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RESUMO

A mangabeira, espécie nativa do Cerrado, destaca-se por possuir um grande potencial como plantafrutiferae produtora
de borracha. No entanto, suas sementes apresentam recalcitrancia, dificultando sua propagagdo, o que torna evidente a
necessi dade da obtencao de mudas por via assexuada. Neste contexto, o cultivo in vitro apresenta-se como uma alternativa
a ser utilizada. Com o presente trabalho, visou-se estabelecer uma metodologia de micropropagacdo da mangabeira via
organogénese direta. Para a obtengao de brotacdes, segmentos caulinares com até duas gemas laterai s foram inoculados em
meio de cultura WPM, suplementado com diferentes concentragfes de BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg L1). Parao
enraizamento, brotacdes foram inoculadas em meio WPM, suplementado com 0,1% de carvéo ativado e diferentes
concentracdes de ANA (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L) ou AIB (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L). As brotagdes inoculadas
permaneceram em sala de crescimento por 15 dias, quando foram transferidas parameio WPM sem reguladores de crescimento.
As concentracdes de 5,0 mg L e 3,0 mg L de BAP foram as mais eficientes na induc&o, respectivamente, de brotacdes e
gemas. O maior comprimento das brotacgdes foi verificado em meio suplementado com 1,0 mgL* ou 2,0 mg L' de BAP. A
maior formagéo de calos ocorreu em meio suplementado com 4,0 mg L* dessa citocinina. A auxina ANA ndo se mostrou
eficiente, nas concentracfes testadas, no enraizamento in vitro de brotagdes de mangabeira. Na presenca de 3,0 mg L de
AlIB, 20% das brotac¢des enraizaram.

Termos paraindexacdo: Micropropagagdo, brotagdes, enraizamento.

ABSTRACT

The mangabeira presents potential for fruit and rubber production. Since the seeds are recalcitrant which makes
difficult its propagation, new approaches are needed in order to obtain plants through asexual methods. In this context, the
process of in vitro culture presents as an alternative for the mangabeira propagation. The objective of the present work was
to establish amicropropagation methodol ogy of mangabeirathrough direct organogenesis. To obtain shoots, nodal segments
collected from in vitro germinated seedlings were inoculated in WPM medium supplemented with different concentrations
of BAP(0.0; 1.0; 2.0; 3.0; 4.0e5.0 mg L%). For root induction, shoots were inoculated in WPM medium supplemented with
0.1% activated charcoal and different concentrations of NAA (0.0; 1.0; 2.0e3.0mg L) or IBA (0.0; 1.0; 2.0; 3.0e4.0mg L%).
Theinoculated shoots were maintained in for 15 days a growth room after which were transferred to afree grow regulator
WPM medium. The concentrations of 5.0 mg L-* and 3.0 mg L BAP were the most eficient for shoots and buds induction,
respectively. Higher shoot length was observed in medium suplemented with 1.0 mg L* or 2,0 mg L BAP. The higher
callus formation occurred in medium suplemented with 4.0 mg L* BAP. The use of NAA was not efficient, in all tested
concentrations, to induce in vitro root formation in shoots. In presence of 3.0 mg L-* IBA, 20% of the shoots devel oped
roots.

Index terms: Micropropagation, shooting, rooting.

(Recebido em 20 de outubro de 2005 e aprovado em 22 de maio de 2006)

INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes),
espécie arbdrea nativa do Cerrado, apresenta um grande
potencial como planta frutifera e como produtora de
borracha. No entanto, com a inexisténcia de plantios

Unicaforma de exploragdo, constituindo-se, assim, numa
grande barreira para o aproveitamento de todas as suas
potencialidades.

O estabelecimento de plantios comerciais da
mangabeira tem sido dificultado pelo curto periodo de
armazenamento das sementes e pelo insucesso da sua

racionais e tecnificados, o extrativismo é, atualmente, sua  propagagdo por estaquia.
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Avancos na instalagdo de pomares comerciais
implicam na necessidade de producdo de mudas de alta
qualidade e baixo custo, o que requer o uso de métodos
intensivos de propagagéo (Corréa, 1990; Y ui, 1990), sendo
a propagacado vegetativa essencial para a manutencéo dos
caracteres agrondmicos desgjaveis do gendtipo.

