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LISTA DE SIMBOLOS E SIGLAS

MS — Meio Murashige & Skoog (1962)
WPM — Meio WPM (Lloyd & McCown, 1980)
AIB — Acido indolbutilico

ANA — Acido naftalenoacético

AIA — Acido indolacético

NaOH — hidroxido de sodio

BAP — 6-Benzilaminopurina

NaOCI — Hipoclorito de sddio
NH4OH — Hidroxido de ambnio

pH — Potencial hidrogenidnico

Atm — Atmosfera

°G.L — graus Lussac

% — Porcentagem

°C — Grau Celsius

mm — Milimetros

mg.L — miligramas por litro

MM - micromol

g.L — Gramas por litro

GO - Goiés

mL — Mililitros

ns — N&o significativo

UFG — Universidade Federal de Goiés

EA — Escola de Agronomia
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RESUMO

BELO, E. S. Micropropagacdo de variedades botanicas de mangabeira (Hancornia
speciosa Gomes). 2023. 134 f. Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas) —
Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiénia, 2023.1

A mangabeira - Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae) é uma arvore
frutifera tipica do Cerrado brasileiro, cujos frutos sdo consumidos e comercializados
localmente, tornando-a um recurso genético de grande importéncia cultural, econémica e
ambiental. A principal forma de obtencéo dos frutos é o extrativismo local, o que torna
urgente a necessidade de conservar suas populagdes naturais para evitar erosdo genética e
ameacas a espécie. Naturalmente distribuida em todas as regiGes do Brasil, a mangabeira
produz sementes recalcitrantes com rapida perda de viabilidade, impossibilitando sua
conservacao a longo prazo. Desta forma, as colecfes de germoplasma sdo essenciais para a
conservacao e resgate de germoplasma nativo, além de servir como suporte para estratégias
de melhoramento. A propagacdo vegetativa ou clonagem é recomendada para o
melhoramento da espécie, pois evita segregacdo e fixa caracteristicas agrondmicas
desejaveis de matrizes superiores. A micropropagacdo surge como uma alternativa eficaz,
permitindo o resgate e armazenamento de germoplasma in vitro, contribuindo para a
elucidacdo de respostas das variedades botanicas e para a clonagem e multiplicacdo de
genotipos promissores. Contudo, a maioria dos relatos sobre micropropagacéo descrevem
apenas H. speciosa, sem abordar as variedades botanicas, o que dificulta o0 melhoramento e
a conservacdo. Diante da necessidade de protocolos especificos, o objetivo geral deste
trabalho foi avaliar o efeito de diferentes fitorreguladores na micropropagacdo de trés
variedades botanicas de mangabeira da colecdo de germoplasma da Escola de Agronomia
da UFG. Inicialmente, foram avaliados os efeitos de diferentes meios de cultura para a
germinacdo e resgate de embrides das variedades gardneri, cuyabensis e pubescens.
Observou-se gque as variedades cuyabensis e gardneri apresentaram melhor sobrevivéncia
em plantas germinadas de sementes, enquanto a var. pubescens mostrou melhor desempenho
em plantas de resgate de embries. O meio WPM foi satisfatorio para a germinacéo de todas
as variedades botanicas. No que diz respeito ao crescimento, as variedades pubescens e
gardneri apresentaram melhor desenvolvimento na auséncia de sacarose ou com 15 g.L™,
tanto para plantas de resgate de embrides quanto para as germinadas de sementes. A var.
cuyabensis, por sua vez, teve melhor crescimento de plantas de resgate de embrides em meio
WPM com até 45 g.L ! de sacarose. No estudo da multiplicacdo de brotos de plantas
germinadas in vitro, testou-se a brotacdo com diferentes citocininas, sendo o BAP, em doses
de até 4,40 uM, a melhor citocinina para todas as variedades botanicas. Para o enraizamento
das brotacdes in vitro, diferentes auxinas foram testadas, revelando que o enraizamento foi
maior na auséncia de auxinas. As plantas enraizadas in vitro foram aclimatizadas em
diferentes substratos em casa de vegetacdo, sendo que a sobrevivéncia das variedades
gardneri e pubescens foi melhor em areia e vermiculita (1:1), enquanto para a var.
cuyabensis o substrato composto mostrou-se mais adequado.

Palavras-chave: Cerrado, cultura de tecidos vegetais, propagacdo vegetativa, espécies nativas.

! Orientador: Prof. Dr. Sérgio Tadeu Sibov, PPGGMP — UFG.
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ABSTRACT

BELO, E. S. Micropropagation of Mangaba Tree (Hancornia Speciosa Gomes) of
Different Botanical Varieties. 2023. 134 f. Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento
de Plantas) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2023.

The mangabeira - Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae) is a fruit tree
typical of the Brazilian Cerrado, whose fruits are consumed and sold locally, making it a
genetic resource of great cultural, economic, and environmental importance. The primary
method of obtaining the fruits is through local extraction, highlighting the urgent need to
conserve its natural populations to prevent genetic erosion and threats to the species.
Naturally distributed throughout Brazil, the mangabeira produces recalcitrant seeds with
rapid viability loss, making long-term conservation unfeasible. Thus, germplasm collections
are essential for the conservation and rescue of native germplasm, as well as providing
support for breeding strategies. VVegetative propagation or cloning is recommended for
species improvement, as it prevents segregation and fixes desirable agronomic traits of
superior matrices. Micropropagation emerges as an effective alternative, allowing the rescue
and storage of in vitro germplasm, contributing to the elucidation of in vitro responses of
botanical varieties and the cloning and multiplication of promising genotypes. However,
most reports on micropropagation describe only H. speciosa, without addressing the
botanical variety, which complicates breeding and conservation efforts. Given the need for
specific protocols, the general objective of this study was to evaluate the effect of different
plant growth regulators on the micropropagation of three botanical varieties of mangabeira
from the germplasm collection of the School of Agronomy at UFG. Initially, the effects of
different culture media for the germination and rescue of embryos of the varieties gardneri,
cuyabensis, and pubescens were evaluated. It was observed that the cuyabensis and gardneri
varieties showed better survival in seed-germinated plants, while the pubescens variety
performed better in embryo rescue plants. The WPM medium was satisfactory for
germination of all botanical varieties. Regarding growth, the pubescens and gardneri
varieties showed better development in the absence of sucrose or with 15 g.L™, both for
embryo rescue plants and seed-germinated plants. The cuyabensis variety, on the other hand,
had better growth of embryo rescue plants in WPM medium with up to 45 g.L-1 of sucrose.
In the study of shoot multiplication of in vitro germinated plants, the budding of the varieties
was tested with different cytokinins, with BAP at doses up to 4.4 uM being the best cytokinin
for all botanical varieties. For the rooting of in vitro shoots, different auxins were tested,
revealing that rooting was higher in the absence of auxins. The in vitro rooted plants were
acclimatized in different substrates in a greenhouse, with the survival of the gardneri and
pubescens varieties being better in sand and vermiculite (1:1), while for the cuyabensis
variety, the composite substrate proved to be more suitable.

Keywords: Cerrado, plant tissue culture, vegetative propagation, native species.

1 Advisor: PhD. Sérgio Tadeu Sibov, PPGGMP — UFG.
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1. INTRODUCAO

A mangabeira € uma arvore frutifera nativa do Cerrado, produz o fruto
denominado mangaba. E classificada na familia Apocynaceae, com nome cientifico
Hancornia speciosa Gomes. A planta é encontrada em todas as regides do Brasil (Koch et
al., 2015). Séo reconhecidas seis variedades conforme Monachino (1945): H. speciosa var.
speciosa Gomes; H. speciosa var. gardneri (A. DC.) Muell. Arg; H. speciosa var. pubescens
(Nees. Et Martius) Muell. Arg.; H. speciosa var. cuyabensis Malme; H. speciosa var.
maximiliani A. DC.; H. speciosa var. lundii A. DC.

No entanto, a lista de espécies da Flora do Brasil reorganizou apenas em duas
variedades boténicas: H. speciosa var. pubescens e H. speciosa var. speciosa (REFLORA,
2023). Os estudos de Collevatti et al. (2016) mostraram gque 0S grupos genéticos nao
sustentam a recente reorganizacdo em duas variedades, mas suportam parcialmente a
classificacdo de Monachino (1945), pelo menos para quatro variedades amostradas.

A mangabeira tem potencial econdmico baseado na colheita e comercializacao
de frutos (Santos et al., 2016; 2017; Almeida et al., 2014). A arvore é produtora de frutos
carnosos com casca fina, que sdo consumidos in natura ou processados em diversas receitas
tradicionais (Lederman et al., 2000). A producdo é condicionada ao extrativismo e
comercializacdo local na época de sua producéo (Soares, 2016).

O latex produzido a torna importante para a fabricacdo de produtos biomédicos
com menor potencial alergénico (Arruda et al., 2016; Malmonge et al., 2009). Marinho et
al. (2011) mostraram o uso do latex da mangabeira como terapia promissora para 0
tratamento de varios tipos de inflamagdes. Conforme Almeida et al. (2014), o latex €
biocompativel com os sistemas bioldgicos e pode ser um bom biomaterial para aplicacfes
médicas.

Santos et al. (2016) evidenciaram atividades antioxidante, antimicrobiana e
citotoxica para as células de leucemia mieldide aguda em extrato etanolico de folhas. Além
disso, da casca, dos frutos e das folhas encontram-se substancias com atividade
gastroprotetiva e vasodilatadora (Santos et al., 2007).

A mangabeira é uma espécie ndo domesticada, assim € importante a busca de
caracteristicas superiores em plantas para o melhoramento genético. Chaves (2018)

recomenda que um programa em longo prazo poderia iniciar-se com a formacdo de uma
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colecédo de germoplasma de trabalho a partir de coletas realizadas in situ. Ganga et al. (2009)
avaliaram os parametros genéticos de progénies de variedades botanicas da mangabeira na
colecdo de germoplasma da EA-UFG instalada em 2005. Verificaram que as progénies
apresentam altos niveis de variacdo genética para os caracteres diametro do caule e altura da
planta.

Um dos problemas na domesticacdo da mangabeira é o curto periodo de
viabilidade das sementes, pois sao recalcitrantes, com rapida perda de vigor, o que dificulta
0 armazenamento em bancos sob refrigeracdo (Lederman & Bezerra, 2003). A umidade
presente nas sementes da mangabeira também pode favorecer a degradacéo de substancias e
a presenca de microrganismos (Freire et al., 2011). Desta forma, outras estratégias de
conservacdo sdo necessarias como colecdes in vivo e in vitro, a micropropagacdo em
crescimento lento (Oliveira & Aloufa, 2022) e criopreservacdo (Normah et al., 2019).

Conforme Costa e Silva et al. (2017), existem diferencas entre variedades
botanicas de mangabeira e, ainda, entre progénies da mesma variedade. Poucos estudos
fazem comparacbes das respostas entre as variedades botanicas, possivelmente devido a
dificuldades de identificacdo. E interessante que as condicdes de cultivo sejam estabelecidas
de maneira a resgatar e armazenar o germoplasma e auxiliar no melhoramento genético.
Assim, protocolos de micropropagacdo direcionados as variedades boténicas sao
Necessarios.

Para o melhoramento, a caracterizacdo do germoplasma € importante para
deteccdo da variabilidade genética e ado¢do de estratégias de melhoramento genético. Uma
lista de descritores morfoagrondémicos da mangabeira foi apresentada por Silva-Junior et al.
(2018), que auxiliam a identificagdo de matrizes superiores.

Uma alternativa para o0 melhoramento da mangabeira € a reproducéo assexuada
de matrizes selecionadas para gerar clones a serem testados em ensaios especificos (Chaves,
2006). Neste contexto, a micropropagacdo € uma maneira interessante para obtencdo de
clones com qualidade fisioldgica e fitossanitaria, e ainda sédo fonte de propéagulos. Outra
alternativa ¢ a selegdo recorrente associada ou ndo a selegdo de clones. A selecdo poderia ser
realizada tomando-se as melhores progénies, desconsiderando o nivel de subpopulacdes, e
as melhores plantas dentro de cada progénie selecionada (Chaves, 2018). Neste sentido, a
micropropagacao tambem surge como uma forma de obter progénies e sele¢do das melhores

plantas para posterior clonagem.
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Apesar da literatura insuficiente sobre os aspectos da micropropagagéo das
diferentes variedades botanicas da mangabeira, relatos cientificos sem a descricdo da
variedade botanica, mostram a diversidade de respostas em condi¢es in vitro (Sa et al. 2012;
Lédo et al. 2007; Freire et al. 2019). Dessa maneira, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar
o efeito de diferentes fitorreguladores na micropropagacdo de diferentes variedades
botanicas de mangabeira, da colecdo de germoplasma da Escola de Agronomia da UFG.
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CAPITULO 1

MICROPROPAGACAO DA MANGABEIRA: REVISAO E
PERSPECTIVAS PARA CONSERVACAO !

Emiliane dos Santos Belo?; Sérgio Tadeu Sibov?

1 Capitulo elaborado como artigo de revisdo na revista cientifica TreeDimensional (ISSN 2447-9829)
2 Universidade Federal de Goias. Programa de Pés-Graduagdo em Genética e Melhoramento de Plantas.
Goiania, GO, Brasil.

BELO, E. S., SIBOV, S. T. Micropropagacdo da Mangabeira: Revisdo e Perspectivas para Conservacao.
TreeDimensional, Goiénia, 2023.
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2. MICROPROPAGACAO DA MANGABEIRA: REVISAO E
PERSPECTIVAS PARA CONSERVACAO

2.1 RESUMO

A mangabeira é uma arvore frutifera distribuida em todas as regides do Brasil,
produz frutos comestiveis de importancia para geracdo de renda. As respostas fenotipicas
das variedades botanicas de mangabeira, em cultura de tecidos, ainda ndo foram muito
exploradas. Estudos sobre a micropropagacdo sdo importantes para obter plantulas e
explantes com qualidade genética e fitossanitaria adequada, com fins de conservacao e
intercdmbio de germoplasma. Esta revisdo tem como objetivo expor os principais métodos
em diferentes fases da micropropagacdo da mangabeira. Os relatos mostram diversas
repostas para mangabeira in vitro, sem mencionar a variedade botanica estudada.
Encontraram bons indices de germinacdo com sementes em meios WPM e MS liquido ou
gelificado, sem sacarose ou com a metade da concentragio, suplementado com 0,2 mg.L™*
de giberelina (GAs) ou com 2,0 g.L? de carvdo ativado. Para multiplicacdo de brotos a
literatura mostra usos de fitorreguladores auxinas, citocininas principalmente; além de
etileno, acido absciscico e giberelinas. Dispensam-se uso de qualquer fitorregulador para
brotagéo, enquanto recomendam concentragdes superiores a 3,5 mg.L* de BAP e 0,5 mg.L"
! de ANA para a formacéo de calos. A espécie tem baixa resposta para enraizamento com
auxinas. Contudo, com a perda de diversidade genética pela devastacdo do Cerrado, o
sucesso da clonagem in vitro de plantas adultas amplia a possibilidade de conservagéo de

genotipos de matrizes em ambiente natural.

Palavras-chave: variedades botanicas, mangabeira, micropropagacao, fitorreguladores.
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2.2 ABSTRACT

The mangabeira is a fruit tree distributed in all regions of Brazil, producing
edible fruits that are important for generating income. The phenotypic responses of
mangabeira botanical varieties, in tissue culture, have not yet been widely explored. Studies
on micropropagation are important to obtain seedlings and explants with adequate genetic
and phytosanitary quality, for conservation purposes and germplasm collection. This review
aims to expose the main methods in different phases of mangabeira micropropagation.
Reports show diverse responses to mangabeira in vitro, not to mention the scientific
botanical variety. They found good germination rates with seeds in liquid or gelled WPM
and MS media, without sucrose or with half the concentration, supplemented with 0.2 mg.L"
! of gibberellin or 2 g.L™ of charcoal. For budding multiplication, the literature shows uses
of auxin phytoregulators, mainly cytokinins; in addition to ethylene, abscisic acid and
gibberellins. The use of any phytoregulator for sprouting is not required, while
recommending concentrations greater than 3.5 mg.L™* of BAP and 0.5 mg.L™* of NAA for
the formation of calo. The species has a low response to rooting with auxins. However, given
the high rates of loss of genetic diversity due to the devastation of the Cerrado, the success
of in vitro cloning of adult plants increases the possibility of conserving genotypes from

matrices in a natural environment.

Keywords: botanical varieties, mangabeira, micropropagation, phytoregulators.

2.3 INTRODUCAO

A mangabeira € uma arvore frutifera distribuida em todas as regides do Brasil,
ocorrente no Cerrado, Amazonia e Mata Atlantica (REFLORA, 2023). Produz frutos
comestiveis, com alto teor de polpa com diversos carotenoides, vitaminas antioxidantes e
uma excelente fonte de vitamina C e folatos (Cardoso et al., 2013). A espécie também ¢é
importante para geracdo de renda, pela coleta em populagdes naturais, comum em
comunidades extrativistas (Oliveira & Aloufa, 2020).

A espécie é classificada na familia Apocynaceae, com cerca de 200 géneros e

2000 espécies, distribuidas nas regides tropicais e, principalmente, em clima temperado. No
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Brasil, séo registrados 78 géneros e 782 espécies da Familia Apocynaceae (REFLORA,
2023). A mangabeira tem o0 nome cientifico Hancornia speciosa Gomes. S&o reconhecidas
seis variedades de mangabeira (Monachino, 1945): H. speciosa var. speciosa Gomes, H.
speciosa var. gardneri (A. DC.) Muell. Arg., H. speciosa var. pubescens (Nees. Et Martius)
Muell. Arg., H. speciosa var. cuyabensis Malme., H. speciosa var. maximiliani A. DC., H.
speciosa var. lundii A. DC.

Para a mangabeira, a micropropagacdo pode constituir uma alternativa
econémica adequada em relacdo aos métodos classicos de propagacao de espécies florestais
nativas. Além de oferecer a possibilidade de propagacédo de arvores selecionadas, possibilita
a limpeza clonal, obtendo-se plantas livres de virus por meio de apices caulinares e
meristemas, superando problemas de contaminacdo patogénica (Wendling et al., 2006).

A literatura aborda uma ampla gama de respostas frente ao uso de
fitorreguladores na micropropagacdo da mangabeira, mas raramente descreve a variedade
botanica. A variabilidade fenotipica das variedades botanicas vista por Ganga et al. (2009)
deve ser considerada, pois ndo existe um padrdo de respostas das plantas na multiplicacéo in
vitro, principalmente quando se refere as espécies nao-domesticadas.

Sao necessarios estudos de meios de cultura e condi¢cBes que favorecam a
germinacao in vitro das espécies ndo-domesticadas, tanto para obter plantulas com qualidade
genética e fitossanitaria adequada (Pinheiro et al., 2001) ou como alternativa de resgate de
germoplasma nativo (Oliveira et al., 2013).

As respostas fenotipicas das variedades botanicas de mangabeira, em cultura de
tecidos, ainda ndo foram muito exploradas. Esta revisdo tem como objetivo expor 0s

principais métodos em diferentes fases da micropropagacdo da mangabeira.

2.4 EMBRIOGENESE ZIGOTICA DA MANGABEIRA

A embriogénese zig6tica em plantas é o processo em que ocorre a formacgéo e
desenvolvimento do embrido a partir do zigoto e pode ser utilizada em estudos do
desenvolvimento e diferenciacdo de plantas (Floh et al., 2015), e como forma de
multiplicacio e armazenamento de germoplasma vegetal. E uma técnica que permite o
armazenamento e a multiplicacdo de especies com sementes recalcitrantes e de baixa
dispersdo. Também tem sido usada para superar a dorméncia de sementes, para testar a

viabilidade, além de servir como fonte de explantes (Hu & Ferreira, 1998).
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Alguns obstaculos para a germinacdo de embrides zigéticos sdo apresentados,
como a contaminac&o e dificuldade de remocdo do embrido do diasporo sem causar danos
fisicos (Martendal et al., 2013). Estudos de meios de cultura e condi¢bes que favorecam a
germinacao in vitro das espécies sdo importantes, tanto para maximizar a taxa de germinacao
como para obter plantulas com qualidade genética e fitossanitaria adequada, que sirvam
como fonte de explantes em experimentos de cultura de tecidos e que facilitem a conservagéo
e transferéncia de germoplasma da espécie (Pinheiro et al., 2001).

