de microrganismos solubilizadores diatosle solo de mangabeira.

Entre os 15 isolados obtidos, apenas sete demiarstraapacidade para
solubilizar as trés fontes de fosfato utilizadas.n@aiores indices de solubilizacdo para
AIPO,, CaHPQ e FePQ@ foram obtidos pelos isolados MF5, MA3 e MAG6
respectivamente.

Maiores taxas de solubilizagdo em meio liquido paiRO, e FePQ foram
obtidas pelos isolados MC1 e MC2, respectivamdniguanto para calcio os isolados
MC1, MC2, MA5 e MF4 obtiveram as maiores mediadré&ns fontes de fosfato todos
os isolados obtiveram os maiores valores quandeio de cultura estava suplementado
com FePQ
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A maior producéo de AlA foi atingida pelo isoladd-B1
Para o cultivan vitro de plantulas de mangaba, é recomendada a inocudagéo

isolado MF6, em frascos, ja que proporciona maiesamento das plantulas.