O desenvolvimento de técnicas de cultura de
tecidos vegetais tem sido uma das contribui¢gdes mais
significativas para o avanco do processo de propagagao.
A micropropagagdo é a técnica aternativa mais utilizada,
com a finalidade de obtencéo de um grande nimero de
plantas uniformes, independente da época do ano
(Borthakur et al., 1999). Pode ser realizada por
organogénese ou embriogénese somatica. Na
organogénese ocorre a diferenciagdo de brotacGes e raizes
durante o desenvolvimento vegetal. A embriogénese
somética envolve o desenvolvimento de embrides a partir
de células somaticas embriol ogicamente competentesin
vitro (Ahuja, 1992). Segundo Bonga (1985), por ser de
manipul agdo relativamente facil, principa mente devido
ao tamanho do explante utilizado, e por originar plantas
em geral geneticamente mais estaveis, a proliferacéo de
gemas axilares é a técnica mais utilizada para a
micropropagacdo de plantas lenhosas, como a
mangabeira.

De acordo com Sano & Almeida (1998), observam-
se diversos padrBes de multiplicacdo, de acordo com a
espécie cultivada. Existem espécies que, na mesma
subcultura, produzem até cem brotos por explante. Paraas
plantas do Cerrado, os poucos trabalhos ja realizados
indicam que a producdo de brotos na mesma subcultura é
daordem de dez por explante. Entretanto, observa-se que
guanto maior o nimero de brotos, menor serd o seu
comprimento. Além disso, muitas vezes, os brotos
apresentam caracteristicas morfolégicas anormais. A
vantagem de se obter brotos normais e alongados (maiores
do que 1,5 cm) é que esses enraizam mais facilmente do
gue brotos curtos.

O crescimento e a organogénese in vitro sdo
altamente dependentes da interacdo entre as substancias
de crescimento que ocorrem naturalmente na planta
(hormdnios) e os analogos sintéticos (reguladores de
crescimento), os quais sdo adicionados ao meio de cultura
(George, 1996).

As auxinas sao substancias que controlam o
crescimento e o alongamento celular e as citocininas
estimulam a divisdo celular e reduzem adominancia apical.
O balanco entre estes dois tipos de reguladores controla
muitos aspectos da diferenciacéo celular e organogénese
nas culturas de tecidos e orgdos (Pasqual, 2001).

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), das
citocininas comercialmente disponiveis, a 6-
benzilaminopurina (BAP), é a que, em geral, apresenta
melhores resultadosin vitro para promover a multiplicagéo
de diversas espécies, sendo utilizada em aproximadamente
60% dos meios de cultivo, seguida da cinetina (KIN), com
cercade 23%.

Quanto ao enraizamento, as aLixinas mais utilizadas
s80 0 &cido indolbutirico (AIB) e o &cido naftalenoacético
(ANA) (Assis& Teixeira, 1998). As respostas as auxinas,
no entanto, ndo sdo universais. Certas espécies,
principalmente as lenhosas, enraizam com dificuldade ou
n3o enraizam, Mesmo na presenca de auxinas e algumas
espécies até dispensam o uso de reguladores de
crescimento no seu enraizamento (Rohr & Hanus, 1987).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer uma
metodologia de micropropagacdo da mangabeira via
organogénese direta a partir de segmentos caulinares,
visando a producdo de mudas dessa espécie para a
implantacdo de pomares comerciais.

MATERIAL E METODOS
Inducgdoin vitro de brotaches

Plantulas de mangabeira obtidas da germinagéo de
sementes in vitro em meio WPM suplementado com 0,2
mg L de GA,e 15 g L™* de sacarose, com 60 dias de idade,
foram utilizadas como fonte de explantes para este
experimento.

Segmentos caulinares com o 4pice excisado,
contendo um nd e duas gemas axilares foram inoculados
em meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980),
suplementado com diferentes concentracGes de BAP
(0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 5,0 mg L1) e 3% de sacarose. O
meio foi solidificado com 0,7% de &gar e seu pH gjustado
para 5,8 antes da autoclavagem a 120°C, durante 20
minutos.