O sucesso da embriogénese zigdtica em mangabeira foi relatada por varios
autores. E uma técnica que permite, frequentemente, maior germinabilidade das sementes
que em viveiros, pois as condi¢fes in vitro sd0 mais uniformes aos processos de
desenvolvimento inicial da plantula (Noleto & Silveira, 2004).

As recomendacdes na literatura cientifica para germinacdo in vitro e cultura de
embrides sdo diversas, mas ndo se aplicam especificamente as diferentes variedades de
mangabeira. Apenas o estudo de Vieira et al. (2018), em germinacdo in vitro de sementes
das variedades botanicas gardneri, cuyabensis e pubescens, mostraram que ndo houve
diferencas significativas nas taxas de germina¢do com o uso de &cido indolbutirico (AIB).

Cabral et al. (2013) mostraram que os melhores indices de porcentagem de
germinacdo foram com sementes em meio WPM liquido sem sacarose ou com 15 g.L" e
sem agitacdo. Freire et al. (2011), dispensam o uso de acido indolacético (AlA) e 6-
benzilaminopurina (BAP) na germinacao da mangabeira. Soares et al. (2009) mostraram que
0 meio de cultura WPM e MS com metade da concentracao de sacarose e suplementado com
0,2 mg.L de giberelina (GA3) promoveram altas taxas de germinacdo. Ledo et al. (2007)
mostraram que o meio de cultura MS com metade da concentragdo salina, acrescido de 2,0
g.L! de carvéo ativado proporciona 100% de germinacéo e bom desenvolvimento da parte
aérea e sistema radicular de plantulas de mangabeira in vitro. Todavia, Machado et al. (2004)
obtiveram sucesso na germinacéo de diferentes matrizes de mangabeira em meio MS sem

fitorreguladores.

2.5 RECALCITRANCIA DAS SEMENTES E CRESCIMENTO LENTO
DA MANGABEIRA

Sementes de mangabeira sdo sensiveis a dessecacdo, o que dificulta a

conservacao ex situ em bancos de sementes e para a conservagdo da espécie isso pode ser
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perigoso (Masetto & Scalon, 2014). Alguns trabalhos mostram que o condicionamento
osmatico de sementes pode ser uma alternativa para espécies recalcitrantes. Esta técnica é
baseada na hidratacdo controlada das sementes a um nivel que permite a pré-geminagédo, mas
sem emergéncia radicular, que pode ser feita pela imersao das sementes em solu¢es com
substancias osmoticas (Khan, 1992).

A colegdo in vitro por crescimento lento € uma alternativa potencial para
conservacdao de germoplasma de mangabeira. Neste contexto, a taxa de crescimento das
plantas € reduzida através de fitorreguladores retardantes, como o acido abscisico e etileno
(Ledo et al., 2011). No processo de dessecacéo, a reducdo no contetido de 4gua pode causar
danos fisicos e moleculares, como mudancas na atividade de proteinas e reducdo na
integridade da membrana celular, resultando na deterioracdo (Pammenter & Berjak, 2014;
Umarani et al., 2015).

Para conservagdo in vitro sob crescimento lento, a mangabeira naturalmente
promove 0 ajustamento osmotico e acumulo de prolina para evitar o estresse osmotico
(Santos et al., 2016). Para embrides zigdticos de mangabeira, alguns estudos foram feitos
com objetivo de conservacdo a longo-prazo por técnicas de dessecacéo in vitro. Conforme
Santana et al. (2018) a viabilidade de embrides tem mostrado comportamento diferenciado
de acordo com a técnica de dessecacdo utilizada.

A dessecacdo em silica gel e em solucdo de sacarose 0,3 M seguida por
criopreservacdo em nitrogénio liquido reduziu a taxa de germinacdo e crescimento de
embribes zigoticos de mangabeira. Assim, a técnica apresentada por Nunes et al. (2022)
mostrou que a reducgdo do potencial hidrico a -0,8 MPa com polietilenoglicol e adi¢do de
prépolis e fungicida foram eficientes para manter o vigor das sementes de mangabeira.

De acordo com Masetto & Scalon (2014), a reduc¢édo no contetdo da umidade de
20% para 5% reduziu o potencial fisioldgico das sementes. Dresch et al. (2016) mostraram
que as sementes foram tolerantes a reducdo do contetdo de agua para 15% com rapida
dessecacdo e 30% com dessecacao lenta. Soares et al. (2014) evidenciaram a sensibilidade a
dessecagdo das sementes de mangabeira, em que a secagem por 34 horas a 30°C
comprometeu a qualidade fisiologica e vigor das sementes. Santos et al. (2017) observaram
que a secagem de sementes de mangabeira pode ocorrer naturalmente até 106 horas apés a
extragdo dos frutos sem comprometer a taxa de germinagao in vitro.

Outra técnica promissora para 0 armazenamento de germoplasma da mangabeira

é a criopreservacgdo. A criopreservagdo € uma técnica disponivel para garantir a conservagdo
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por longos periodos de espécies ameacgadas ou com problemas de propagacdo. Consiste na
conservacdo de material biolégico em temperatura ultra baixa (-196°C) em nitrogénio
liquido (Engelmann, 2011). E utilizada na conservagio ex situ, especialmente de espécies
que ndo produzem sementes ou que sao recalcitrantes (Kaczmarczyk et al., 2011) e assim

ndo podem ser preservadas em bancos de conservacao de sementes (Pilatti et al., 2011).

2.6 FITORREGULADORES NA ORGANOGENESE DA
MANGABEIRA

Ha dificuldades de producdo em larga escala de mudas de plantas nativas do
Cerrado a partir de organogénese direta e indireta devido a alta variacdo nas respostas
morfogénicas dessas plantas. Enquanto algumas espécies produzem centenas de brotos em
uma subcultura, para outras espécies, como as nativas do Cerrado, Sano & Almeida (1998)
indicam a producéo de cerca de dez brotos por explante.

Para multiplicacdo in vitro da mangabeira a literatura aborda uma ampla gama
de respostas frente as concentracdes dos fitorreguladores auxinas, citocininas
principalmente; além de etileno, acido absciscico e giberelinas. Para a citocinina 6-
benzilaminopurina (BAP) e a auxina &cido naftalenoacético (ANA), Oliveira et al. (2016)
observaram que a mangabeira ndo é responsiva a BAP e ANA na brotacdo de segmentos
nodais. Concentracdes superiores a 3,5 mg.L* de BAP e 0,5 mg.L* de ANA promovem a
formacéo de calos.

Cabral (2012) recomenda a dose de 1 mg.L™ de cinetina ou a interagdo com 1
mg.L? de ANA e 1 mg.L? de BAP para multiplicagdo de brotos. Para Soares et al. (2011),
2 mg.Lt de BAP em meio WPM induz as melhores respostas organogénicas na cultura de
segmentos caulinares de mangabeira e maior taxa de multiplicacdo de brotacGes. Soares et
al. (2007) obtiveram maior comprimento de brotos com 1 a 2 mg.L™ de AIB, mas no houve
enraizamento com uso de até 3 mg.L™ de ANA, o qual ocorreu com 3 mg.L™* de BAP.
Segundo Lemos et al. (2006), a adicdo isolada de 1 e 2 mg.L! de AIB, ANA e 2,4-D em
meio MS néo foi satisfatoria para enraizamento.

Vaérios fatores interferem no sucesso de formacao de brotos, dentre eles podemos
citar a troca gasosa no frasco (Sa et al., 2012), niveis adequados de fitorreguladores e seu

efeito residual (Soares et al., 2011), tempo de cultivo in vitro (Santos et al., 2011),
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temperatura (Pereira-Neto, 2001), subcultivos (Pires, 2017), dentre outros. Os
fitorreguladores podem ser utilizados para induzir respostas diferenciadas nos brotos, seja
encurtando os no6s ou alongando (estiolamento) para novas brotacdes (Dias et al., 2011).

Para multiplicacdo dos brotos, Sa et al. (2012) verificaram que o intervalo de
tempo ideal para as fases de estabelecimento, primeiro e segundo subcultivos de brotos de
mangabeira é de cinquenta dias. Todavia Soares et al. (2011) observaram que a citocinina
BAP reduziu a capacidade de multiplicacdo dos apices caulinares em subcultivos sucessivos
de mangabeira. Pereira-Netto (2001) complementa que seguimento nodal de mangabeira
crescendo sob temperatura elevada (35°C) ou em meio de cultura com inibidor da sintese de
etileno, o metilciclopropeno, apresenta maior taxa de multiplicagéo de brotos.

A multiplicacdo de brotos por organogénese direta possibilita a formacédo de
plantas com gendtipo desejavel. E uma alternativa interessante para producdo de mudas
clonais e estabelecimento de plantios homogéneos para espécies com alto valor genotipico,
que apresentam dificil enraizamento e brotacdo, ou quando outras técnicas de propagagdo
vegetativa sdo insatisfatorias (Brondani et al., 2009).

Todavia, a capacidade de multiplicacdo de tecidos originados de plantas adultas
é variavel. Gratapagglia & Machado (1998) salientam que a micropropagacdo de espéecies
lenhosas a partir de explantes oriundos de plantas germinadas in vitro € mais viavel sob o
ponto de vista fisiologico e experimental, devido ao estagio juvenil e capacidade de maior
resposta organogénica. Gricoletto (1997) comenta sobre a baixa resposta morfogénica dos
tecidos arboreos adultos e que sdo escassos 0s trabalhos sobre a capacidade de multiplicacdo
de tecidos adultos de espécies do Cerrado para produgdo de mudas clonais.

Machado et al. (2004) avaliaram a capacidade de sobrevivéncia em nove
subcultivos sucessivos de clones de 12 matrizes de mangabeira. Verificaram que a maior
variabilidade obtida foi entre os clones dentro da matriz, o que mostra a importancia da
selecdo de clones na multiplicacédo in vitro da mangabeira. Ainda mostraram que a partir da
sétima repicagem houve, para a maioria dos clones, baixa porcentagem de sobrevivéncia. O
tipo de explante influencia na resposta morfogénica do tecido na clonagem.

Seguimentos nodais com apice excisado de plantas germinadas in vitro sdo
amplamente utilizados como fonte de explantes assépticos para subcultivos subsequentes e
organogénese direta (Soares et al., 2007; Sa et al., 2012). Sa et al. (2012) mostraram que
seguimento mediano e basal de mangabeira induziram a formacéo de ramos adventicios com

alta quantidade de nés comparados aqueles formados de seguimento apical durante 65 dias.
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Também nota que os ramos gerados do seguimento apical tiveram perda de vigor sendo mais
sensivel ao acumulo de etileno.

Segundo Bonga (1985), por ser de manipulacdo relativamente fécil,
principalmente devido ao tamanho do explante utilizado, e por originar plantas em geral
geneticamente mais estaveis, a proliferacdo de gemas axilares é a técnica mais utilizada para
amicropropagacéo de plantas lenhosas, como a mangabeira. Todavia, plantas obtidas a partir
de explantes de sementes assepticamente germinadas geralmente apresentardo maior
variabilidade de fendtipo devido a variacdo genética. Contudo, acerca de altas taxas de perda
de diversidade genética pela devastagdo do Cerrado, o sucesso da clonagem in vitro de
plantas adultas amplia a possibilidade de conservacdo de gendtipos de matrizes em ambiente
natural. A partir disso, pode-se estabelecer jardins clonais como estratégia de

armazenamento de germoplasma.

2.7 DIVERSIDADE GENETICA DA MANGABEIRA

A diversidade genética de acessos e populagdes naturais de mangabeira foi
estudada por analises de parametros genéticos e uso de marcadores moleculares. Para a
colecdo de germoplasma de mangabeira da EA-UFG, ha alta diversidade genética
conservada nas progénies das matrizes. Isso faz a cole¢do importante como populagéo-base
para o pré-melhoramento da mangabeira em programas de melhoramento e conservacao de
recursos genéticos (Collevati et al., 2016).

Conforme Almeida et al. (2019), a variedade botanica cuyabensis é superior as
outras considerando a produtividade de frutos e tamanho da planta. Progénies superiores na
fase juvenil serdo potencialmente mais produtivas na fase adulta, permitindo a selegéo
precoce de genotipos superiores. Assim, recomendam a selecdo de plantas superiores dentro
das progénies.

A diversidade genética entre arvores adultas de mangabeira na regido dos
Tabuleiros Costeiros foi avaliada por primers ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), e
observaram alta diversidade genética (Nunes et al., 2021). Observaram que as caracteristicas
dos frutos, sementes e as mudas sdo Uteis para uso em conservacgao e propagacao da espécie,
bem como na variabilidade fenotipica, atestada por dados de herdabilidade, germinacéo e

vigor.
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De maneira semelhante, para a colecdo de mangabeira na Chapada dos
Guimardes — MT, os primers ISSR foram eficazes para detec¢do de polimorfismo genético
em mangabeira, servindo de aporte para estratégias que visem a conservacao, melhoramento
genético e exploracdo econdmica da espécie (Soares et al., 2017). Santos et al. (2017)
observaram baixa diversidade genética entre acessos de mangabeira avaliados na colecdo de
Germoplasma dos Tabuleiros Costeiros. Quatro acessos apresentaram altos valores de
vitamina C e representam potencial para selecdo e programas de melhoramento genético.
Embora existam evidéncias de correlacdo entre as variedades botanicas e os estados
brasileiros onde se encontram as populagdes, este estudo ndo observou uma correlagéo clara
entre a estrutura genética das variedades e os biomas.

Sobre estudos de estrutura de populacdes de mangabeira, Maia et al. (2022)
evidenciaram que as populacdes de H. speciosa var. speciosa da Mata Atlantica sdo mais
distantes geneticamente de populaces do Cerrado, apesar de formarem um Unico grupo,
justamente por estarem sujeitos a diferentes pressoes de selecdo. As populacdes do Cerrado
e Caatinga (mais provavelmente a H. speciosa var. pubescens) foram geneticamente mais
préximas, embora a area da coletcdo tenha uma grande distancia geografica. As condi¢cbes
ambentais de Cerrado e Caatinga incluem a zona de transi¢ao entre esses dois biomas, séo
mais similares, o que reduz a presséo de selecéo entre as populagdes desses dois biomas.

Collevati et al. (2018) evidenciaram a diferenciacdo genética por meio de
clusteres Bayesianos e relacionaram a taxonomia de Monachino (1945). Embora aceita a
classificacdo botanica de Monachino (1945) com seis variedades boténicas de H. speciosa,
recentemente houve reorganizagdo em duas variedades: H. speciosa var. pubescens,
compreendendo individuos pubescentes do Brasil Central e H. speciosa var. speciosa, com
todas as outras variedades de formas (Koch et al., 2015). No entanto, os dados genéticos das
populacdes analisadas ndo suportam a classificacdo em duas variedades botanicas. Conforme
Collevatti et al. (2018), isso é devido a alta mistura dessas duas variedades e porque
individuos de H. speciosa var. pubescens foram agrupadas geneticamente com H. speciosa
var. gardneri.

Conforme Chaves (2006), geneticamente, as populagdes de H. speciosa foram
agrupadas da seguinte forma: um grupo de H. speciosa var. speciosa correspondente a
populacdes do Nordeste do Cerrado; H. speciosa var. gardneri + H. speciosa var. pubescens
correspondente a populagdes do Cerrado Central; H. speciosa var. cuyabensis + H. speciosa

var. gardneri correspondente a populagOes do Leste do Cerrado; e a grupo de H. speciosa
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var. cuyabensis + H. speciosa var. gardneri correspondente a populacbes do Sudeste e
Sudoeste do Cerrado. Ha hipotese que o leste do Cerrado poderia ter uma zona de contato
entre H. speciosa var. gardneri e H. speciosa var. speciosa (Chaves et al., 2020).

Flores et al. (2018) estudaram quatro variedades botanicas de H. speciosa com
objetivo de fornecer uma maneira segura para quimiotaxia. As analises quimiométricas de
diferentes variedades do Centro-Oeste brasileiro, por ressonancia magnética nuclear,
evidenciaram que a var. speciosa é distinta das outras variedades por exibir alta
diferenciacdo quimica, enquanto var. pubescens pode ser identificada baseada em altos
niveis de compostos fendlicos. Além disso, a composi¢do quimica ndo foi devido ao
ambiente pois utilizaram amostras de jardim experimental, assim toda variagcdo pode ser

devida a diferenciacdo genética ou efeito materno das variedades.
2.8 CONSIDERACOES FINAIS

A mangabeira € uma espécie de ampla ocorréncia no Brasil, importante
economicamente e com desafios para conservagdo. Estudos sobre caracterizacdo da espécie
sdo bem estabelecidos. Porém, ainda existem divergéncias quanto a aplicagdo de variedades
botanicas, em relacdo a diferenciacdo genética entre elas e sobre o efeito materno em
progeénies.

De maneira geral, as cole¢des de germoplasma de mangabeira do Brasil, as quais
ainda ndo sdo muitas, sdo contiuamente estudadas quanto aos caracteres morfoagrondmicos
e de diversidade genética. A associacao das informac@es de germoplasma in situ e ex situ
certamente contribuem para o entendimento do fluxo génico e diferencas das respostas
ambientais da espécie.

As variedades botanicas ainda precisam ser mais exploradas, tanto quanto ao
potencial da progénie para o pré-melhoramento da espécie ou mesmo para elaboracao de
estratégias de resgate de germoplasma. Os estudos de estrutura populacional e diversidade
genética das colecOes de germoplasma sdo de importancia para identificacdo de genotipos
com caracteristicas desejaveis.

As estratégias para conservagdo in situ do recurso genético da mangabeira no
Brasil precisam estar associadas ao Sistema Nacional de Conservagédo da Natureza, Lei n.°
9.985, de 18 de julho de 2000 (Brasil, 2020), que € atualmente um dos mais notaveis sistemas
de unidades de conservacdo do mundo (Padua, 2018). A mangabeira tem ampla ocorréncia
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em diferentes biomas, a conservacdo de seus recursos genéticos deve ser com esfor¢os para

conservar tantas populacgdes naturais quanto possivel.

2.9 REFERENCIAS

ALMEIDA, G. Q.; CHAVES, L. J.; VIEIRA, M. C.; GANGA, R. D. Agronomic evaluation
of a Hancornia speciosa Gomes germplasm collection from the Brazilian Cerrado. Crop
Breeding and Applied Biotechnology, Vicosa, v. 19, p. 8-14, 2019.

ALMEIDA, L. M.; FLORIANO, J. F.; RIBEIRO, T. P.; MAGNO, L. N.; MOTA, L. S. L.
S.; PEIXOTO, N.; MRUE, F.; MELO-REIS, P.; JUNIOR, R. S. L.; GRAEFF, C. F. O;
GONCALVES, P. J. Hancornia speciosa latex for biomedical applications: physical and
chemical properties, biocompatibility assessment and angiogenic activity. Journal of
Materials Science: Materials in Medicine, v. 25, p. 2153-2162, 2014.

ARRUDA, A. S.; FARIA, R. Q.; MOREIRA, A. S. F. P.; FLORIANO, J. F.; GRAEFF, C.
F. O.; GONCALVES, P. J.; ALMEIDA, L. M. Avaliacdo da producdo de latex em
mangabeiras do cerrado goiano. Ciéncia Florestal, Santa Maria, v. 26, p. 939- 948, 2016.

BONGA, J. M. Tissue culture techniques. In: BONGA, J. M., DURZAN, D. J. Tissue culture
in forestry. Dordrecht: Martinus Nijhoff, 1985. p. 4-35.

BRONDANI, G. E.; DUTRA, L. F.; GROSSI, F.; WENDLING, I.; HORNIG, J.
Estabelecimento, multiplicagdo e alongamento in vitro de Eucalyptus benthamii Maiden &
Cambage x Eucalyptus dunnii Maiden. Revista Arvore, Vigosa, v. 33, n. 1, p. 11-19, 2009.

CABRAL, J. S. R. Otimizacdo de Parametros Fisico-Quimicos e Microbioldgicos no
Estabelecimento In Vitro de Explantes de Mangabeira (Hancornia Speciosa Gomes) e
na sua Promocao do Crescimento. 2012. 182 f. Dissertacdo (Programa de P6s-Graduacao
em Ciéncias Agrarias) — Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano —
Campus Rio Verde, Rio Verde, 2012.

CABRAL, J. S. R.; ALBERTO, P. E.; PEREIRA, F. D.; SOUCHIE, E. L.; SILVA, F. G. In
vitro Cultivation of Hancornia speciosa Gomes: The Physical Constitution of the Culture
Medium, Sucrose Concentrations and Growth Conditions. Plant Tissue Culture and
Biotechnology, San Diego, v. 23, n. 2, p. 177-187, 2013.

CALDAS, L. S.; MACHADO, L. L.; CALDAS, S. C.; CAMPOS, M. L.; CALDAS, J. A;
PHARIS, R. P.; PEREIRA-NETTO, A. B. Growth-active gibberellins overcome the very
slow shoot growth of Hancornia speciosa, an important fruit tree from the Brazilian
““Cerrado’’. Trees, Oxford, v. 23, p. 1229-1235, 2009.

CARDOSO, L. M.; REIS, B. L.; OLIVEIRA, D. S.; PINHEIRO-SANT’ANA, H. M.
Mangaba (Hancornia speciosa Gomes) from the Brazilian Cerrado: Nutritional value,
carotenoids and antioxidant vitamins. Fruits, Leuven v. 69, n. 2, 2013.

37



CHAVES, L. J. Conservagdo, domesticacdo e melhoramento de espécies nativas do
Cerrado. In: AMABILE, R.F., VILELA, M.S., PEIXOTO, J.R. (ed.). Melhoramento de
Plantas variabilidade genética, ferramentas e mercado. Brasilia, DF: Sociedade Brasileira de
Melhoramento de Plantas, 2018, p. 93-208.

CHAVES, L. J. Recursos genéticos no Cerrado. In: SILVA JR, J. F.; LEDO, A. S. A
cultura da mangaba. Aracaju, SE: Embrapa Tabuleiros Costeiros, 2006, p. 75-84.

CHAVES, L. J.; GANGA, R. M. D.; GUIMARAES, R. A.; CALDEIRA, A. J. R.
Quantitative and molecular genetic variation among botanical varieties and subpopulations
of Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae). Tree Genetics and Genomes, Switzerland,
v. 16, n. 4, p. 1-11, 2020.

COLLEVATTI, R. G.; OLIVATTI, A. M.; TELLES, M. P. C.; CHAVES, L. J. Gene flow
among Hancornia speciosa (Apocynaceae) varieties and hybrid fitness. Tree Genetics and
Genomes, Switzerland, v. 12, p. 74-85, 2016.

COLLEVATTI, R. G.; RODRIGUES, E. E.; VITORINO, L. C.; LIMA-RIBEIRO, M. S;;
CHAVES, L. J.; TELLES, M. P. C. Unravelling the genetic differentiation among varieties
of the Neotropical savanna tree Hancornia speciosa Gomes. Annals of Botany, Oxford, v.
122, p. 973-984, 2018.

COSTA e SILVA, S. M.; RIBEIRO, K. O.; PIRES, L. L.; CRUZ, G. H. T.; DOURADO, F.
O. Caracteres Morfologicos de Variedades Botanicas de Hancornia speciosa Gomes.
Revista Mirante, Anapolis, v. 10, n. 5, 2017.

DIAS, M. M.; PASQUAL, M.; ARAUJO, A. G.; SANTOS, V. A.; OLIVEIRA, A. C.;
RODRIGUES, V. A. Concentracdes de reguladores vegetais no estiolamento in vitro de
ananas do campo. Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 32, n. 2, p. 513-520, 2011.

DRESCH, D. M.; JEROMINI, T. S.; SCALON, S. P. Q.; MUSSURY, R. M.; MASETTO,
T.E.; PEREIRA, Z. V. Germinacao e Secagem de Sementes de Hancornia speciosa Gomes.
Journal of Bioscience, Uberlandia, v. 32, n. 2, p. 496-504, 2016.

ENGELMANN, F. Use of biotechnologies for the conservation of plant biodiversity. In
Vitro Cellular and Developmental Biology Plant, Springer Nature, n. 47, p. 5-16, 2011.

FLOH, E. I. S.; SANTOS, A. L. W.; DEMARCO, D. Embriogénese Vegetal: abordagens
basicas e biotecnoldgicas. In: RESENDE, R.; SOCCOL, C. R. (Org.). Biotecnologia
Aplicada a Saude: Fundamentos e Aplicagdes. 1. ed. Sdo Paulo: Blicher S/A, 2015, p. 1-10.

FLORES, I. S.; SILVA, A. K.; FURQUIM, L. C.; CASTRO, C. F. S.; CHAVES, L. J;
COLLEVATTI, R. G.; LIAO, L. M. HR-MAS NMR allied to chemometric on Hancornia
speciosa varieties differentiation. Journal of the Brazilian Chemical Society, Campinas,
v. 29, p. 708-714, 2018.

FREIRE, K. C.S.; COELHO, G. G.; RUSSO, S. L.; SILVA, A. V.C.; LEDO, A. S.; SA, A.
J.; MACHADO, C. A. Germinacdo in vitro de embrides zigédticos e aclimatacao de plantulas
de mangaba oriundas da cultura de embrido (Hancornia speciosa Gomes). Scientia Plena,
Sergipe, v. 7, n. 11, p. 1-7, 2011.

38



GANGA, R. M. D.; CHAVES, L. J.; NAVES, R. V. Pardmetros genéticos em progénies de
Hancornia speciosa Gomes do Cerrado. Scientia Forestalis, Piracicaba, v. 37, p. 395- 404,
2009.

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M. A. Micropropagacdo. In: TORRES, A. C,;
CALDAS, L. S.; BUSO, J. A. (Eds.). Cultura de tecidos e transformacéo genética de
plantas. Brasilia, DF: Embrapa-SPI/Embrapa-CNPH, p. 183-260, 1998.

GRIGOLETTO, E. R. Micropropagacao de Hancornia speciosa Gomes (Mangabeira).
1997. 73 f. Dissertacdo (Mestrado em Botanica) - Universidade de Brasilia, Brasilia, DF,
1997.

HU, C. Y.; FERREIRA, A. G. In vitro embriology of llex. In: TORRES, A. C.; CALDAS,
L. S.; BUSO, J. A. (Ed.). Cultura de tecidos e transformacdo genética de plantas.
Brasilia: Embrapa-SPI; Embrapa-CNPH, 1998. p. 371-393.

KACZMARCZYK, A.; TURNER, S. R.; BUNN, E.; MANCERA, R. L.; DIXON, K. L.
Cryopreservation of threatened native Australian species-what have we learned and where
to from here? In Vitro Cellular and Developmental Biology Plant, Switzerland, v. 47, n.
1, p.17-25, 2011.

KHAN, A. A. Preplant physiological seed conditioning. In: JANICK, J. (ed.). Horticultural
Reviews. Wiley and Sons, 1992, v. 13, p. 131-181.

KOCH, I.; RAPINI, A.; SIMOES, A. O.; KINOSHITA, L. S.; SPINA, A. P.; CASTELLO,
A. C. D. 2015. Apocynaceae in Lista de Espécies da Flora do Brasil. Jardim Botanico do
Rio de Janeiro. Disponivel em: http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB15558.
Acesso em 20/07/2023.

LEDO, A. D. S.; SECA, G. S. V.; BARBOZA, S. B. S. C.; SILVA JUNIOR, J. F. D.
Crescimento inicial de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) em diferentes meios de
germinacao in vitro. Ciéncia e Agrotecnologia de Lavras, Lavras, v. 31, 989-993, 2007.

LEMOS, E. E. P.; COSTA, M. A. P. C.; ALOUFA, M. A. |.; LEDO, A. S.; ALMEIDA, W.
A.B.; DANTAS, A.C. V. L.;SILVA, S. A.; SOUZA, F. V. D. Micropropagacdo. In: SILVA
JUNIOR, J. F.; LEDO, A. S. (Ed.). A cultura da mangaba. Aracaju: Embrapa Tabuleiros
Costeiros, 2006, p. 125-133.

MACHADO, L. L.; RAMOS, M. L.; CALDAS, L. S.; VIVALDI, L. J. Selecdo de matrizes
e clones de mangabeira para o cultivo ‘in vitro’. Pesquisa Agropecuaria Brasileira,
Brasilia, v. 39, n. 5, p. 431-435, 2004.

MAIA, A. K. S.; TERTO, J.; OLIVEIRA, I. F.; NASCIMENTO, W. F.; ALMEIDA, C.;
SILVA, E. F. Genetic diversity and structure of Hancornia speciosa Gomes populations
characterized by microsatellites markers. Crop Breeding and Applied Biotechnology,
Vigosa, v. 22, €38012228, 2022.

MARTENDAL, C. O.; BENARDINO, M. M.; PEREIRA, F. D.; SILVA, F. G.; MENEZES,
C. C. E.; HARA, A. C. B. A. M. In vitro cultivation of zygotic embryos from Murici
(Byrsonima cydoniifolia A. Juss.): establishment, disinfection, and germination. Acta
Scientiarum Agronomy, Maring4, v. 35, n. 2, p. 221-229, 2013.

39


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB15558

MASETTO, T. E.; SCALON, S. P. Q. Drying and Osmotic Conditioning in Hancornia
speciosa Gomes Seeds. Revista Floresta e Ambiente, Rio de Janeiro, v. 21, n. 1, p. 62-68,
2014.

MONACHINO, J. A. A revision of Hancornia (Apocynaceae). Lilloa, Tucuman, v. 1, p. 19-
48, 1945.

NOLETO, L. G.; SILVEIRA, C. E. S. Micropropagacao de copaiba. Revista Biotecnologia
Ciéncia e Desenvolvimento, v. 33, p. 109-120, Brasilia, 2004.

NUNES, V. V.; SILVA-MANN, R.; SOUZA, J. L.; LIMA, L. C. D. P. L.; TORRES, M. F.
0.; ALVARES-CARVALHO, S. V. Physiological and molecular changes in seeds
of Hancornia speciosa Gomes stored in conservative solutions. Journal of Seed Science,
Londrina, v. 44, 202244018, 2022.

NUNES, V. V.; SILVA-MANN, R.; SOUZA, J. L.; CALAZANS, C. C. Geno-phenotypic
diversity in a natural population of Hancornia speciosa Gomes: implications for
conservation and improvement. Genetic Resource Crop Evolution, Springer Nature on
line, v.68, p.2869-2882, 2021.

OLIVEIRA, K. S. D.; ALOUFA, M. A. |. Extrativismo e Geracdo de Renda da Mangaba
(Hancornia Speciosa Gomes) em Regido Litoranea do Rio Grande do Norte. Revista
Brasileira de Agroecologia, Rio de Janeiro, v. 15, n. 5, p. 291-304, 2020.

OLIVEIRA, K. S.; MORAIS FREIRE, F. A.; ALOUFA, M. A. |. Efeito de 6-
benzilaminopurina e acido naftalenoacético sobre a propagacdo in vitro de Hancornia
speciosa. Floresta, Curitiba, v. 46, n. 3, 335-342, 2016.

OLIVEIRA, L. S.; DIAS, P. C.; BRONDANI, G. E. Micropropagacao de espécies florestais
brasileiras Leandro. Pesquisa Florestal Brasileira, Colombo, v. 33, n. 76, p. 439-453, 2013.

PAMMENTER, N. W.; BERJAK, P. Physiology of Desiccation-Sensitive (Recalcitrant)
Seeds and the Implications for Cryopreservation. International Journal of Plant Sciences,
Chicago, v. 175, n. 1, p. 21-28, 2014.

PEREIRA-NETTO, A. B. Effect of inhibitors of ethylene biosynthesis and signal
transduction pathway on the multiplication of in vitro-grown Hancornia speciosa. Plant
Cell, Tissue and Organ Culture, Springer Nature on line, v. 66, n. 1-7, 2001.

PILATTI, F. K.; AGUIAR, T.; SIMOES, T.; BENSON, E. E.; VIANA, A. M. In vitro and
cryogenic preservation of plant biodiversity in Brazil. In Vitro Cellular and
Developmental Biology Plant, Springer Nature on line, n. 47, p. 82-98, 2011.

PINHEIRO, C. S. R.; MEDEIROS, D. N.; MACEDO, C. E. C.; ALLOUFA, M. A. I
Germinacdo in vitro de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) em diferentes meios de
cultura. Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, v. 23, n. 2, p. 413-416, 2001.

PIRES, D. C. M. Conservacdo in vitro por crescimento lento de mangabeira do Cerrado
(Hancornia speciosa Gomes). 2017. 68 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) -
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, 2017.

40



REFLORA. Hancornia in Flora e Funga do Brasil. Jardim Botéanico do Rio de Janeiro.
Disponivel em: <https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB15558>. Acesso em: 20/07/2023.

SA, A. D. J.; LEDO, A. D. S.; LEDO, C. A. D. S. Conservagcao in vitro de mangabeira da
regido nordeste do Brasil. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 41, 57-62, 2011.

SA, A. J;; LEDO, A. S.; LEDO, C. A. S.; PASQUAL, M.; SILVA, A. V. C.; SILVA
JUNIOR, J. F. Tipo de vedacdo e explantes na micropropagacdo de mangabeira. Ciéncia e
Agrotecnologia de Lavras, Lavras, v. 36, n. 4, p. 406-414, 2012.

SANO, S. M.; ALMEIDA, S. P. (Ed.) Cerrado: ambiente e flora. Planaltina: EMBRAPA-
CPAC, 1998. 556 p.

SANTANA, F. V.; OKIVIERA, A. C. A.; OLIVEIRA, L. A. R.; MIRANDA, I. C. D;;
MACHADO, C. A., SANTOS, P. A. A. Effect of Desiccation Time on Seed Moisture and
Regeneration of Mangaba (Hancornia speciosa) Embryos. Journal of Experimental
Agriculture International, Hooghly, West Bengal, v. 28, n. 1, p. 1-10, 2018.

SANTOS, M. C.; CARDOSO, B. T.; GOMES-COPELAND, K. K. P.; SILVA, A. V. C;;
SILVA JUNIOR, J. F.; LEDO, A. S. Teor de prolina em brotagdes adventicias de
mangabeira cultivadas in vitro sob condicdes de estresse osmotico. Scientia Plena, Aracaju,
v.12,n. 12, p. 2016.

SANTOS, M. C.; LEDO, A. S.; LEDO, C. A. S.; SOUZA, F. V. D.; SILVA JUNIOR, J. F.
Efeito da sacarose e do sorbitol na conservacéo in vitro de segmentos nodais de mangabeira.
Revista Ciéncia Agrondmica, Fortaleza, v. 42, n. 3, p. 735-741, 2011.

SANTOS, M. P.; AGRIAR, R. A.; BRANDAO, D. C.; PIRES, L. L.; CASTRO Y. O.;
SILVA, F. G.; NERI, L. M. S,; PEREIRA, D. R. M.; CASTRO, J. R.; SELEGUINI, A.
Effect of seed desiccation and sucrose concentration on the in vitro establishment of
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes var. gardneri) seedlings. African Journal of
Agricultural Research, Open Access on line, v. 12, n. 5, p. 348-353, 2017.

SANTOS, P. S.; FREITAS, L. S.; SANTANA, J. G. S.; MUNIZ, E. N.; RABBANI, A. R.
C.; SILVA, A. V. C. Genetic diversity and the quality of Mangabeira tree fruits (Hancornia
speciosa Gomes — Apocynaceae), a native species from Brazil, Scientia Horticulturae,
Elsevier on line, v. 226, p. 372-378, 2017.

SOARES, A.N.R.; SANTANA, J. G.S.; MELO, M. F. V.; MUNIZ, A. V. C. S. Germinagao
de Sementes de Mangaba Submetidas a Secagem. In: IV Seminario de Iniciacdo Cientifica
e Pds-Graduagdo da Embrapa Tabuleiros Costeiros, 4., 2014, Aracaju. Resumos [...].
Aracaju: CPATC. p. 395-403, 2014.

SOARES, F. P.; PAIVA, R.; ALVARENGA, A. A. D.; NERY, F. C.; VARGAS, D. P,;
SILVA, D. R. G. Taxa de multiplicacdo e efeito residual de diferentes fontes de citocinina
no cultivo in vitro de Hancornia speciosa Gomes. Ciéncia e Agrotecnologia de Lavras,
Lavras, v. 35, p. 152-157, 2011.

SOARES, F. P.; PAIVA, R.; ALVARENGA, A. A. D.; NOGUEIRA, R. C.; EMRICH, E.
B.; MARTINOTTO, C. Organogénese direta em explantes caulinares de mangabeira

41


https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB15558

(Hancornia speciosa Gomes). Ciéncia e Agrotecnologia de Lavras, Lavras, v. 31, p. 1048-
1053, 2007.

SOARES, F.P.; PAIVA,R.; STEIN, V. C.; NERY, F. C.; NOGUEIRA, R. C.; OLIVERIRA,
L, M. Efeito de Meios de Cultura, Concentraces de GA3 sobre a Germinacao in vitro de
Mangabeira (Hancornia speciosa Gomes). Ciéncia e Agrotecnologia de Lavras, Lavras v.
33, Comunicacdo, Edicao Especial, p. 1847 -1852, 20009.

SOARES, F. S.; ROSSI, A. AB.; SILVA, B. M.; COCHEV, J. S.; SOBRINHO, S. P.; LUZ,
P. B. Diversity and genetic structure of mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), a fruit
species from Cerrado. Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 38, n. 4, suplemento 1, p.
2479-248, 2017.

UMARANI, R.; AADHAVAN, K.; FAISA, M. M. Understanding poor storage potential of
recalcitrant seeds. Current Science Association, Bengaluru, v. 108, n. 11, p. 2023-2034,
2015.

VIEIRA, M. C.; OLIVIERA, R. M.; FRANCA, J. B. A.; OLIVEIRA, C. C. P.; SOUZA, E.
R. B. In vitro morphogenesis of different mangabeira (Hancornia speciosa gomes) varieties
from the savanna of the Goias. Scientific Electronic Archives, Rondonopolis, v. 11, n. 5,
2018.

WENDLING, I.; DUTRA, L. F.; GROSSI, F. Producdo de mudas de espécies lenhosas.
Colombo: Embrapa Florestas, 2006, 54 p.

42



CAPITULO 2

GERMINACAO DE SEMENTES E RESGATE DE EMBRIOES DE
VARIEDADES BOTANICAS DE MANGABEIRA (Hancornia speciosa

Gomes)!

Emiliane dos Santos Belo?; Sérgio Tadeu Sibov?

1 Capitulo elaborado como artigo para a revista cientifica TreeDimensional (ISSN 2447-9829)
2 Universidade Federal de Goias. Programa de Pés-Graduacdo em Genética e Melhoramento de Plantas.
Goiania, GO, Brasil.

43



3 GERMINACAO DE SEMENTES E RESGATE DE EMBRIOES DE
VARIEDADES BOTANICAS DE MANGABEIRA (Hancornia speciosa

Gomes)

3.1 RESUMO

A mangabeira é uma arvore frutifera, classificada como Hancornia speciosa
Gomes e sdo aceitas seis variedades botanicas de ocorréncia natural, com consideraveis
variagOes fenotipicas. O objetivo desse trabalho foi estabelecer as melhores condi¢des para
germinacdo e resgate de embrifes das variedades botanicas de mangabeira gardneri,
cuyabensis e pubescens. Colheu-se frutos de cinco matrizes das trés variedades botanicas de
mangabeira da EA-UFG. A descontaminacéo foi feita em solucdo de NaOH 1 M, etanol 70°
G.L e hipoclorito de sddio com 2% de cloro ativo. Testou-se 0os meios de cultura completos:
MS e WPM em dois tipos de explantes: sementes e embribes zigoticos, e depois testou-se 0s
meios de cultura com niveis de sacarose: 0, 15, 30 e 45 g.L%, dentre os explantes: sementes
e embrides zigoticos. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com vinte
repeticdes. As variedades botanicas cuyabensis e gardneri tem melhor sobrevivéncia em
plantas germinadas de sementes e a var. pubescens, em plantas de resgate de embrides.
Quanto aos meios completos, o meio WPM ¢ satisfatorio para micropropagacdo para todas
as variedades botanicas da mangabeira. Em niveis de sacarose, a var. pubescens e gardneri
tem melhor crescimento na auséncia de sacarose ou 15 g.L™?, tanto para plantas de resgate
de embrides quanto de germinacao de sementes. A var. cuyabensis tem melhor crescimento

de plantas de resgate de embrides em meio WPM com uso de até 45 g.L™* de sacarose.