Ap6s ainoculagdo, os segmentos foram mantidos
em sala de crescimento a 25+2°C de temperatura, irradiancia
de 36 mmol m? s? e fotoperiodo de 16 horas. Foram
avaliados o0 nimero de brotacBes e gemas axilares por
explante inoculado, o comprimento damaior brotacdo e a
presenca de calos na base dos explantes, aos 30 dias de
cultivo.

O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado com vinte repeti¢Bes por tratamento, sendo
cada repeticdo composta por um tubo de ensaio contendo
um explante.

Com relagdo ao nimero de brotagGes e gemas
produzidas, ajustaram-se modelos log-lineares, cujas
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equagdes descrevem a resposta média de cada variavel
analisada. Ja em relacdo a presenca de calos na base dos
explantes, devido a varidvel de interesse ser dicotdmica,
apresentando dois possiveis resultados (SIM/NAO),
justificou-se 0 ajuste de um modelo de regressao logistica.
A qualidade destes modelos foi estimada via teste qui-
quadrado de Person e analise de Deviance (Balakrishnan,
1992), respectivamente.

Enraizamentoin vitro de brotacfes

BrotagBes obtidasin vitro, no experimento anterior,
foram inoculadas em meio de cultura WPM contendo
diferentes concentragdes de ANA (0,0; 1,0; 2,0e3,0mg L?)
ou AlIB (0,0; 1,0; 2,0; 3,0e4,0mg L), 3% de sacarose e
0,1% de carvao ativado. O meio foi solidificado com 0,7%
de &gar e seu pH gjustado para 5,8 antes da autoclavagem
a120°C, durante 20 minutos.

ApGs a inoculagdo, as brotagdes foram mantidas
em sala de crescimento a 25+2°C de temperatura e na
ausénciade luz, por 15 dias. Decorrido esse periodo, foram
transferidos para meio de cultura WPM sem regul adores
de crescimento e na auséncia de carvéo ativado. Trinta
dias depois, aformacdo de raizes nos diferentes tratamentos
foi avaliada

O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado com vinte repeticfes por tratamento, sendo
cada repeticéo composta por um tubo de ensaio, contendo
uma brotacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Inducdoin vitro de brotagdes

Os model os utilizados para a andlise estatistica do
numero de brotos e de gemas por explante, respectivamente
(1) e (2), mostraram-se adequados aos dados experimentais,
jaque as probabilidades do teste qui-quadrado de Person,
respectivamente 0,996 e 0,704, foram superiores ao nivel
de significancia, preestabelecido em 5%.

V. — gP2636:+04127BAP00B5BAP @)
ybrotos -
o _ eO,8924+0,677ZBAP-0,0982BAP2 2
ygemas -

Houve formacgdo de brotacées em todos os
tratamentos testados (Figura 1), mesmo na auséncia do
regulador de crescimento. Entretanto, a adicdo de BAP ao
meio de cultura proporcionou aumento do nimero de
novos brotos formados por explante.
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FIGURA 1—Numero médiodebrotosegemasnosexplantes
caulinares de mangabeira para cada concentracéo de BAP
acrescentada ao meio de cultura WPM. UFLA, Lavras, 2005.

NUmero

De acordo com Preece (1995), ascitocininastém
fung&o primordial na divisdo celular e atuam também na
quebra da dominancia apical e nainducdo e crescimento
de brotacdes. Grattapaglia e Machado (1998) afirmam
que o tipo de citocinina e a sua concentracdo sdo 0s
fatores que mais influenciam o sucesso da multiplicagédo
in vitro.

Um efeito sinergistico do BAP sobre o nimero total
de brotos formados foi verificado. Para esta variavel, a
maior média observada foi de quatro brotacfes, para
explantes cultivados na concentracdo de 5,0 mg L de
BAP Para Nogueira (2003), ao contrario, concentracoes
acimade 4,0 mg L dessa citocinina ndo foram eficientes
na indugdo de brotos axilares em segmentos nodais de
murici-pequeno (Byrsonimaintermedia A. Juss.).