Palavras-chave: variedades boténicas, conservagéo, cultura de tecidos de plantas.
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3.2 ABSTRACT

The mangabeira is a fruit tree, classified as Hancornia speciosa Gomes and six
naturally occurring botanical varieties are accepted, with considerable phenotypic variations.
Fruit was collected from five matrices of the three botanical varieties of mangabeira from
EA-UFG. Decontamination was carried out in a solution of 1 M NaOH, 70°G.L ethanol and
2% active chlorine sodium hypochlorite. Complete culture media were tested: MS and WPM
on two types of explants: seeds and zygotic embryos, and then culture media were tested
with sucrose levels: 0, 15, 30 and 45 g.L%, among explants: seeds and zygotic embryos. The
experimental design was completely randomized, with twenty replications. The botanical
varieties cuyabensis and gardneri have better survival in plants germinated from seeds and
var. pubescens, in embryo rescue plants. As for complete media, the WPM medium is
satisfactory for micropropagation for all mangabeira botanical varieties. At sucrose levels,
var. pubescens and gardneri have better growth in the absence of sucrose or 15 g.L%, both
for seed germination rescue plants. The var. cuyabensis has better growth of embryo rescue

plants in WPM medium using up to 45 g.L* of sucrose.

Keywords: botanical varieties, conservation, plant tissue culture.
3.3 INTRODUCAO

A Hancornia speciosa Gomes é uma arvore frutifera, de porte médio, bastante
ramificada, com tronco tortuoso e geralmente Gnico. A planta é classificada como H.
speciosa Gomes e séo aceitas seis variedades botanicas naturais de acordo com Monachino
(1945): H. speciosa var. speciosa Gomes, H. speciosa var. maximiliani A. DC., H. speciosa
var. cuyabensis Malme, H. speciosa var. lundii A. DC., H. speciosa var. gardneri (A. DC.)
Muell. Arg., e H. speciosa var. pubescens (Nees. et Martius) Muell. Arg. Nevertheless.

As variedades botanicas sdo de ocorréncia natural, com consideraveis variagoes
fenotipicas, desde a altura da arvore, didmetro do caule, colora¢do, formato, massa e
producdo de frutos, nUmero e massa das sementes e rendimento da polpa (Ganga et al., 2010;
Costa e Silva et al., 2017). Oliveira & Aloufa (2020) mostraram que o principal uso da
mangabeira é para alimentacao, seguido por propdsitos medicinais, madeireiro, latex e para

fertilizantes organicos. A espécie tem grande potencial econémico em varios setores e
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cadeias de producdo como: agroindudstrias, producdo de latex, extracdo de substancias
farmacéuticas e nutracéuticas (Almeida et al., 2016).

A planta exsuda latex, produz frutos nutritivos que se destacam como fonte de
ferro e zinco, aléem de compostos tanicos, fendlicos e atividade antioxidante, que previnem
doengas degenerativas (Santos et al., 2018). Tem capacidade terapéutica para controlar
edema pulmonar causado por picada de escorpido (Yamashita et al., 2020). Na casca da
planta sdo encontrados fungos endofiticos que produzem compostos bioativos com potencial
antimicrobiano e de biocontrole (Chagas et al., 2017). O extrato etanolico de folhas contém
acidos fendlicos e flavondides que mediaram a apoptose de células de leucemia mieldide
(Santos et al., 2016). O latex possui potencial angiogénico (Almeida et al., 2014), e
osteogénico (dos Santos Neves et al., 2016; Floriano et al., 2016) e ndo € citotoxico ou
genotoxico (Ribeiro et al., 2016).

Embora saiba-se da importancia econémica da espécie, a principal forma de
exploracdo ainda € por extrativismo, para obtencdo de frutos (Pereira et al., 2016). Isso
constitui o sustento de muitas familias e € uma importante estratégia para a seguranca
alimentar de populagdes de baixa renda (Oliveira & Aloufa, 2020). Na regido do Centro-
Oeste, hd poucos cultivos comerciais, também predominando o extrativismo em &reas
remanescentes de Cerrado, representando 1% do rendimento nacional com valor estimado
pelo censo agropecudrio de 2021 de R$ 982.647,00 (IBGE, 2020).

Os estudos sobre a multiplicacdo ex vitro da mangabeira baseiam-se
principalmente em propagacdo de sementes, enxertia e alporquia (Reis, 2011; Pereira et al.,
2016). A multiplicacdo in vitro tem sido uma alternativa promissora para propagacao e
conservacao da espécie devido, principalmente, pela recalcitrancia das suas sementes. Existe
a dificuldade de conservacédo das sementes em refrigeracdo a longo prazo, fato que limita o
resgate de germoplasma. Assim, 0s acessos sdo conservados in vivo, na forma de colecbes
ex situ ou in situ (Barreiro-Neto, 2003; Silva-Junior, 2003).

Para a conservacdo da diversidade genética entre variedades botanicas de
diferentes populacBes de mangabeira e pré-melhoramento, faz-se de necessario o
estabelecimento de protocolos eficazes para resgate de embrides, crescimento lento e
criopreservacao para cada variedade. As técnicas in vitro que se destacam para a conservagéo
de germoplasma de espécies recalcitrantes sao crescimento lento (Ledo et al., 2011), resgate

de embrides e posterior criopreservacdo (Normah et al., 2019).
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A maioria das publicacdes sobre micropropagacdo da mangabeira néo
diferenciam respostas entre e dentro das variedades botanicas. S&o poucos os relatos sobre
resgate, criopreservacao e conversao de embrides zigoticos, como de Santana et al. (2018),
que salientaram o uso de embrides de frutos maduros como melhor alternativa que de frutos
verdes. Freire et al. (2011) dispensaram a recomendacdo dos fitorreguladores ANA (&cido
naftaleno-acético) e BAP (6-benzilaminopurina) para a conversdo de embrides zigoticos da
mangabeira.

Trabalhos sobre germinacéo in vitro de sementes sS40 NUMErosos, mas poucos
diferenciam as variedades botanicas, como observado pelo estudo de Vieira et al. (2018),
que ndo perceberam diferencas no uso de AIB na germinagédo de sementes das variedades
botanicas gardneri, cuyabenis e pubescens. Soares et al. (2009) mostraram que a maior
porcentagem de germinacdo de sementes de mangabeira foi obtida com os meios de cultura
WPM (Wood Medium Plant) (Lloyd & McCown, 1980) e MS-50% (Murashige & Skoog,
1962) com 15 g.L* de sacarose, 0,2 mg.L? de giberelina. Lédo et al. (2007) recomendaram
0 meio MS-50% com carvdo ativado para 100% de germinacédo e bom desenvolvimento da
parte aérea e sistema radicular. Cabral et al. (2013) mostraram alta porcentagem de
germinagdo em meio liquido com 15 g.L™ ou sem sacarose.

Os protocolos de germinagéo e multiplicagéo in vitro de variedades botanicas de
mangabeira podem auxiliar na elucidacdo problemas relacionados a micropropagacédo e
regeneraGao pos-criopreservacio. E também uma estratégia para o resgate e armazenamento
de germoplasma nativo em espaco fisico reduzido e com menor risco em relacdo aos que
existem em colegBes ex vitro (S4 et al., 2012; Engelman, 2011).

O objetivo desse trabalho foi estabelecer as melhores condigdes para germinacéo
e resgate de embriGes das variedades botanicas de mangabeira gardneri, cuyabensis e

pubescens.

3.4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido na Escola de Agronomia da Universidade Federal de
Goiés, no periodo de 2018 a 2020. Estudou-se trés variedades botanicas de mangabeira: var.
pubescens, var. cuyabensis e var. gardneri; pertencentes a colecdo de germoplasma da
Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goias (Goiania-GO; 16°35°12°’S;
49°21°14°W; 730 m). A colegao foi implantada em 2005 em blocos completos ao acaso
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com 58 progénies e quatro blocos, com uma planta por parcela, espagamento de 6 m x 5 m,
totalizando uma area de 6.960 m? e 232 acessos de individuos (Ganga et al., 2009). Nenhuma
fertilizacdo artificial foi feita na colecao.

O clima da regido é do tipo tropical quente e Umido, com inverno seco,
pluviosidades médias anuais de 1.494 mm, com desvio médio de 187,6 mm (Casaroli et al.,
2018). O solo da area do experimento foi classificado como Latossolo Vermelho distréfico,
de textura média e relevo suavemente ondulado (EMBRAPA, 2013).

As matrizes de mangabeira foram selecionadas com caracteristicas de cada
variedade bem definidas. Selecionou-se cinco matrizes para cada variedade. Frutos maduros
foram colhidos no pico da frutificagdo, entre setembro e janeiro, e levados para o Laboratorio
de Cultura de Tecidos Vegetais (LabCultive), do Setor de Melhoramento de Plantas da UFG.

A extracdo das sementes foi realizada por maceracdo dos frutos com auxilio de
peneira e 4gua corrente. As sementes extraidas foram armazenadas em sacos plésticos, sob
refrigeracdo por até sete dias. Desta-forma, as plantas germinadas de cada variedade foram
consideradas como meios-irmaos.

Para os experimentos de micropropagacao, as sementes foram levadas para duas
sequéncias de desinfestacdo. Primeiro, realizou-se uma lavagem em solucdo de NaOH 1 M,
junto a 2 gotas de Tween 20, sob homogeneizacdo por 15 minutos. Nesta fase, houve a
digestdo do tegumento e da mucilagem, que foram removidas em enxagues em agua
destilada. Estas sementes foram descontaminadas por imersao em etanol 70° G.L, por um
minuto; e posteriormente, imersas em solucdo de hipoclorito de sddio com 2% de cloro ativo
+ Tween20, por 15 minutos. Para remocdo dos residuos da descontaminacdo, realizou-se
cinco lavagens em agua destilada autoclavada. Esse processo foi repetido duas vezes.

Para o primeiro experimento, testou-se 0os meios de cultura completos: MS
(Murashige & Skoog, 1962), e WPM (Lloyd & McCown, 1980) em dois tipos de explantes:
sementes e embrides zigdticos. O experimento foi realizado separadamente nas variedades
botanicas de mangabeira: gardneri, cuyabensis e pubescens. O delineamento experimental
foi inteiramente ao acaso, com vinte repeti¢des (tubo de ensaio, parcela experimental).

Os meios de cultura foram gelificados com Gellex®, com pH ajustado para 5,7.
O volume de 30 mL de meio foi transferido para tubos de vidro (23 x 25 mm), com tampa
plastica com orificio vedado com filtro, para trocas gasosas. Os tubos com meio de cultura

foram esterilizados em autoclave a 121°C e 1 atm de pressédo por 20 minutos.
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A extracdo dos embrides e transferéncia dos explantes ocorreu com auxilio de
laminas de bisturi e pingas estéreis, em clmara de fluxo laminar. As sementes
descontaminadas foram excisadas, e 0 embrido exposto foi transferido para os meios de
cultura. Para as sementes, a transferéncia para os meios ocorreu com auxilio de pinca. Apoés
a transferéncia dos explantes, os tubos foram conduzidos para sala de crescimento, com
fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, temperatura de 24°C e umidade relativa
de 40-60%.

Foram conduzidos outros experimentos com as mesmas variedades botanicas de
mangabeira supracitadas. Testou-se 0s meios MS (Murashige & Skoog, 1962) e WPM
(Lloyd & McCown, 1980) com diferentes concentracdes de sacarose: 0, 15, 30 e 45 g.L*,
em dois tipos de explantes: sementes e embrides zigoticos. O delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso, em esquema de fatorial 2x2x4, sendo dois tipos de meio, dois tipos
de explantes e quatro doses de sacarose.

Os meios de cultura foram elaborados conforme protocolos de Murashige &
Skoog (1962) e Lloyd & McCown (1980) com modificacdo nos teores de sacarose, para
obter-se as diferentes concentracdes. O acondicionamento dos meios e a transferéncia dos
explantes foram realizados conforme o experimento anterior.

Os tubos com explantes foram acondicionados em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas de luz de 8 de escuro e temperatura de 24 °C por sessenta dias. As
variaveis analisadas das plantas foram quantidades de plantas vivas, mortas e contaminadas.
Com isso calculou-se as taxas de sobrevivéncia e contaminacdo. As medidas das plantas
foram feitas com paquimetro digital, com leitura visual através do vidro do tubo. Mediu-se
altura da planta, quantidade de folhas expandidas e comprimento da raiz principal.

A andlise de dados foi realizada no software estatistico R (R Core Team, 2020).
Para 0 experimento com meios completos e tipos de explantes, as varidveis foram
submetidas a andlise de variancia, ap6s adequacdo dos pressupostos e teste F ao nivel de 5%
de significancia.

Para os experimentos com os meios com diferentes concentracOes de sacarose e
tipos de explantes, as variaveis resposta de distribuicdo binomial (sobrevivéncia e
contaminacédo) foram ajustadas em funcao dos valores de logito acumulados, apresentados
em regressOes logisticas multinomial. A analise das variaveis altura, nimero de folhas e
comprimento da raiz foram submetidas a analise de variancia, ap6s adequagdo aos seus

pressupostos. Quando a interagcdo entre meio cultura e tipos de explantes foi significativa, as
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variaveis foram submetidas a anélise de variancia para regressdo quadratica multipla, ao

nivel de 5% de significancia.

3.5 RESULTADOS

3.5.1 Germinacéo de sementes e resgate de embrides em meios de cultura completos e
diferentes tipos de explantes

No ensaio de germinacdo in vitro em meios de cultura completos e dentre
explantes, ndo se observou interacdo significativa entre os fatores para altura, para as trés
variedades botéanicas. Foi possivel verificar que o melhor meio de cultura foi WPM completo
e 0 melhor explante foi 0 uso de sementes, para todas as variedades de mangabeira (Tabelas
3.1e3.2).

Tabela 3.1. Altura (mm) de plantas de variedades botéanicas de H. speciosa em meios de
cultura completos.

var. gardneri var. cuyabensis var. pubescens
Altura Desvio- Altura Desvio- Altura Desvio-
Meio (mm) padrdo (mm) padrédo (mm) padrdo
WPM 38,65* 22,67 46,06* 22,33 42,89* 28,50
MS 22,14 20,03 42,60 32,86 32,74 22,99

*Significativo conforme teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 3.2. Altura (mm) de plantas de variedades boténicas de H. speciosa entre dois tipos
de explantes.

var. gardneri var. cuyabensis var. pubescens
Altura Desvio- Altura Desvio- Altura Desvio-
Explante (mm) padréo (mm) padréo (mm) padréo
Embrido 22,56 17,89 29,52 26,63 26,66 26,29
Semente 38,23* 24,67 59,15* 20,56 48,97* 28,36

*Significativo conforme teste F ao nivel de 5% de probabilidade

Houve interacdo significativa entre os fatores para a variavel nimero de folhas,

dentro da variedade botanica cuyabensis. As plantas de resgate de embrides tiveram a
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quantidade de folhas significativamente maiores. Dentre os meios, houve diferencas apenas
em plantas de embrides, com valores significativos para meio WPM completo (Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Numero de folhas de plantas da variedade botéanicas H. speciosa var. cuyabensis
em meios de cultura completos.

Embrido Semente
Meio de cultura Folhas Desvio- Folhas Desvio-
padrdo padrdo
WPM 6,93 aB 2,01 8,56 aA 1,86
MS 4,56 bB 1,54 8,31 aA 1,62

*Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem entre si pelo teste
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Para as variedades gardneri e pubescens, ndo houve interacao significativa entre
os fatores para nimero de folhas. Comparando-se 0os meios completos, os valores foram
significativamente maiores em meio WPM (Tabela 3.4). Para os explantes, ndo houve
significancia para a var. gardneri, mas para a var. pubescens, o nimero de folhas foi

significativamente maior em sementes (Tabela 3.5).

Tabela 3.4. Numero de folhas de plantas de variedades botanicas H. speciosa em meios de
cultura completos.

var. gardneri var. pubescens
Meio de cultura Folhas Desvio-padrao Folhas Desvio-padrao
WPM 53* 1,53 7,23* 2,99
MS 3,6 2,06 5,65 2,05

*Significativo conforme teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 3.5. Nimero de folhas de plantas de variedades botanicas H. speciosa em diferentes

explantes.
var. gardneri var. pubescens
Explantes Folhas Desvio-padrao Folhas Desvio-padrao
Embrido 4,22 1,88 5,86 2,72
Semente 4,66 2,1 7,02* 3,15

*Significativo conforme teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

Houve interacdo significativa para comprimento da raiz apenas para a var.
cuyabensis, com valores significativamente maiores para as plantas de embrido para os

meios testados (Tabela 3.6).
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Tabela 3.6. Comprimento da raiz (mm) de plantas de H. speciosa var. cuyabensis em meios
de cultura completos e diferentes explantes.

Embrido Semente
Meio de cultura Raiz (mm) Desvio-padréo Raiz (mm) Desvio-padrédo
WPM 6,75 aA 1,47 2,17 bB 0,72
MS 6,3 aA 1,42 2,53 aB 0,60

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha néo diferem entre si pelo teste
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

As variedades pubescens e gardneri ndo apresentaram interaces entre meio e
tipo de explante. Para tais, 0 comprimento da raiz foi significativamente maior em meio
WPM (Tabela 3.7) e em plantas de sementes (Tabela 3.8).

Tabela 3.7. Comprimento da raiz (mm) de plantas de variedades botanicas de H. speciosa
em meios de cultura completos.

var. gardneri

var. pubescens (radicula com 24 dias)
Meio de cultura Raiz (mm) Desvio-padréo Raiz (mm)  Desvio-padréao
MS 48,04 36,95 13,61 14,95
WPM 78,9* 37,2 33,22* 21,09

*Significativo conforme teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 3.8. Comprimento da raiz (mm) de plantas de variedades botanicas de H. speciosa
em dois tipos de explantes.

Explante Raiz (mm) Desvio- Raiz (mm) Desvio-
padrdo padrdo

Embrido 49,62 40,3 17,76 17,08

Semente 77,28* 38,79 29,06 * 22,52

*Significativo conforme teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

3.5.2 Germinacdo de sementes e resgate de embrides em meios de cultura completos

com diferentes doses de sacarose

As regressoes logisticas das taxas de contaminacdo, permitiram verificar que em
plantas de resgate de embrides, apenas a var. cuyabensis, teve maiores taxas em meio WPM,

em qualquer dose de sacarose. Considerando-se as sementes, a taxa de contaminacgéo
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diferenciou nas variedades gardneri e cuyabensis, com maiores taxas também no uso de
meio WPM. As taxas de contaminacdo comparadas dentre os explantes diferiram apenas

para a var. pubescens, em ambos 0s meios com qualquer dose de sacarose (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Regressdes logisticas das taxas de contaminacdo sob efeito dos tipos de
explantes (embrido ou semente) em funcdo dos meios MS ou WPM com doses
de sacarose, em variedades botanicas de mangabeira.

As taxas de sobrevivéncia das plantas dentre os diferentes explantes diferiram
em todas as variedades botanicas estudadas. Para a var. cuyabensis a maior sobrevivéncia
ocorreu em plantas de germinacdo de sementes, no meio WPM, em qualquer dose de
sacarose. Para a var. gardneri, também houve maior sobrevivéncia em plantas de sementes,
no meio MS com 45 g.L de sacarose. Para var. pubescens, a maior sobrevivéncia foi vista
em plantas de resgate de embribes em ambos 0os meios e em qualquer dose de sacarose
(Figura 3.2).

As taxas de sobrevivéncia dentre os meios de cultura com doses de sacarose
diferiram em plantas de resgate de embrides, apenas nas variedades botanicas gardneri e

cuyabensis. A var. cuyabensis apresentou maior taxa de sobrevivéncia em meio MS na
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auséncia de sacarose enquanto para a var. gardneri a maior taxa foi no uso de meio WPM
sem sacarose. A sobrevivéncia de plantas de germinacgdo de sementes diferiram também para
var. gardneri e var. cuyabensis. As maiores taxas para var. cuyabensis foram observadas no
uso de meio WPM em qualquer dose de sacarose, enquanto para a var. gardneri as maiores

taxas foram observadas no meio MS conforme os aumentos de sacarose (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Regressdes logisticas das taxas de sobrevivéncia sob efeito dos tipos de
explantes (embrido ou semente) em fungédo dos meios MS ou WPM com doses
de sacarose, em variedades botanicas de mangabeira.

As taxas de sobrevivéncia comparadas dentre as variedades botanicas diferiram
em termos de tipos de meio e tipos de explante. Para as plantas de resgate de embrides, a
var. pubescens apresentou a maiores taxas de sobrevivéncia em ambos 0s meios e em
qualquer dose de sacarose. Para as plantas de germinacdo de sementes, a var. cuyabensis
destacou-se com as maiores taxas de sobrevivéncia, em qualquer dose de sacarose no meio

WPM e nas menores concentragdes de sacarose no meio MS (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Regressdes logisticas das taxas de sobrevivéncia sob efeitos dos tipos de meio
de cultura MS ou WPM com doses de sacarose, e dos explantes (embrido ou
semente), para cada variedade de mangabeira.

Para a var. gardneri em uso de meio MS com doses de sacarose, a maior altura
das plantas foi observada em plantas de germinacéo de embriGes com 45 g.L* de sacarose,
em comportamento assintético com regressdo quadratica significativa (Figuras 3.4 e 3.5).
Para plantas germinadas de sementes a altura ndo exibiu significancia estatistica para a
regressao, com valores semelhantes em todas as doses de sacarose (Figuras 3.4, 3.6). Logo,
para 0 meio WPM, a maior altura foi observada na dose 15 g.L™ de sacarose em plantas
germinadas de sementes, com regressao quadratica significativa. Em plantas de germinacédo
de embrides a altura ndo apresentou significancia para regresséo (Figura 3.4, 3.7 e 3.8).
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Figura 3.4. Regressdes quadraticas da altura de plantas de mangabeira H. speciosa var.
gardneri, comparando-se os tipos de explantes em diferentes meios de cultura,
em funcéo de doses de sacarose.

Figura 3.5. Germinacao de embrides de mangabeira H. speciosa var. gardneri em doses de
sacarose. A=MS 15 g.L!, B=MS 30 g.L%, C=MS 45 g.L ™. Fonte: Belo, E. S.
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Figura 3.6. Germinacao de sementes de mangabeira H. speciosa var. gardneri em doses de
sacarose. A= MS sem sacarose, B= MS 15 g.L!, C= MS 30 g.L, D= MS 45

g.L L. Fonte: Belo, E. S.

Figura 3.7. Germinagdo de sementes de mangabeira H. speciosa var. gardneri em doses de
sacarose. A= WPM sem sacarose, B= WPM 15 g.L!, C= WPM 30g.L*, D=

WPM 45g.L1. Fonte: Belo, E. S.
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Figura 3.8. Germinacdo de embrides de mangabeira H. speciosa var. gardneri em doses de
sacarose. A= WPM sem sacarose, B= WPM 15 g.L?, C= WPM 30g.L?, D=
WPM 45¢g.LL. Fonte: Belo, E. S.

As regressdes quadraticas para as quantidades de folhas foram significativas para
plantas de embrido em meio MS e em plantas de sementes no meio WPM. As maiores
quantidades foram observadas em meio WPM com 15 g.L? de sacarose, em plantas

germinadas de sementes (Figuras 3.9).
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Figura 3.9. Regressdes quadréaticas da quantidade de folhas de plantas de mangabeira H.
speciosa var. gardneri, comparando-se os tipos de explantes em diferentes
meios de cultura, em funcdo de doses de sacarose.
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As raizes tiveram comprimento crescente com regressdo quadratica significativa
em meio MS para plantas germinadas de embrido e em meio WPM para plantas germinadas
de semente e embrido. O maior comprimento de raiz foi observado em meio WPM com 15

g.L ! de sacarose, em plantas de sementes (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Regressdes quadraticas do comprimento de raiz de plantas de mangabeira H.
speciosa var. gardneri, comparando-se os tipos de explantes em diferentes
meios de cultura, em funcédo de doses de sacarose.

Para a var. cuyabensis as plantas germinadas de sementes em meio MS com
doses de sacarose ndo tiveram bom desenvolvimento da parte aérea (Figuras 3.11 e 3.12).
Para plantas de embrido, a altura foi crescente conforme as doses de sacarose, com regressao
quadratica significativa com maior valor de altura com 45 g.L™ de sacarose (Figuras 3.11 e
3.13). Em meio WPM, as plantas apresentaram melhor vigor em relacao as plantas em meio
MS. As regressdes quadraticas ndo foram significativas, sendo os valores semelhantes dentre
as doses de sacarose. Os maiores valores de altura foram observados em plantas de

germinacdo de embrides, em todas as concentracdes de sacarose (Figura 3.11 e 3.14 e 3.15).
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Figura 3.11. Regressdes quadréaticas da altura de plantas de mangabeira H. speciosa var.
cuyabensis, comparando-se 0s tipos de explantes em diferentes meios de

cultura, em funcéo de doses de sacarose.

Figura 3.12. Germinacao de sementes de mangabeira H. speciosa var. cuyabensis em doses
de sacarose. A=MS sem sacarose, B= MS 15 g.L*, C=MS 30 g.L?, D= MS 45

g.LL. Fonte: Belo, E. S.
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Figura 3.13. Germinacao de embrides de mangabeira H. speciosa var. cuyabensis em doses
de sacarose. A=MS sem sacarose, B= MS 15 g.L!, C=MS 30 g.L, D=MS 45
g.L L. Fonte: Belo, E. S.

Figura 3.14. Germinacao de embrides de mangabeira H. speciosa var. cuyabensis em doses
de sacarose. A=WPM sem sacarose, B=WPM 15 g.Lt, C=WPM 30 g.L?,
D=WPM 45 g.L. Fonte: Belo, E. S.
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Figura 3.15. Germinacao de sementes de mangabeira H. speciosa var. cuyabensis em doses
de sacarose. A=WPM sem sacarose, B= WPM 15 g.Lt, C=WPM 30 g.L%, D=
WPM 45 g.L. Fonte: Belo, E. S.

Para a quantidade de folhas na var. cuyabensis, observou-se maiores valores
conforme os aumentos de sacarose no meio WPM, em plantas de originadas em ambos os
tipos de explantes (Figura 3.16, 3.14 e 3.15).

cuyabensis ouyabensis
MS WPM
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p=0,094 y =-0,002x? + 0,0963x + 3,71
0 0 " p=0,0003
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Sacarose (g/L) Sacarose (g/L)

Figura 3.16. Regressdes quadraticas da quantidade de folhas de plantas de mangabeira H.
speciosa var. cuyabensis, comparando-se os tipos de explantes em diferentes
meios de cultura, em funcdo de doses de sacarose.

-
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Para o comprimento da raiz, a var. cuyabensis obteve os maiores valores no meio
WPM com 30 e 45 g.L"! de sacarose, em plantas germinadas de sementes e em todas as doses

de sacarose em plantas de resgate de embribes (Figura 3.17).

cuyabensis cuyabensis
MS WPM
200 1 R=0,73
— y = -0,0025x*- 0,0266x + 3,91
E ;0 - / p=0,657
E <
5 00
% o
., \\_/ = embriao
it R=0,70
50 1 R=0,31 y = -0,002x2 + 0,2999x + 23,23 = gsemente
y =0,159x + 7,319x+ 23,49 p=0,0000034
0 = p=0,0948
0 15 30 45 0 15 30 45
Sacarose (g/L) Sacarose (g/L)

Figura 3.17. Regressdes quadraticas do comprimento de raiz de plantas de mangabeira H.
speciosa var. cuyabensis, comparando-se 0s tipos de explantes em diferentes
meios de cultura, em funcédo de doses de sacarose.

Para a var. pubescens, as plantas germinadas em meio MS em diferentes doses
de sacarose apresentaram valores de altura menores em relagéo ao uso do meio WPM. Esses
valores resultaram em regressao quadratica significativa apenas para as plantas germinadas
de embrides, em gue exibiram valores crescentes de altura conforme aumentos de sacarose
no meio (Figuras 3.18, 3.19 e 3.20). Tratando-se do meio WPM com doses de sacarose, 0s
melhores resultados para altura de plantas foram para aquelas germinadas de sementes na
auséncia de sacarose (Figuras 3.18, 3.21 e 3.22).
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Figura 3.18. Regressfes quadraticas da altura de plantas de mangabeira H. speciosa var.
pubescens, comparando-se os tipos de explantes em diferentes meios de

cultura, em funcéo de doses de sacarose.

1‘ ‘

Figura 3.19. Germinacédo de embrides de mangabeira H. speciosa var. pubescens em doses
de sacarose. A= MS sem sacarose, B= MS 15 g.L?, C= MS 30 g.L?, D= MS

45 g.L™. Fonte: Belo, E. S.
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Figura 3.20. Germinacgédo de sementes de mangabeira H. speciosa var. pubescens em doses
de sacarose. A= MS sem sacarose, B= MS 15 g.L, C= MS 30 g.L, D= MS
45 g.L™. Fonte: Belo, E. S.
o
v

Figura 3.21. Germinacgédo de sementes de mangabeira H. speciosa var. pubescens em doses
de sacarose. A= WPM sem sacarose, B= WPM 15 g.Lt, C= WPM 30 g.L*,
D= WPM 45 g.L%. Fonte: Belo, E. S.
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Figura 3.22. Germinacédo de embrides de mangabeira H. speciosa var. pubescens em doses
de sacarose. A= WPM sem sacarose, B= WPM 15 g.Lt, C= WPM 30g.L?, D=

WPM 45¢g.LL. Fonte: Belo, E. S.
Para a quantidade de folhas, as plantas em meio MS apresentaram valores
crescentes conforme os acréscimos de sacarose no meio, com regressdo quadratica
significativa. Todavia, observou-se maiores valores para quantidade de folhas em meio

WPM sem sacarose e com 15 g.L! embora ndo houve significAncia para a regressio

quadratica (Figura 3.23).
pubescens pubescens
MS WPM
10.0- R=0,85
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Figura 3.23. Regressdes quadraticas da quantidade de folhas de plantas de mangabeira H.
speciosa var. pubescens, comparando-se os tipos de explantes em diferentes
meios de cultura, em funcdo de doses de sacarose.
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Para comprimento da raiz no meio MS com doses de sacarose, a regresséo
quadrética foi significativa para plantas germinadas de sementes, com maior valor no uso de
15 g.L™* de sacarose. Para plantas de embri&o n&o houve significancia para regressdo, embora
observou-se valores crescentes de comprimento conforme os acrescimentos de sacarose no
meio. Em meio WPM, embora ndo houve significancia nas regressdes, a assintota foi
crescente para plantas germinadas de embrido e decrescente para plantas de sementes

conforme acréscimos de sacarose no meio (Figura 3.24).
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Figura 3.24. Regressdes quadraticas do comprimento de raiz de plantas de mangabeira H.
speciosa var. pubescens, comparando-se os tipos de explantes em diferentes
meios de cultura, em funcdo de doses de sacarose.

3.6 DISCUSSAO

Embora a literatura apresente variacGes de protocolos para germinagdo da
mangabeira, foi possivel perceber que as variedades botanicas exibiram resultados distintos
conforme os meios e os explantes testados. As diferencas na composi¢do quimica das
variedades botanicas da mangabeira ja foram evidenciadas por Flores et al. (2018), em que
evidenciam que var. pubescens e speciosa sdo mais distantes quimicamente. As sementes
usadas neste estudo foram conservadas em geladeira por até 7 dias. Todos os frutos colhidos
estavam maduros e com embrides com folhas cotiledonares completamente formadas.

As taxas de contaminacdo podem estar associadas aos tipos de explante

utilizados. Em embrifes pode haver menores taxas de contaminacgéo por estarem localizados
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dentro da semente, um local com menor risco de entrada de contaminantes. As sementes
podem apresentar maiores taxas de contaminagéo pois estdo circundadas ao endocarpo com
polpa mucilaginosa rica em nutrientes e tegumento em aderéncia ao endosperma (Abdalla et
al., 2021), além disso a casca fina e permeéavel favorece a contaminacéo.

Neste estudo foi utilizada a técnica de escarificacdo quimica por imersdo das
sementes em solucdo de NaOH 1 M em agitacdo por 10 minutos (Soares et al., 2009),
seguidos por trés enxagues sucessivos. Desta forma o tegumento da semente foi digerido,
tomando uma coloracdo de marrom para o branco, ficando desprendido da semente e
posteriormente descartado nos enxagues com &gua esterilizada. Esta foi uma maneira pratica
e eficiente de remover o tegumento, visto que de forma manual exige-se maior tempo
tratando-se uma unica semente.

As técnicas de extracdo das sementes da mangabeira sdao diversas, Vieira et al.
(2020) usaram o NH4OH na proporcdo de 1,5 a 5,0% para otimizacdo da despolpa de
mangabeira das variedades gardneri e cuyabensis. Nunes et al. (2021) testaram a extracao
das sementes de forma manual e mecanica e ndo observaram diferencas na viabilidade das
sementes. A maioria dos estudos apresentam a extracdo das sementes manualmente, com
peneira e 4gua corrente como recomendado por (Barros et al., 2006).

Além disso, outros fazem a remog¢do do tegumento para germinacao in vitro
(Pinheiro et al., 2001; Lédo et al., 2007; Vieira, 2014) ou extracdo com hidroxido de sédio
(Soares et al., 2009, Cabral et al., 2013). Esses estudos sdo importantes pois conforme
Lorenzi (1992), a presenca de inibidores na polpa pode prejudicar a germinacéo, o que
corrobora com os resultados de Oliveira & Aloufa (2018), que observaram prejuizos na
germinacdo das sementes com polpa aderida ao tegumento.

Para embrides, um fator associado ao risco de contaminacdo € o método de
extracdo. Ha necessidade de varios cortes para a remocdo do embrido inteiro aderido ao
endosperma rigido. Embora isso ocorra de maneira asséptica em cabines de fluxo laminar,
pode haver transferéncia de contaminantes da superficie da semente para o embrido. Outro
fator é a composicdo do meio de cultura. Grattapaglia e Machado (1990) afirmaram que o
meio MS completo ndo se mostrou satisfatério em alguns casos, para espécies lenhosas e
que composi¢cdes mais diluidas, como as do meio WPM, podem apresentar melhores
resultados. 1sso associado a suplementagdo com sacarose influencia no risco de qualquer
contaminagdo cruzada, no crescimento de microrganismos contaminantes, ainda que a a

concentracdo do indculo seja pequena.
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Ainda Vieira et al. (2018) relataram a contaminagéo de sementes de mangabeira
com maior incidéncia de bactérias do que fungos. Muitos desses microrganismos podem ser
enddgenos, manifestam apos algum estresse ou apds varios dias de crescimento e geralmente
convivem com a planta. Porém, eles podem competir com as plantas por nutrientes e
carboidratos do meio de cultura contribuindo para reducdo do desenvolvimento da planta.

A altura das plantas mostra o comportamento diferencial entre as variedades. A
var. gardneri e pubescens cresceram melhor em meio WPM e utilizando-se sementes
(Figuras 3.4 e 3.18). As doses de sacarose afetaram pouco o desenvolvimento das plantas
com semente dessas variedades. A var. cuyabensis apresentou melhor crescimento
utilizando-se sementes em meio MS com 30 e 45 g.L™ de sacarose (Figura 3.11).

Tratando-se de plantas de resgate de embrides, houve alguma dependéncia de
sacarose para o crescimento, pois para todas as variedades, 0os embrides se desenvolveram
melhor em meio WPM e aumentaram o crescimento com maiores doses de sacarose. Os
embrides usados neste estudo foram extraidos de frutos maduros e, possivelmente, a taxa
fotossintética poderia estar ocorrendo logo apos 48 horas de exposicao a luz, pois as folhas
cotiledonares rapidamente se desenvolveram e com radicula proeminente.

As respostas diferenciadas entre explantes se relaciona com a forma de nutricdo
do embrido e a composicdo bromatoldgica do endosperma, visto que é este que fornece
nutrientes para o desenvolvimento do embrido. Isso pode ser observado nos resultados com
0s meios de cultura completos, com desenvolvimento melhor para as plantas originadas de
sementes do que para aquelas formadas por embrides.

Na germinacdo de sementes a primeira raiz apareceu 7 a 10 dias ap6s a
introdugdo no meio. A protusdo da radicula das sementes é mais tardia que em embries,
que ocorre ap6s 48 horas com mudanca no intumescimento e alteracdo para a cor
avermelhada. Todavia, ainda que os embrifes apresentassem germinacdo imediata, as
reservas nutricionais do endosperma presente na semente sdo importantes para nutrir a
planta, e assim, logo as plantas formadas de sementes tem incrementos de crescimento
maiores em pequeno periodo, o que resulta em plantas mais vigorosas que as plantas de
embrides.

Embrides zigoticos nus apresentaram alongamento da raiz primaria e
entumecimento do hipocétilo e posterior tuberizagdo para formar o xilopodio de coloracéo
avermelhada. A germinacdo € epigea, fanerocotiledonar, caracteriza-se como pivotante com

uma raiz primaria axial, fina, cilindrica, sinuosa, com numerosas raizes secundarias que sao
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cilindricas, sinuosas, delgadas abundantes e bastantes ramificadas que assim como a raiz
primaria, apresentam base mais grossa que vai afinando no sentido do &pice. O hipocétilo é
epigeo, reto, espesso, curto, suberbaceo, textura lisa, coloracdo avermelhada na base e mais
alaranjada no apice (Dias et al., 2021).

Evidentemente, em plantas de sementes, os nutrientes do endosperma nutriram
a planta a longo prazo. A regido do colo, transicdo entre raiz e caule, formou um sistema
subterraneo, com didametro maior que as plantas de embrides (dados ndo publicados). Esse
sistema é o xilopodio, que transloca nutrientes e carboidratos (mecanismo de “fonte-dreno™)
que ficam armazenados. Estas substancias, com aumento de temperatura e um minimo de
agua disponivel sdo degradados e utilizados no metabolismo vegetal (Rizzini & Heringer,
1961). Essa estrutura, € um sistema complexo com mistura de tecidos da raiz e do caule que
auxilia no armazenamento de compostos de reserva e permite a sobrevivéncia das espécies
em condigdes desfavoraveis como seca e fogo na Savana Brasileira (Rizzini; Heringer, 1961;
Hayashi & Appezzato-da-Gldria, 2007). Isso corrobora com os resultados observados por
Oliveira et al. (2014), Dresch et al. (2016) e Vieira et al. (2018).

Neste trabalho, as plantas germinadas foram influenciadas pelas doses de
sacarose no meio. Outros estudos mostram a influéncia da sacarose na germinacdo das
plantas. Pinheiro et al. (2001) testaram sacarose em doses até 90 g.L ! no meio MS e néo
observaram qualquer favorecimento na geminacéo de sementes de mangabeira. Soares et al.
(2009), obtiveram as maiores porcentagens de germinacdo in vitro de sementes mangabeira
em meio MS-50% e WPM com 15 g.L* de sacarose.

Cabral et al. (2013) mostraram que a alta percentagem de germinagdo em meio
WPM liquido com 15 g.L! e sem sacarose. A var. gardneri foi avaliada em meio MS nas
concentracdes de 25 a 100% e se apresentou eficiente nos diferentes meios de cultura
testados (Cubas et al., 2017). Santos et al. (2017) relataram que a adi¢do de sacarose acima
de 60 g.L ! causam prejuizos na geminacdo de sementes de mangabeira.