Quanto ao nimero de gemas laterais, um aumento
foi verificado até a concentracdo de 3,0 mg Lt de BAP (7,5
gemas por explante). A partir deste ponto, ocorreu um
decréscimo.

Pasqual & Barros (1992) relataram que o melhor
resultado para a proliferacdo de gemas em segmentos
nodais de barbatim&o (Stryphnodendron adstringens
Mart.) foi dado pela concentragéo de 4,0 mg L de BAP.
Santos (2004), por outro lado, ao induzir brotacGes em
segmentos nodais de pequizeiro (Caryocar brasiliense
Camb.), verificou um decréscimo do niimero de gemas a
partir da concentracéo de 1,0 mg L2 de BAP.

O efeito das diferentes concentractes de BAP sobre
o0 tamanho da maior brotacdo formadafoi significativo.

O maior comprimento médio das brotaces, 3,175;
3,0 e2,875 cm, foi verificado nos tratamentos com 1,0; 2,0 e
3,0 mg L de BAP, respectivamente (Tabela 1). Acima
dessas concentrages houve uma tendéncia de reducéo
do tamanho dos brotos formados.
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TABELA 1-Testede Tukey paracomparacdo das médias
referentes ao comprimento das brotagdes nas diferentes
concentragBes de BAP adicionadas ao meio WPM. UFLA,
Lavras, 2005.

Concentracdes de

BAP (mg L7 Medias
1,0 3175 a
20 3,000 a
30 2825 ab
5,0 2575 b
4,0 2525 b
0,0 1,850 c

M édias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p< 0,05).

Resultados semelhantes foram encontrados por
Chitra & Padmaja (1999) ao induzirem brotagdes em &pices
caulinares de amora (Morus indica L. cultivar M-5).
Tabachnik & Kester (1977) observaram que concentracdes
de BAP acimade 1,0 mg L™ inibiram o alongamento de
brotacdes de pessegueiro e amendoeira.

De acordo com Yui et a. (1990), a utilizacdo de
concentrages elevadas de BAP promove aformag&o de grande
namero de brotos em detrimento, porém, de seu
desenvolvimento. Trabalhando com sucupira-preta
(Bowdichia virgilioidesKunth), Silveiraet a. (1996) observaram
que segmentos caulinares dessa espécie, quando inoculados
em meio de cultura suplementado com 4,0 mg L de BAR,
produziam, em média, 10 brotos de 10 mm de comprimento,
enguanto que em 1,0 mg L de BAP, 0 mesmo tipo de explante
produzia quatro brotos de 23 mm de comprimento cada um.

Grattapaglia & Machado (1998) relatam que a
tendéncia de diminuicdo do comprimento de brotacfes a
partir de determinada concentracdo pode decorrer de um
possivel efeito fitotdxico da citocinina. Para Narayanaswamy
(1977), atoxidez causada pelo excesso de reguladores de
crescimento no meio de cultura, ou pelo prolongado periodo
de tempo em que a cultura permanece exposta a eles, pode
provocar ateragBes genéticas, fisiol6gicas e morfol gicas,
resultando na reducdo da taxa de multiplicacdo e no
encurtamento dos caules, o que dificultaaindividualizagao
das plantas e 0 processo de enraizamento.

O modelo utilizado para a andlise estatistica da
ocorréncia de calos na base dos explantes caulinares de
mangabeira € dado pela equacdo abaixo (3).

1

2,775-2,370Conc+0,310Conc?) (3)

P(Resp=SIM | Conc,Con?) =
1+ ¢

Por meio da probabilidade da Deviance (p=0,255),
verifica-se a adequacidade do modelo, tendo em vista o
nivel de significancia, fixado em 5%.

Na Figura 2, observa-se a ndo expressividade
da calogénese na auséncia do regulador de
crescimento.

14
0,8 1
0,6 -
04 -
0,2

O T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Propor¢ao média de calos

Concentracdes de BAP (mg L™)
FIGURA 2 — Propor¢cdo média de calos na base dos
explantes para cada concentracdo de BAP acrescentada
a0 meio de culturaWPM. UFLA, Lavras, 2005.