Freire et al. (2011) mostraram que em embrides zig6ticos maduros de
mangabeira é dispensavel a presenca de ANA ou BAP no meio de cultura. Santana et al.
(2013) mostraram que embrides zigdticos em frutos maduros de mangabeira tem maior taxa
de germinacdo que embrides de frutos verdes. Ainda, embrides pre-cultivados em sacarose
e criopreservados ndo regeneraram em plantas. Santos (2013) verificou a eficiéncia da

germinacdo de embrides de mangabeira em meio MS completo 5 dias ap0s desidratagéo.
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Os estudos com outras espécies mostraram a influéncia da sacarose no meio para
0 resgate de embrides. Para variedades de pimenta, os embrides maduros tiveram boa
germinacdo sem adicdo de sacarose e fitorreguladores, e embriGes imaturos ainda requerem
sacarose como fonte exdgena de carboidrato para germinarem (Walter et al., 2018).
Conforme Hu & Ferreira (1998), embrifes excisados no estadio maduro ou proximo a esse
sdo quase autotroficos e, em geral, dependendo da espécie, ndo ha necessidade de
suplementacéo de fonte de energia e os reguladores de crescimento tornam-se dispensaveis.

Alguns trabalhos relacionam o vigor de plantas com parametros biométricos. De
acordo com Moraes & Alves (2002), o tamanho de diasporos de espécies arboreas tropicais
afeta o valor adaptativo das arvores matrizes e do processo de regeneracdo da populagéo,
constituindo uma caracteristica importante da historia de vida. Dessa forma, tém-se
evidenciado que diasporos de maior tamanho apresentam maior sucesso germinativo,
crescimento e sobrevivéncia da plantula, por se originarem de plantulas competitivamente
superiores e consequentemente mais vigorosas.

As respostas das variedades de mangabeira em meios de cultura também foram
salientadas por Vieira et al. (2018), com diferentes taxas de germinacédo para as variedades
cuyabensis, gardneri e pubescens, com 66, 64 e 76% de germinacdo, respectivamente,
utilizando o meio MS com doses de AIB. Outro teste mostrou que a germinagao de sementes
foi de 100% nos meios WPM e MS-50%, e ao associar doses de sacarose e giberelina
mostrou que as taxas de germinacdo também ndo diferiram entre si (Soares et al., 2009).

Conforme Pinheiro et al. (2001) as maiores taxas de germinacdo in vitro de
sementes de mangabeira podem ser obtidas através da retirada do seu tegumento e posterior
inoculagdo em meio MS liquido suplementado com 0,1 g.L' GAs. Cabral et al. (2013)
mostraram que meio liquido sem agitacdo favoreceu a germinacgdo de sementes, e 0 aumento
continuo da concentragdo de sacarose (15 a 90 g.L™!) no meio causou prejuizos na taxa de
emergéncia. Cabral (2012) mostrou que em meio WPM-50%, liquido na auséncia ou com
15 g.L ™! de sacarose proporcionou os maiores indices de porcentagem de germinagao e vigor.

A sacarose pode gerar 0 estresse osmotico nos tecidos e causar prejuizos no
crescimento, mas também pode contribuir com o desenvolvimento. Nesse estudo, o0 uso de
sacarose em embrides zigoticos foi eficiente para conversdo de embrides em plantas. No
entanto, sdo encontradas respostas diferenciadas no uso de sacarose em cultura in vitro

conforme a espécie da planta.
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Santos et al. (2017) evidenciam isso em decréscimos do indice de velocidade de
germinacdo reduzido com o aumento da concentragdo de sacarose no meio. Entretanto, a
capacidade de ajustar aos osmolitos do meio pode ser especifico para cada espécie, como é
evidente para pequi, em gque houve beneficios para a germinacédo (Silva et al., 2013). Para
murici (Byrsonima cydoniifolia) e louro (Laurus nobilis), a auséncia e a adicdo de vérias
concentragOes de sacarose no meio de cultura ndo afetaram as caracteristicas das plantas
(Martendal et al., 2013, Cavusoglu & Bozkurt, 2020).

3.7 CONCLUSOES

e A var. pubescens tem maior taxa de contaminacdo no uso de sementes e por
sua vez tem maior sobrevivéncia em uso de embrides em ambos 0s meios de cultura com
qualquer dose de sacarose.

e A var. gardneri tem maior taxa de contaminag&o no uso de sementes no meio
WPM em qualquer dose de sacarose, tendo maior sobrevivéncia no uso de sementes em meio
MS e no uso de embrides em meio WPM até o nivel de 15 g.L™! de sacarose.

e A var. cuyabensis tem maior taxa de contaminacdo em meio WPM
independente o tipo de explante, tendo maior sobrevivéncia no uso de sementes em meio
WPM com qualquer dose de sacarose.

e O meio WPM completo é indicado para a germinacdo de sementes das trés
variedades boténicas.

e Plantas germinadas de sementes inteiras sdo mais vigorosas que aquelas
geradas de embrides zigoticos.

¢ No uso de sementes inteiras, a variedade cuyabensis, tem melhor crescimento
no meio WPM em qualquer dose de sacarose do estudo, enquanto as variedades gardneri e
pubescens, tem melhor crescimento em meio WPM até 15 g.L™* de sacarose.

e No uso de embribes zigdticos, a var. gardneri tem melhor crescimento em
meio MS a partir de 15 g.L de sacarose, var. pubescens em meio WPM até 15 g.L ! e

cuyabensis se desenvolve em meio WPM com qualquer dose de sacarose do estudo.
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4 ORGANOGENESE DIRETA DE VARIEDADES BOTANICAS DE
MANGABEIRA (Hancornia speciosa Gomes)

4.1 RESUMO

A mangabeira Hancornia speciosa Gomes é uma fruteira tropical, produtora de
frutos importantes para economia local e promissora do ponto de vista comercial. Salienta-
se a importancia do estabelecimento de protocolos completos de micropropagacdo da
mangabeira, devido a diferenciacdo genética ja relatada entre variedades boténicas. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de diferentes citocininas na multiplicacdo de
brotacdes de mangabeira das variedades botanicas gardneri, cuyabensis e pubescens. Foram
utilizados segmentos nodais de plantas de mangabeira germinadas in vitro, das variedades
botanicas gardneri, cuyabensis e pubescens, de arvores da colecdo de germoplasma da
Escola de Agronomia da UFG. Utilizou-se o meio de cultura WPM suplementado com as
citocininas 6-benzilaminopurina (BAP), cinetina e acido idolacético (AlA). Os tratamentos
de BAP foram 0,00, 2,20, 4,40, 6,60 e 8,80 uM. Para cinetina, foram: 0,00, 2,30, 4,60, 7,00
e 9,30 uM; e 2,85, 5,70, 8,55 e 11,40 uM de AlA associadas a 4,40 uM de BAP. O BAP é a
melhor citocinina para multiplicacdo de brotos para todas as variedades de mangabeira. A
associacédo de 4,40 uM de BAP com qualquer dose de AIA testada favorece a formacéo de
calos. As maiores brotacdes se formam nas doses 4,40 UM de BAP para var. gardneri, 4,40
a 6,60 UM para a var. cuyabensis e 2,30 M para a var. pubescens. Seguimentos nodais com
gemas laterais séo recomendados para multiplicacao de brotos para as variedades cuyabensis

e pubescens.

Palavras-chave: propagacéo, variedades boténicas, citocininas, auxina
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4.2 ABSTRACT

The mangabeira Hancornia speciosa Gomes is a tropical fruit tree, producing
important fruits for the local economy and promising from a commercial point of view. The
importance of establishing complete mangabeira micropropagation protocols is highlighted,
due to the genetic differentiation already related between botanical varieties. The aim of this
work was to evaluate the effects of different cytokinins on the multiplication of mangabeira
shoots of the botanical varieties gardneri, cuyabensis and pubescens. Nodal segments of
mangabeira plants germinated in vitro from trees from the germplasm collection of the UFG
School of Agronomy were used. WPM culture medium supplemented with the cytokinins
benzylaminopurine (BAP), kinetin and idolacetic acid (IAA) was used. BAP treatments were
0,00, 2,20, 4,40, 6,60 and 8,80 uM. For kinetin, they were: 0,00, 2,30, 4,60, 7,00 and 9,30
uM; and 2,85, 5,70, 8,55 and 11,40 uM of IAA associated with 4,40 uM of BAP. BAP is
the best cytokinin for shoot multiplication for all mangabeira varieties. The association of
4,40 uM of BAP with any dose of AlA tested favors the formation of calluses. The largest
shoots form at doses of 4,40 uM of BAP for var. gardneri, 4,40 to 6,60 uM for var.
cuyabensis and 2,30 puM for var. pubescens. Nodal segments with lateral buds are

recommended for rotation multiplication for cuyabensis and pubescens varieties.

Keywords: propagation, botanical varieties, cytokinins, auxin

4.3 INTRODUCAO

Hancornia speciosa é uma arvore de porte médio (Silva-Junior et al., 2018),
ocorre em todas as regides do Brasil (REFLORA, 2023). Se trata de uma fruteira tropical,
que produz frutos doces, importantes para economia local e promissora do ponto de vista
comercial. Os frutos caem quando maduros, apresentam casca fina e inUmeras sementes.
Destes sao elaborados varios tipos de alimentos, como geleias, doces, picolés, sorvetes, bolos
entre outros (Lima, 2010).

A planta é laticifera, produz latex com propriedades hipoalergénicas,
antioxidantes, anti-inflamatorias de importancia para a inddstria médica e farmacéutica
(Arrudaetal., 2016; Marinho et al., 2011; Silva et al., 2022). Das folhas extraem-se diversas
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substancias como polifendis (Dantas et al., 2021) e bornesitol importantes para o tratamento
de diabetes e hipertenséo (Pereira et al., 2012). A principal fonte de obtencéo de frutos da
mangabeira é o extrativismo de populacGes naturais. De tal forma, o Nordeste é a regido que
mais se destaca na coleta e comercializacdo dos frutos, e buscam a ado¢édo de boas praticas
de manejo do extrativismo vegetal para evitar escassez de populacdes de mangabeira (Lima,
2010).

Atualmente, ndo ha registros de pomares comerciais produzindo mangabeira no
estado de Goids. Todavia a preocupacdo da perda de diversidade genética como
consequéncia do extrativismo predatorio e da colonizagdo agricola, varias instituicdes de
pesquisa tém colecBes de germoplasma de mangabeira ex situ e in vivo para estudos de
populacdes e pré-melhoramento (Ganga et al., 2009; Silva-Junior, 2020; Dias et al., 2021).

Embora as colecbes de germoplasma sejam uma boa estratégia para
conservacao, ha riscos de perdas de genotipos importantes por ataque de pragas, doencas e
catastrofes ambientais. Assim, as cole¢des in vitro, sejam por micropropagacdo e
criopreservacao, se fazem importantes para obtencdo de protocolos especificos para as
variedades de mangabeira para armazenamento do germoplasma. As vantagens das cole¢des
in vitro sdo alto indice de multiplicacdo, propagacdo de material livre de patdgenos e virus,
possibilidade de propagacdao de espécies com dificuldade de multiplicacdo vegetativa in vivo
e producéo de material durante todo o ano, a longo prazo e espaco reduzido (Shen & Mullins,
1984; Augé et al., 1984; Erig & Schuch, 2005).

Salienta-se a importancia do estabelecimento de protocolos completos de
micropropagacdo da mangabeira, devido a diferenciacdo genética ja relatada entre
variedades (Almeida et al., 2019), para exploracdo de gendétipos superiores e resgate de
matrizes adultas. A multiplicacdo de brotos in vitro € uma das formas em que se pode obter
alta multiplicacdo vegetativa da planta, um método usado muitas vezes para outras espécies
florestais (Malysz et al., 2011). A multiplicagédo de brotos permite a formacao de clones, de
forma a haver um resgate da matriz in vitro.

A espécie é responsiva ao uso de fitorreguladores para multiplicagdo de brotos.
Oliveira et al. (2016, 2019) mostraram que a multiplicacdo in vitro em segmentos nodais de
mangabeira é mais responsiva na auséncia de reguladores de crescimento vegetal. Cabral
(2012) recomenda a dose de 1 mg.L™ de cinetina ou a interagdo com 1 mg.L ™ de ANA e 1
mg.L* de BAP para multiplicagio de brotos. Conforme Soares et al. (2011), 2 mg.L™ de

BAP em meio WPM induz as melhores respostas organogénicas na cultura de segmentos
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caulinares de mangabeira e maior taxa de multiplicacdo de brotacGes. Soares et al. (2007)
obtiveram maior comprimento de brotos com 1 a 2 mg.L? de AIB. Conforme Sousa et al.
(2007), a combinagdo de 1 mg.L™ e 0,5 mg.L™? de AIA é a combinagio que proporciona
melhor resposta organogénica dos explantes de mangabeira, independentemente da posi¢ao
do segmento internodal.

As giberelinas GA1 e GAs também podem ser utilizadas para alongamento do
caule e para aumentar a quantidade de nds para micropropagacao por gemas laterais em
subcultivos sucessivos. Pereira-Netto (2001) complementa que seguimento nodal de
mangabeira crescendo sob temperatura elevada (35°C) ou em meio de cultura com inibidor
da sintese de etileno, o metilciclopropeno, apresenta maior taxa de multiplicacéo de brotos.

Para o armazenamento de brotos de mangabeira in vitro, a técnica por
crescimento lento foi relatada por Lédo et al. (2011), Santos et al. (2011), Sartor et al. (2012),
Oliveira & Aloufa (2022) e Pires et al. (2022). Os diversos efeitos sobre o uso de
fitorreguladores para multiplicagdo de brotos nos relatos acima ndo identificaram a
variedade, sendo descrito apenas a espécie H. speciosa. Estudos recentes mostram as
diferencas organogénicas das variedades boténicas da mangabeira (Vieira et al. 2018), as
quais diferiram quanto a velocidade de germinacéo e comprimento de raiz com uso de AlB.

Conforme Belo et al. (2018) as variedades botanicas de mangabeira: gardneri,
pubescens e cuyabensis, se manifestaram de modo diferente quanto ao processo de
desinfestacdo e sobrevivéncia para cultivo in vitro. Os estudos de biometria mostraram que
a variedade cuyabensis é superior as outras considerando a producao de frutos e tamanho da
planta (Almeida et al., 2019). Ganga et al. (2009, 2010) mostraram que ha também uma
grande variacdo fenotipica dentro das variedades botanicas.

Com a evidente diversidade das respostas morfogénicas entre as variedades
botéanicas de H. speciosa e a busca de estratégias de conservacao do germoplasma em risco,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de diferentes citocininas na multiplicacéo de
brotacdes de mangabeira das variedades botanicas gardneri, cuyabensis e pubescens.

4.4 MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério de Cultura de Tecidos de
Plantas da Universidade Federal de Goias — Setor de Melhoramento de Plantas em Goiania
— GO. Para os experimentos de brotacdo foram utilizados segmentos caulinares obtidos de
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plantas de mangabeira germinadas in vitro, das variedades botanicas H. speciosa var.
gardneri, H. speciosa var. cuyabensis e H. speciosa var. pubescens. A germinag&o in vitro
procedeu-se conforme testes anteriores (Capitulo 2) com uso de sementes de arvores da
Colecdo de Germoplasma da Escola de Agronomia da UFG.

Para os testes de brotacdo utilizou-se 0 meio de cultura WPM (Wood Plant
Medium) (Lloyd & Mccown, 1981), gelificados com Gellex® e com pH 57. A
suplementacédo foi realizada com as citocininas, 6-benzilaminopurina (BAP) e cinetina; e
BAP associado a doses de acido indolacético (AlA). Os tratamentos com BAP foram 0,00,
2,20, 4,40, 6,60 e 8,80 uM. Para cinetina, as doses foram: 0,00, 2,30, 4,60, 7,00, 9,30 puM.
Também se fez a associacdo de 4,40 uM de BAP e AlA: 2,85, 5,70, 8,55 e 11,40 uM.
Também testou-se tipos de explantes: seguimentos caulinares com gemas laterais e apical
no uso da melhor citocinina previamente determinada. Os experimentos foram realizados
com cada variedade botanica da mangabeira, com trinta repeti¢des por tratamento.

A multiplicag8o de brotos foi realizada em condi¢des assépticas, em cAmara de
fluxo laminar. Os seguimentos caulinares com um par de gemas laterais foram transferidos
para frascos com meio gelificado e autoclavado. Apds a transferéncia dos explantes, 0s
frascos foram levados para sala de crescimento com temperatura média de 25°C e
fotoperiodo de 16 horas de luz com irradiancia de 50-60 uM m* s e 8 horas de escuro. Foi
realizado um sé subcultivo no uso dos fitorreguladores, do qual obteve-se as plantas para as
medicdes.

Ap6bs vinte dias, foram feitas as avaliacbes de nimero de brotacdes e de folhas.
Mediu-se o diametro de calos e comprimento de brotos. A analise dos resultados foi realizada
com auxilio do software R (R Core Team, 2020). Os resultados foram submetidos a anélise
de variancia, apés adequacdo dos pressupostos. Para a comparacdo dos tipos de explantes,
as médias foram comparadas pelo teste F ao nivel de 5%. Para os resultados relacionados as

doses de citocininas, procedeu-se a regressdo quadratica.

4.5 RESULTADOS

As regressdes evidenciaram os efeitos das citocininas BAP e cinetina na brotacdo
das variedades botanicas de mangabeira. O BAP foi a citocinina que promoveu as maiores

brotacdes. Embora ndo foram significativas para altura de brotos, as maiores médias de
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brotos foram observados na dose 2,20 UM de BAP para todas as variedades (Figuras 4.1, 4.2

4.3¢4.4).
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Altura de Brotos de Mangabeira de Diferentes Variedades Botanicas
sobre Efeito de BAP

00 2.2 4.4 6,6 88
BAP (uM)

gardneri

y=0,15x%-1,58x+25,5
R=0,32

p=0,895

cuyabensis

R=0,91

y= -0,5x*+4,68x+13,11
p=0,1541

pubescens

R=0,73

y= -0,82x°+7,27x+11,53
p=0,455

Figura 4.1. Regressbes quadraticas da altura de brotacGes de mangabeira de diferentes

variedades botanicas sob efeito de concentracdes de BAP.

Figura 4.2 BrotagOes de H. speciosa var. cuyabensis em meio WPM com concentragdes de

BAP. A=2,21 uM, B=4,42 uM, C=6,6 uM, D=8,8 uM. Fonte: Belo, E. S.
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Figura 4.3. Brotacdes de H. speciosa var. pubescens em meio WPM com concentracdes de
BAP. A= WPM, B=2,2 uM, C=4,4 uM, D=6,6 uM, E= 8,8 uM. Fonte: Belo, E.
S.

Figura 4.4. BrotacOes de H. speciosa var. gardneri em meio WPM com doses de BAP.
A=2,21 uM, B=4,4 pM, C=6,6 uM, D= 8,8 uM. Fonte: Belo, E. S.

No uso de cinetina, a regressao foi significativa para comprimento de brotos
apenas para a var. gardneri, com maior valor no uso de 9,20 uM (Figuras 4.5 e 4.6). Vale
ressaltar que sob o uso de cinetina, as brotacGes da var. cuyabensis apresentaram aspecto
anémalo, alta mortalidade e com baixo desenvolvimento (Figura 4.7). A var. pubescens a
altura de brotos apresentou resposta positiva com aumentos da concentracdo da cinetina no

meio, mas a regressao ndo foi significativa (Figuras 4.5 e 4.8).
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Altura de Brotos de Mangabeira de Diferentes Variedades Botéanicas
sobre Efeito da Cinetina
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7 [ ) O cuyabensis
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y=-0,05x“+1,17x+9,04
p=0,40
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0,0 2,3 4.6 6,9 9,2
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Figura 4.5. Regressbes quadraticas da altura de brotacGes de mangabeira de diferentes
variedades sob efeito da cinetina.

Figura 4.6. BrotagOes de H. speciosa var. gardneri em meio WPM com doses de cinetina.
A=WPM, B=2,3 uM, C=4,5 uM, D=6,6 uM, E=9,1 uM. Fonte: Belo, E. S.
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Figura 4.7. BrotagOes de H. speciosa var. cuyabensis em meio WPM com doses de cinetina.
A=2,3, UM B=6,5 uM, C=9,1 uM. Fonte: Belo, E. S.

Figura 4.8. BrotacGes de H. speciosa var. pubescens em meio WPM com doses de cinetina.
A=2,3, UM B=6,5 uM, C=9,1 uM. Fonte: Belo, E. S.

N&o houve significancia para as regressdes quadraticas, para a quantidade de
folhas por brotacdo sob o efeito do BAP, em todas as variedades botanicas da mangabeira.
A var. pubescens foi a variedade que produziu mais folhas, com o maior valor no uso de
6,60 UM de BAP (Figura 4.9). A quantidade de folhas da mangabeira é compativel com a
quantidade de nés, pois estas sao opostas, com um par por nd. Quantidades maiores de folhas

podem refletir brotos com entrends mais curtos.
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Folhas de Brotos de Mangabeira de Diferentes Variedades Botanicas
sobre Efeito de BAP
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y= -0,04x*+0,6x+3,66
p=0,132

pubescens
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y=-0,14x*+2,72x+1,67
p=0,05372

Figura 4.9. Regressfes quadraticas da quantidade de folhas em brotaces de mangabeira de

diferentes variedades sob efeito de BAP.

Em relacdo a quantidade de folhas sob o uso de cinetina, a regressao foi

significativa apenas para a var. pubescens, com valores crescentes conforme aumentos nas

concentragOes (Figura 4.10). A var. gardneri também apresentou resposta positiva, com

maior quantidade de folhas na dose 9,20 uM de cinetina (Figura 4.10).
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sobre Efeito da Cinetina
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*ns
pubescens
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y= -0,03x2+0,59x+1,72

p=0,0252

Figura 4.10. Regressoes quadraticas da quantidade de folhas em brotac6es de mangabeira

de diferentes variedades sob efeito da cinetina.

89



Quanto as as taxas de calogénese no uso de BAP, as regressdes quadraticas ndo
foram significativas para todas as variedades botanicas de mangabeira. Todavia, houve
aumento nas taxas de maneira crescente e proporcional aos aumentos de BAP no meio
(Figuras 4.11).

Taxas de Calogénese em Brotos de Mangabeira de Diferentes Variedades Botanicas
sobre Efeito de BAP

100 ~
80 A
S
<
> 60 -
2 ® gardneri
< R=0,94
< 40 y=-1,1x%+18,08x+7,32
O p=0,1134
3 O cuyabensis
s R=0,89
& 20 A y= -2,06x2+25,17%+10,42
&= p=0,2039
V¥ pubescens
R=0,89
0 ¢ y= -2x%+22,10x+7,43
p=0,2037
T T T T T
0,0 2,2 4,4 6,6 8,8
BAP (uM)

Figura 4.11. Regressdes quadraticas das taxas de calogénese em brotac6es de mangabeira
de diferentes variedades sob efeito de BAP.

Os diametros dos calos aumentaram conforme as crescentes doses de BAP
(Figuras 4.12, 4.13, 4.14 e 4.15). A menor dose da citocinina no meio ja foi suficiente para
formar uma massa calosa na base da microestaca. A regressao foi significativa apenas para

a var. gardneri, a qual também apresentou os maiores diametros de calos dentre as
variedades (Figuras 4.12 e 4.13).
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Diametro de Calos em Brotos de Mangabeira de Diferentes Variedades Botéanicas

sob Efeito de BAP
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w
2 ® gardneri
S & R=0,99
) y=-0,03x"+1,23x+4,28
e p=0,0140
D 4 - O cuyabensis
& R=0,97
A y=-0,13x%+2,12x+0,78
2 p=0,1017
v pubescens
R=0,93
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Figura 4.12. Regressdes quadraticas do diametro de calos em brotacGes de mangabeira de
diferentes variedades sob efeito de BAP.

Figura 4.13. Dimenséo de calos de H. speciosa var. gardneri com uso de doses de BAP. A=
2,2 UM, B=4,4 uM, C=6,6 uM e D=8,8 uM de BAP. Fonte: Belo, E. S.
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Figura 4.14. Dimensao de calos de H. speciosa var. cuyabensis com uso de doses de BAP.
A=22 uM, B=4,4 uM, C=6,6 uM e D=8,8 uM de BAP. Fonte: Belo, E. S.

Figura 4.15. Dimensdo de calos de H. speciosa var. pubescens com uso de doses de BAP.
A=22 uM, B=4,4 uM, C=6,6 uM e D=8,8 uM de BAP. Fonte: Belo, E. S.

Foi possivel verificar a calogénese sob efeito da cinetina apenas para a var.
gardneri. A regressdo nao foi significativa para taxa de calogénese e diametro de calos
(Figuras 4.16 e 4.17). Para a var. pubescens ndo houve a formagéo de calos. Para a var.
cuyabensis houve o intumescimento do seguimento caulinar, hiperidricidade e alta
mortalidade.
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Taxa de Calogénese em Brotos de H. speciosa var. gardneri em
Doses de Cinetina
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Figura 4.16: Regressdo quadratica da taxa de calogénese em brotacGes de mangabeira H.
speciosa var. gardneri em doses de cinetina.

Diametro de Calos em Brotos de H. speciosa var. gardneri em
Doses de Cinetina

6 -
5 -
4
g
g
S 37
]
[}
=]
g 27
°
=)
<«
a 1
R=0,87
0{ e . y= -0,03x%+0,98x-0,49
p=0,2405
1 . . T T T
0,0 23 4,6 6.9 9.2

uMol de Cinetina

Figura 4.17: Regressao quadratica do diametro de calos em brotacdes de mangabeira H.
speciosa var. gardneri em doses de cinetina.

A calogénese foi mais acentuada no uso de BAP. Considerando-se o efeito global

das citonininas, foi possivel observar que para a var. gardneri, 0 BAP apresentou maior

efeito em formar calos, pois a média global do didametro de calos foi significativamente maior

no uso de BAP em relagdo a média apresentada para cinetina (Figura 4.18).
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Diametro de Calo de H. speciosa var. gardneri sob uso de Citocininas
25 -
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Diametro do Calo (mm

0 : :
BAP Cinetina

Figura 4.18. Médias do diametro de calos em brotac6es de mangabeira H. speciosa var.
gardneri no uso de BAP e cinetina. *Valor significativo conforme teste F ao
nivel de 5% de probabilidade.

Em relacéo ao teste com os tipos de gemas utilizadas na brotacdo, o seguimento
nodal com gemas laterais é indicado para brotacdo das variedades cuyabensis e pubescens
(Figura 4.20). Os comprimentos de brotos foram significativamente maiores em relacéo as

gemas apicais para as duas variedades (Figura 4.19).

Comprimento de Brotos de H. speciosa var. cuyabensis e pubescens
de Gemas Laterais e Apicais
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Figura 4.19: Comprimento de brotos de H. speciosa var. cuyabensis e var. pubescens com
uso de 4,4 uM de BAP. "Médias significativa na variedade botanica conforme
o teste F ao nivel de 5% de probabilidade.
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cuyabensis cuvabensis pubescens pubescens
gema lateral gema lateral gema apical gema lateral

Figura 4.20. Brotacdes de gemas apicais e laterais de H. speciosa var. cuyabensis e H.
speciosa var. pubescens. Fonte: Belo, E. S.

O uso associado de BAP e AIA na multiplicacdo de brotos foi possivel apenas
para as variedades cuyabensis e pubescens devido a alta mortalidade e oxidacdo na var.
gardneri. As regressdes quadraticas ndo foram significativas para comprimento de brotos
(Figuras 4.21 e 4.23) e diametro de calos (Figuras 4.22 e 4.24) no uso de AlA junto ao BAP
para var. cuyabensis e pubescens. Houve formacao de uma massa calosa espessa que surgiam

numerosos brotos curtos e de aspecto vitreo (Figuras 4.23 e 4.24).

Comprimento de Brotos de Mangabeira em Doses de AIA
Associadas a 4,4 uMol de BAP
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Figura 4.21. Regressdes quadraticas do comprimento de brotos de mangabeira H. speciosa
var. cuyabensis e H. speciosa var. pubescens em meio com 4.4 uM de BAP
associado a doses de AIA (2.85,5.7,8.5e 11.4 uM).
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As maiores médias de diametro de calos para var. pubescens ocorreu em 2,85
MM e para var. cuyabensis ocorreu em 11,4 uM de AIA (Figuras 4.23 e 4.24).

Diametro de Calos de Mangabeira em Doses de AIA
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Figura 4.22. Regressdes quadraticas do didmetro de calos de mangabeira H. speciosa var.

cuyabensis e H. speciosa var. pubescens em meio com 4.4 uM de BAP
associado a doses de AlA (2.85,5.7, 8.5 e 11.4 uM).
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Figura 4.23. BrotacOes de H. speciosa var. cuyabensis em meio WPM com BAP 4,4 uM e
doses de AIA. A= WPM + BAP 4,4 uM, B= BAP 4,4 uM + 2,85 uM de AIA,
C=BAP 4,4 uM + 5,7 uM, D= BAP 4,4 uM + 8,53 uM, E= BAP 4,4 uM +
11,4 uM. Fonte: Belo, E. S.
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Figura 4.24. Brotagdes de H. speciosa var. pubescens em meio WPM com BAP 4,4 uM e
doses de AIA. A=BAP 4,4 uM + 2,85 uM, B=5,7 uM C=8,53 uM D=114
UM. Fonte: Belo, E. S.

4.6 DISCUSSAO

A multiplicagdo de brotos direcionada ao melhoramento de espécies lenhosas e
nativas tem sido bastante explorada. Para a mangabeira, os métodos de melhoramento
genético recomendados séo por selecdo recorrente e plantios de diferentes clones gerados
por propagagéo vegetativa (Chaves, 2018). Todavia, uma das dificuldades em ter-se clones
séo as diversas respostas das variedades botanicas da mangabeira na propagacao vegetativa.
A diversidade de respostas € enorme, em vista da amplitude de fluxo génico populacional
intrinseca da matriz adulta. Além disso, a grande maioria dos relatos de uso de
fitorreguladores na propagacéo vegetativa da mangabeira ndo apontam a variedade botanica.

Alguns autores ndo recomendam qualquer citocinina para brotacdo e
alongamento de brotos, como o relato de Oliveira et al. (2016). Todavia, obteve-se respostas
positivas para a multiplicacdo de brotos com uso de BAP, para as trés variedades botanicas
deste estudo (Figuras 4.1, 4.2 e 4.3). Além disso, houve a formacdo de calos com grande
potencial para embriogénese somética e multibrotacéo (Figuras 4.12, 4.13, 4.14 e 4.15).

Entretanto o relato de Soares et al. (2007; 2011) mostra que o uso de 2,00 mg.L"
! de BAP foi eficiente na formacdo de multibrotagGes em mangabeira, com melhor
organogénese em segmentos caulinares. Tal dose representa 8,80 UM de BAP, que é uma
concentracdo superior & 2,20 e 4,40 uM de BAP, das quais se obteve os maiores
comprimentos de brotos nas variedades botanicas deste estudo.

Quanto ao uso de cinetina para mangabeira, Emrich et al. (2007) mostraram que
a concentracdo de 4,00 mg.L ™, o que representa cerca de 18,00 uM, promoveu maior taxa
de multiplicacéo de brotacdes. Houve a formacao de brotagfes com as doses de cinetina para
as trés variedades botanicas, mas tiveram maior comprimento no uso de BAP. Vale salientar

que dentre as variedades sob doses de cinetina, aquela que apresentou a maior comprimento
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de brotos foi a var. gardneri com uso de 9,20 uM (Figura 3.5). Além disso, a var. cuyabensis
apresentou brotos anémalos, curtos e hiperhidricos.

Em outras espécies da familia Apocynaceae, na qual a mangabeira é classificada,
resultados como de Roy et al. (2022), obtiveram emergéncia de brotos em Catharanthus
roseus com 0,20 mg.L de BAP, 1,00 mg.L? de cinetina e 0,05 mg.L™ de ANA. Neste caso
houve uma agdo sinergistica com trés tipos de citocininas. Isto para algumas espécies é
interessante, logo para outras, como Aspidosperma polyneuron, a brotacéo foi efetiva apenas
no uso de 10,00 uM de BAP isoladamente, sem auxina e qualquer outra citocinina (Maximo
et al. 2020). Para Allamanda catartica, houve aumento na brotagdo com o uso de cinetina
3,50 UM ou 2,50 pM de BAP (Khanam & Anis, 2018). Para Eugenia involucrata
recomendaram o uso de 2,00 UM de ANA e dispensaram o uso de cinetina na multiplicacao
in vitro (Stefanel et al. 2022).

Seguimentos caulinares com gemas laterais das variedades cuyabensis e
pubescens tiveram maior média de comprimento de brotos em comparagao as gemas apicais
(Figura 3.19). Por outro lado, Oliveira et al. (2019) concluiram que apices caulinares na
auséncia de BAP apresentaram-se mais responsivos em relacdo a inducao de brotacdes in
vitro de mangabeira. O estabelecimento do tipo de explante é importante para formacéo de
brotos longos e de aspectos normal, pois uma vantagem € que esses enraizam mais
facilmente do que brotos curtos (Sano & Almeida, 1998). Neste caso, para as variedades
botanicas de mangabeira deste estudo, seguimentos caulinares com gemas laterais sao
recomendados.

A associacdo de AIA e BAP ja foi usada para multiplicacdo de brotos de
mangabeira (Sa et al., 2012), em que utilizaram BAP 1,00 mg.L! e AIA 1,00 mg.L™. Na
combinacdo de AIA e BAP para as variedades cuyabensis e pubescens, formou-se
numerosos brotos, mas estes ndo foram viaveis para subcultivos, por serem curtos e
recalcitrantes sobre uma massa calosa (Figuras 4.23 e 4.24). As concentragfes de AIA
usadas para pubescens e cuyabensis proporcionaram maior calogénese do que brotacdo. O
maior comprimento de brotos ocorreu na auséncia de AlA, tendo-se apenas BAP (4,40 uM)
isoladamente (Figura 4.21). O AIA foi marcante na formacéo de calos, visto que com AIA
junto ao BAP os calos tiveram maior diametro do que aqueles no uso apenas de BAP. Os
maiores didametros de calos foram observados no uso de 2,85 uM para a var. pubescens e

com 11,40 uM para a var. cuyabensis (Figura 4.22).
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A interacdo com auxinas e citocininas foi discutida por Bastos et al. (2007), que
verificaram que a combinacéo de 1,00 e 2,00 mg.L™* BAP e 0,50 mg.L? AIA foi aquela que
melhor proporcionou a formacdo de maior nimero e tamanho de brotacdes adventicias in
vitro em segmentos internodais de mangabeira. A predominancia de calos em doses de AIA
associadas ao BAP pode ser interessante para a embriogénese somatica.

Prudente et al. (2016) observaram que a combinacdo entre o conteido de
fitormornios enddgenos no seguimento caulinar de H. speciosa com a adi¢do de 7,38 uM
2,4-D ao meio de cultura estimulou a divisdo celular de regies do parénquima, estimulando
a desdiferenciacdo celular para formar calos. A alta razéo de auxina e citocinina estimula a
formacdo de brotos, das quais raizes sdo formadas quando essa razéo é baixa (Hnatuszko-
Konka et al., 2021). Ambos os fitormdnios exercem controle inibitorio bidirecional sobre
cada via de sinalizacdo em 6érgdos como raizes e brotos. Esse mdtuo controle inibitorio é
assimétrico e permite ambas as a¢fes antagonistas e aditivas.

Dentre as vérias funcdes das auxinas, esta a divisdo celular e alongamento,
iniciacdo de raizes laterais, dominancia apical e respostas a tropismos e diferenciacdo de
tecido vascular (Aloni et al., 2006; Konstantinova et al., 2021). A biossintese, conjugacao e
desconjugacdo, degradacéo e transporte gera um gradiente diferencial em tecidos e células
(Casanova-Séez et al., 2021; Ljung, 2013). Esta distribuicdo diferencial lidera a uma
regulacdo coordenada para desenvolvimento da planta (Mishra et al., 2021). Citocininas e
auxinas agem antagonistamente em concentracdes baixas e médias e somente em altas
concentracdes tem acdo aditiva (Kurepa et al., 2019).

Brotos curtos e em maior quantidade podem ser interessantes para a
organogénese indireta. Para as variedades de mangabeira, a ocorréncia de calos na interacéo
AlA e BAP ja foi descrita anteriormente (Soares et al., 2007). O uso de BAP isoladamente
também induziu a formacao de calos (Figura 4.12). Oliveira et al. (2016) observaram maior
porcentagem de formacdo de calos com o acréscimo nas concentracdes de BAP. Para
Mandevilla guanabarica (Apocynaceae), uma espécie endémica do Brasil, houve 100% de
calogénese na base das microestacas com uso das citocininas BAP e zeatina, 2-1P e TDZ
(Cordeiro et al. 2014). Para as variedades de mangabeira, as taxas de calogénese chegaram
a 80% para var. gardneri (Figura 4.11).

Os calos induzidos por auxinas e citocininas sdo amplamente usados na
biotecnologia em diversas formas. Eles s&o formados pelo fendmeno de desdiferenciagéo de

células, ocorrente em tecidos vegetais, que a torna capaz de regenerar tecidos ou até mesmo
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a planta inteira. A desdiferenciacédo € a transformacao de células de um determinado estado
diferenciado para um estado menos diferenciado. Neste processo, as células readquirem a
totipoténcia, também manifestada pela transicdo de células desdiferenciadas para
protoplastos (Jamet et al.,, 1990; Zhao et al., 2001) com caracteristicas como a
descondensacdo da cromatina (Tessadori et al., 2007; Ondrej et al., 2010).

Auxinas e citocininas induzem protoplastos a reentrar no ciclo celular, proliferar
e formar calos (Grafi, 2004; Muraro et al., 2011). A desdiferenciacdo é um complexo
processo relacionado a expressdo e regulacdo de genes especificos. Diversas linhas de
evidéncias sugerem a hipdtese que genes relacionados a meristemas apicais estdo envolvidos
na diferenciagdo celular. Essa expressdo nao é somente regulada por fatores de transcricao,
mas também por eventos epigenéticos como modificacdo das histonas e metilacdo de DNA
(Jiang et al., 2015).

Né&o foi determinado o tipo de calo formado na base das brotacGes neste estudo.
Existem calos embriogénicos, estes por sua vez, contém células diferenciadas e
embriogenicamente competentes, que regeneram plantas inteiras. Calos ndo embriogénicos
contém células homogéneas desdiferenciadas, as quais sdo usadas para producdo de
metabolitos secundarios. Células de calos sdo similares a células meristeméticas néo
diferenciadas, com vacuolos pequenos e sem cloroplastos para fotossintese, dentre outras
caracteristicas (Efferth, 2019).

Os resultados obtidos neste estudo, com o uso de citocininas e auxinas para as
variedades de mangabeira, podem ser direcionados para diferentes fins biotecnoldgicos ou
estratégias de conservacdo. Seja para a producdo de clones, metabdlitos a partir da massa
calosa ou suspensdo de células como no trabalho de Dantas et al. (2021) ou para calos
embriogénicos, como visto por Royani et al. (2023) em Hevea brasiliensis e Silva et al.
(2018) em Byrsonima intermedia.

As diferencas de desenvolvimento de brotagdes encontradas nesse estudo estao
correlacionadas com estudos de diversidade genética das plantas da colecdo de
germoplasma. Eles mostram que a diversidade genética foi conservada na progénie das
variedades (Collevati et al., 2016). Muitas publicagdes com mangabeira da regido Nordeste
brasileira foram realizadas com a mangabeira da variedade speciosa, de comum ocorréncia
local e ndo relatam dificuldades quanto a micropropagacéo. Esta variedade é a que mais se

difere em relagdo a fenologia, produtividade e genética em relacdo as demais variedades,
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como as descritas neste trabalho. Collevatti et al., (2018) mostraram que a speciosa
assemelha mais com a var. gardneri do que as demais variedades de ocorréncia no Cerrado.

A elucidacdo das diferentes respostas aos fitorreguladores para as variedades
botanicas de mangabeira é importante para ter-se protocolos de micropropagacao de maior
eficiéncia. A observacgdo das respostas frente as citocininas é interessante para obtengéo de
clones como forma de estratégia de resgate de recursos genéticos de populagdes naturais ou
mesmo para producdo de clones. Mesmo que haja fluxo génico desconhecido, percebe-se
que as caracteristicas das matrizes da colecdo de germoplasma da UFG foram conservadas

nas progénies.