A ocorréncia de calos na base dos explantes
aumentou com o acréscimo de BAP ao meio de cultura, até
aconcentracéo de 4,0 mg L (90%). A partir deste ponto,
uma tendéncia de queda dessa varidvel resposta foi
verificada. Resultados semelhantes foram obtidos por
Fréguaset a. (2004) que, trabalhando com afigueira‘Roxo
de Vainhos’, encontraram maior peso da matéria fresca
(1,672 g) e seca (0,85 g) de calos basais de explantes
caulinares, utilizando o meio de cultura WPM,
suplementado com 4,0 mg Lt de BAP.

Em pesquisa com Inga vera subsp. affinis, Soares
(2003) observou que, a medida que se aumentou a
concentragdo de BAP, estimulou-se aformag&o de calos em
segmentos caulinares. As concentraces de 6,0, 9,0 e 12,0 mg
L deste regulador foram as que apresentaram os resultados
mais significativos, entre 70% e 80% de formag&o de calos.

Enraizamentoin vitro de brotacGes

Asdoses de ANA utilizadas nesse experimento ndo
proporcionaram a formag&o de raizes nas brotagfes de
mangabeira cultivadasin vitro. Este regulador ndo exerceu
efeito positivo narizogénese e os niveis internos de auxinas
dos explantes ndo foram suficientes para desencadear este
processo morfogenético. Segundo Kulescha (1988), o nivel
das auxinas endogenas € o que determina a formagdo de
raizes adventicias, ou seja, € 0 acimulo de auxinas
endogenas que induz a formagao de raizes.
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A testemunha (auséncia de ANA no meio de
cultura) também n&o promoveu o enraizamento. E possivel
que o explante tenha apresentado concentracdes
endogenas de citocininas ou residuais dos experimentos
de multiplicac8o, que podem ter desfavorecido o balanco
hormonal para a emergéncia de raizes. A rizogénese é
geralmente inibida por altas concentracfes de citocinina
que, utilizada na inducdo de brotacbes, pode afetar
negativamente o alongamento dos primardios radiculares
(Pasqual, 1998).

Em meio de cultura suplementado com 3,0 mg L de
AIB, foi observado o enraizamento de 20% das brotagdes
de mangabeira inoculadas. Nenhuma freqiiéncia de
enraizamento foi verificada nas demais concentragdes
dessa auxina.

Segundo Wang & Anderson (1988), 0 AIB € aauxina
sintética mais comumente utilizada na inducao de
enraizamento. Por apresentar a propriedade de promover a
formag&o de primardios radiculares, este regulador tem sido
utilizado parainduzir o enraizamento de numerosas espécies
vegetais.

Efeito favoravel do AIB no processo de rizogénese
foi obtido por Bonilla (2002) em estudos com tangara-agu
(Rudgea viburnoides).

Deccetti (2000), embora utilizando diferentes
concentragBes de AIB no meio de cultura, concluiu que o
melhor enraizamento de segmentos nodais de Annona
glabra é obtido na auséncia deste regulador, em plantas
cultivadas na presenca de luz. Para Nogueira (2003),
trabalhando com murici-pequeno (Byrsonima intermedia
A. Juss), o AIB né&o se mostrou eficiente na indugéo de
raizes.

Segundo Pasqgual (1998), diferencas genotipicas
na resposta a auxina podem ser causadas pela habilidade
diferenciada do tecido em absorver e ou metabolizar a
auxina sintética, convertendo-a para auxina endégena
(AIA).

CONCLUSOES

A utilizacdo de BAP promove resposta eficiente na
inducéo de multibrotacbes em segmentos nodais de
mangabeira.

As concentragBes de 1,0 mg L ou 2,0 mg L de
BAP possibilitam a obtencdo de brotacdes mais
desenvolvidas, embora induzam também a formacgéo de
calos na base dos explantes.

O ANA ndo induz, nas concentragdes testadas, a
formagéo de raizes em brotactes de mangabeira.

O AIB induz, somente na concentragdo de 3,0 mg L%,
aformacao de raizes em brotagdes de mangabeira.
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