4.7 CONCLUSOES

O BAP ¢ a melhor citocinina para multiplicacdo de brotos para todas as
variedades de mangabeira. A associacdo de 4,40 uM de BAP com qualquer dose de AIA
testada favorece a formacdo de calos. As maiores brotaces se formam nas doses 4,40 uM
de BAP para var. gardneri, 4,40 a 6,60 uM para a var. cuyabensis e 2,30 uM para a var.
pubescens. Seguimentos nodais com gemas laterais sdo recomendados para multiplicacdo de

brotos para as variedades cuyabensis e pubescens.
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5. ENRAIZAMENTO E ACLIMATIZACAO DE VARIEDADES
BOTANICAS DE MANGABEIRA (Hancornia speciosa Gomes)

5.1 RESUMO

Hancornia speciosa Gomes é uma fruteira nativa, conhecida como mangabeira,
de ocorréncia em todas as regides do Brasil. Um dos obstaculos na micropropagacao da
mangabeira é a baixa taxa de enraizamento, com no maximo 30% de sucesso. De acordo
com estudos sobre a historia filogeografica da mangabeira, é esperado que haja respostas
diferenciadas para cada variedade em experimentacdo de enraizamento e aclimatizacdo. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de auxinas no enraizamento e testar diferentes
substratos para aclimatizagdo de mangabeira de diferentes variedades. O enraizamento foi
realizado utilizando-se brotos de plantas in vitro, das variedades gardneri, cuyabensis e
pubescens. Para os ensaios de enraizamento, utilizou-se 0 meio WPM com as auxinas acido
indol-butirico (AIB): 4,92, 9,84, 19,68 e 39,36 uM, acido naftaleno-acético (ANA): 21,48,
32,22 e 42,96 UM e AIB e ANA associados nas doses: 2 mg.L™! - (AIB 4,92 uM + ANA
5,37 uM); 4 mg.L - (AIB 9,84 uM + ANA 10,74 uM), 6 mg.L! - (AIB 14,7 uM + ANA
16,11 uM), 8 mg.Lt - (AIB 19,6 uM + ANA 21,4 uM), e meio WPM como tratamento
controle. A aclimatizacdo das plantas foi testada em duas formulacGes de substratos: areia
lavada e vermiculita (1:1) e substrato composto. Para as variedades botanicas de mangabeira
gardneri e cuyabensis 0 melhor enraizamento ocorre em meio WPM sem auxinas e para a
var. pubescens, ocorre com 8 mg.L? (AIB 19,6 pM + ANA 21,4 uM). A calogénese é
estimulada na presenca de AIB e ANA associadas ou ndo. A aclimatizacdo com areia e
vermiculita 1:1 € indicada para maior sobrevivéncia das variedades gardneri e pubescens.

Para a cuyabensis o substrato recomendado é o composto.

Palavras-chave: propagacéo, variedades boténicas, auxinas, aclimatizagéo.
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5.2 ABSTRACT

Hancornia speciosa Gomes is a native fruit tree, known as mangabeira, found in
all regions of Brazil. One of the obstacles in mangabeira micropropagation is a low rooting
rate, with a maximum of 30% success. According to studies on the phylogeographic history
of the mangabeira, it is expected that there will be different responses for each variety in
rooting and acclimatization experiments. The objective of this work was to evaluate the
effect of auxins on rooting and test different substrates for acclimatization of mangabeira of
different varieties. Rooting was carried out using in vitro plant production, of the gardneri,
cuyabensis and pubescens varieties. For the rooting tests, the WPM medium was used with
the auxins IBA (indole-butyric acid): 4.92, 9.84, 19.68 and 39.36 UM, NAA (naphthalene-
acetic acid): 21, 48, 32.22 and 42.96 uM and IBA and NAA associated at doses: : 2 mg.L™*
- (IBA 4,92 uM + NAA 5,37 uM); 4 mg.L™2 - (IBA 9,84 uM + NAA 10,74 pM), 6 mg.L™ -
(IBA 14,7 uM + NAA 16,11 pM), 8 mg.L? - (IBA 19,6 uM + NAA 21,4 uM), with WPM
medium as control treatment. Plant acclimatization was tested in two substrate formulations:
washed sand and vermiculite (1:1) and compost substrate. For the botanical varieties of
mangabeira gardneri and cuyabensis, the best rooting occurs in WPM medium without
auxins and for var. pubescens, occurs with 8 mg.L? (IBA 19,6 uM + NAA 21,4 uM).
Callogenesis is stimulated in the presence of AIB and NAA associated or not.
Acclimatization with sand and vermiculite 1:1 is recommended for greater survival of the

gardneri and pubescens varieties. For cuyabensis, the recommended substrate is compost.

Keywords: propagation, botanical varieties, auxins, acclimatization.
5.3 INTRODUCAO

Hancornia speciosa Gomes é uma fruteira nativa, conhecida como mangabeira,
de ocorréncia em todas as regifes do Brasil. A ampla dispersdo comprova a eficiéncia
reprodutiva natural e a capacidade de adaptagéo da espécie a diversos ambientes (Pereira et
al., 2016). E classificada na familia Apocynaceae, género Hancornia e com a espécie H.

speciosa com seis variedades descritas conforme Monachino (1945). A espécie € auto-
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incompativel com possibilidade de hibridacdo entre variedades (Darrault & Schlidwein,
2005; Collevatti et al., 2016).

As caracteristicas da planta sdo interessantes para 0 mercado, pois € produtora
de frutos comestiveis, de valor para comércio local com a producéo de geleias, licores, doces,
sucos (Nunes et al., 2022). Da casca e das folhas sdo extraidos compostos de interesse
farmacéutico com propriedades anti-hipertensivas (Silva et al., 2016; Moreira et al., 2019),
anti-inflamatérias (Marinho et al., 2011), antidiabéticas (Pereira et al., 2015),
gastroprotetivas e com efeito contra a bactéria Helicobacter pylori (de Mello Moraes et al.,
2008), antibidticas (Barbosa et al., 2019) e de tratamento de doengas de Alzheimer e
Parkinson (Santos et al., 2018).

Todavia, a principal forma de obtencdo de frutos é por extrativismo de
populacdes naturais (Oliveira & Aloufa, 2020), fato preocupante do ponto de vista de
conservacao. Conforme Marshall & Hawthorne (2012), a redugédo do tamanho da populagao
pode causar o risco e extingdo local. Ha necessidade da producdo comercial e conservagao
de populacGes naturais da mangabeira para evitar que a espécie se torne ameacada.

As colecGes de germoplasma in vivo sdo importantes para conservacdo da
mangabeira (Silva-Janior et al., 2018). Além disso, a espécie tem rapida perda de
viabilidade, o que impossibilita 0 armazenamento a longo prazo. As colecdes in vitro séo
importantes para complementar as colec¢des in vivo. A micropropagagéo e criopreservacdo
sdo atividades essenciais, pois auxiliam no resgate de germoplasma nativo, com custos e
espaco reduzidos (Engelman, 2011).

A clonagem de matrizes de mangabeira é uma estratégia para o melhoramento,
por ser possivel eliminar a segregacdao e formar plantacbes mais uniformes e permitir a
fixacdo de caracteres agrondmicos de interesse (Yokomizo, 2015; Chaves, 2018). Desta
forma, tanto para questdes de conservacdo da espécie como para caracterizacdo de
germoplasma e pré-domesticacdo, o estabelecimento de protocolos de propagacdo sdo
essenciais. No entanto, um problema acerca destes protocolos: a alta variabilidade genética
em progénies entre variedades ou mesmo hibridos naturais de variedades.

Na literatura, os artigos ndo descrevem a variedade boténica da mangabeira
estudada, seja conforme a classificagdo de Monachino (1945) ou Koch et al. (2015), fato que
dificulta a producdo de clones in vitro ou mesmo a conservagao por criopreservagao ou
crescimento lento. Existem resultados sobre germinacdo, multiplicacdo de brotos,

enraizamento e aclimatizacdo da mangabeira (Soares et al., 2007a; 2011b; Cabral et al.,
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2013; Prudente et al., 2016, Vieira et al., 2018). Tais referéncias pouco se enquadram para
variedades especificas.

Um dos obstaculos na micropropagacdo da mangabeira é a baixa taxa de
enraizamento, com no maximo 30% de sucesso (Oliveira et al., 2019). A maior propor¢éo
foi relatada por Prudente et al. (2016) que alcangaram 80% com uso de 4,92 uM ANA e 4,92
MM AIB. A aclimatizacdo da mangabeira em casa de vegetacdo tem sido bem relatada,
tendo-se maiores taxas de sobrevivéncia com uso de substratos aerados como misturas de
areia e vermiculita ou areia e fibras (Freire et al., 2011).

Variedades boténicas de mangabeira podem responder de maneira diferente aos
tratamentos, considerando a histéria filogeogréafica de cada uma. (Costa et al., 2017; Chaves
et al., 2020). Isso pode ser levado em conta quando se deseja estabelecer ambientes ideais
para reproducdo da mangabeira. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o testar tipos de
auxinas para enraizamento de mangabeira de variedades botéanicas e testar diferentes

substratos para aclimatizacdo de mudas.

5.4 MATERIAL E METODOS

O enraizamento foi realizado utilizando-se microestacas de brotos de
mangabeira, germinadas in vitro, das variedades gardneri, cuyabensis e pubescens. As
sementes destas plantas foram originadas de matrizes da colecdo de germoplasma da Escola
de Agronomia da UFG, plantadas em 2005. As brotagdes foram produzidas com uso do meio
WPM (Wood Medium Plant) (Lloyd & McCown, 1980), suplementado com 6-
benzylaminopurina (BAP). Utilizou-se 4,40 uM para brotacdo das variedades gardneri e
cuyabensis e 2,30 UM para a var. pubescens.

Os tratamentos com as diferentes auxinas foram elaborados em tubos de ensaio
(23 x 250 mm) com meio de cultura WPM, gelificados com Gellex® e com pH 5,7 e
autoclavado a 121°C e 1 atm por 20 minutos. Os testes com doses de acido indol butirico
(AIB) foram realizados nas variedades gardneri e cuyabensis. As doses de AIB foram 4,92,
9,84, 19,68 e 39,36 UM, tendo-se 0 meio WPM completo como controle.

O teste com doses de ANA foi feito apenas com a var. pubescens nas doses de
21,48, 32,22 e 42,96 uM, com meio WPM completo como controle. Os testes com AIB +
ANA juntos foram feitos nas variedades gardneri, cuyabensis e pubescens. Foram testadas
as concentragdes: 2 mg.L™ (AIB 4,92 uM + ANA 5,37 uM); 4 mg.L? (AIB 9,84 uM + ANA
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10,74 pM), 6 mg.L™* (AIB 14,7 pM + ANA 16,11 pM), 8 mg.L™* (AIB 19,6 pM + ANA 21,4
HM).

Os tratamentos tiveram trinta repeticdes para todas as variedades botanicas de
mangabeira. Cada parcela experimental foi constituida por um tubo de ensaio com uma
planta. Nos ensaios de enraizamentos utilizou-se microestacas das brotagdes in vitro, com
tamanho entre 2 a 3 cm, com folhas e cortadas em bisel. Os tubos com os explantes foram
colocados em sala de crescimento em ambiente com temperatura de 25 °C e 18 horas de luz
branca e 6 horas de escuro por vinte dias. Ao final do periodo de incubacao avaliou-se a
sobrevivéncia, comprimento das brotac6es, quantidade e comprimento de raizes.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com trinta repeti¢Ges por
tratamento. A analise dos resultados foi feita pela analise dos residuos, adequacdo aos
pressupostos para analise de variancia. Quando F significativo na ANOVA, procedeu-se a
andlise de regressao quadratica, de forma a obter a curva resposta da variavel sob doses das
auxinas. Para a taxa de sobrevivéncia foram feitas regressdes logisticas, por interpolacdo de
frequéncia do enraizamento e os valores de preditos na escala de probabilidade. As analises
dos resultados foram realizadas no software R (R Core Team, 2020).

As plantas enraizadas in vitro foram utilizadas para aclimatizagéo de forma a
avaliar dois tipos de substratos para as trés variedades botanicas de mangabeira. O substrato
1 foi constituido por areia lavada e vermiculita na proporcao 1:1. O substrato 2 foi composto
por latossolo vermelho + areia lavada + esterco bovino + torta de filtro + vermiculita nas
proporgOes 3:2:2:2:1. Estes foram condicionados em sacos de mudas de tamanho 30 x 10
cm.

Para 0s ensaios as plantas in vitro das foram aclimatadas previamente, com a
transferéncia para recipientes com furos, com vermiculita umedecida e autoclavada. As
plantas permaneceram por oito dias, cobertas por saco plastico com pequenos furos para as
trocas gasosas, em ambiente com temperatura média de 25 °C e fotoperiodo de 18 horas de
luz e 6 horas de escuro.

Apbs o preparo, as plantas de cada variedade foram transferidas para o0s sacos
com as formulagdes de substratos elaboradas e colocadas sobre bancadas dentro de casa de
vegetacdo. A temperatura media variou em torno de 24-26°C, a umidade permaneceu acima
de 70% e a irrigacdo foi automatizada quatro vezes ao dia, com recirculacgdo de ar.
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As plantas receberam suplementacdo nutricional de 10 mL.L™? de solugéo
nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) uma vez por semana. Avaliou-se a quantidade de
plantas vivas, altura e namero de folhas no dia de transferéncia e ao inicio e apos 45 dias.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, de maneira a comparar
0s substratos em cada variedade botanica. Os resultados foram submetidos & andlise de
residuos e adequacéo aos pressupostos da andlise de variancia e comparagédo das médias pelo
teste F ao nivel de 5% de significancia. As taxas de sobrevivéncia foram expressas valores
de frequéncia e valores preditos de probabilidade. Foi utilizado o software R para tais
andlises (R Core Team, 2020).

5.5 RESULTADOS

As taxas de enraizamento das variedades botanicas de mangabeira foram
expressas em regressdo logistica (Figura 5.1), com valores de probabilidade para as
variedades boténicas. Para var. pubescens, os aumentos das doses de AIB no meio
acompanhou a tendéncia de reducdo na taxa de enraizamento. Logo para as variedades
gardneri e cuyabensis os valores de probabilidade foram positivos e semelhantes, com

aumentos nas taxas conforme acréscimos das doses de AIB no meio (Figura 5.1).

Valores Preditos na Escala de Probabilidades
I I | I |

na-
06-
=) )
= variedade
[1k]
g —— (Cuyabensis
(RN ] ..
= 04 = Gardneri
513 — Pubescens
L
0z-
0.0-
| I ! | . |
0 2 4 ] 3
dose

Figura 5.1: Regresséo logistica de valores de probabilidade de enraizamento de variedades
botanicas de mangabeira em doses de AlB.

114



A adicdo de AIB no meio induziu a organogénese de raizes curtas e numerosas.
As regressbes ndo foram significativas para a quantidade de raizes no uso de AIB
isoladamente (Figura 5.2). Para as variedades gardneri e cuyabensis as maiores quantidades

de raizes foram observadas nas doses 19,60 e 39,30 uM de AlIB, respectivamente.

Quantidade de Raizes em Variedades de Mangabeira em meio com AIB

3,5
3,0 - i
2,5 1
°
2,0 4
© °
® gardneri
154 ° R=0,21
© y= -0,0004x%+0,03x+1,26
p=0,9554
1,0 A
O cuyabensis
° R=0,02
05 1 y= 0,0016x%-0,03x+1,67
p=0,1437
°
0,0 T T T T T T T T T
0,0 49 9,8 14,7 19,6 24,5 29,4 34,3 39,2
AIB (uM)

Figura 5.2: Regressfes quadraticas da quantidade de raizes em microestacas de mangabeira
das variedades gardneri e var. cuyabensis sob o efeito de doses de AIB.

As regressdes para o comprimento de raizes nas variedades gardneri e
cuyabensis ndo foram significativas. Houve decréscimos no comprimento conforme as

doses, tendo-se os maiores valores na auséncia de AIB (Figuras 5.3, 5.4 € 5.5).

115



Comprimento de Raizes em Microestacas de Mangabeira de Diferentes Variedades
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Figura 5.3: Regressfes quadraticas da quantidade de raizes em microestacas de mangabeira
das variedades gardneri e var. cuyabensis sob o efeito de doses de AIB.

Figura 5.4. Rizogénese em brotacGes de H. speciosa var. cuyabensis em doses de AlB.
A=AIB 9.84 uM, B=29.52 uM, C=AIB 19.68 uM, C=AIB 39.36 uM. Fonte:
Belo, E.S.
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Figura 5.5. Rizogénese em brotacGes de H. speciosa var. gardneri em doses de AIB.
A=WPM, B=AIB 9.84 uM, C=29.52 uM, D=AIB 19.68 uM, E=AIB 39.36
MM. Fonte: Belo, E.S.

As regressdes para altura de brotos ndo foram significativas para as variedades
gardneri e cuyabensis em meio com AIB. Na auséncia da auxina observou-se 0s maiores
valores de comprimento de brotos (Figura 5.6).

Comprimento de Brotagdes de Mangabeira de Diferentes Variedades
em meio com AIB
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Figura 5.6: Regressdes quadraticas do comprimento das brotacbes de mangabeira das
variedades gardneri e var. cuyabensis sob o efeito de doses de AIB.

A taxa de calogénese nas microestacas foram expressas em valores de

probabilidades de ocorréncia de calos. As regressdes ndo foram significativas para gardneri
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e cuyabensis, mas notou-se a maior probabilidade de ocorréncia de calos uso de 9.8 uM de
AIB para a var. gardneri (Figura 5.7).

Probabilidade de Ocorréncia de Calos em Variedades de Mangabeira
sob doses de AIB
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Figura 5.7. Regressdes quadraticas dos valores de probabilidades de ocorréncia de calos
em microestacas de mangabeira das variedades gardneri e var. cuyabensis sob
o efeito de doses de AlB.

Em ensaios com uso associado de AIB com ANA tiveram a concentracao total
de auxinas expressas em mg.L™, sendo estas constituidas por proporgdes iguais de AIB e
ANA. As regressdes quadraticas ndo foram significativas para quantidade de raizes para
todas as variedades botanicas (Figura 5.8). A var. cuyabensis apresentou as menores
quantidades de raizes enquanto a var. pubescens obteve as maiores dentre as variedades,

ocorrentes sem auxinas e na dose 8 mg.L ™.
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Quantidade de Raizes em Mangabeira de Diferentes Variedades
sob Efeito de AIB e ANA
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Figura 5.8. Regressdes quadraticas das quantidades de raizes formadas em microestacas de
variedades de mangabeira sob efeitos das auxinas AIB e ANA em conjunto.

De maneira semelhante, as regressdes ndo foram significativas para 0s
comprimentos das raizes para todas as variedades botanicas (Figura 5.9). A var. cuyabensis
teve 0s maiores comprimentos sem as auxinas. Houve tendencia de reducdo no comprimento
de raiz para a var. gardneri e aumento para var. cuyabensis com acréscimos das auxinas no
meio (Figura 5.9, 5.10, 5.11 ¢ 5.12).
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Comprimento de Raizes em Mangabeira de Diferentes Variedades
sob Efeito de AIB e ANA
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Figura 5.9. Regressdes quadraticas do comprimento de raizes formadas em microestacas de
variedades de mangabeira sob efeitos das auxinas AIB e ANA em conjunto.

Figura 5.10. Rizogénese em brotacOes de H. speciosa var. gardneri em doses de auxinas.
A=WPM; B=AIB1mg.L '+ ANA1mg.L?;C=AIB2mg.L*+ANA2mg.L"
L' D=AIB3mg.Lt+ANA3mg.L:, E= AIB4 mg.L1+ ANA 4 mg.L . Fonte:
Belo, E.S.

Figura 5.11. Enraizamento de microestacas de mangabeira H. speciosa var. cuyabensis em
concentragdes das auxinas AIB e ANA juntos. A= meio WPM, B=2 mg.L ™ de
AIB +ANA; C= 4 mg.L  de AIB +ANA; D=6 mg.L"1 de AIB +ANA. Fonte:
Belo, E.S.
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Figura 5.12. Rizogénes em brotagdes de H. speciosa var. pubescens em doses de AIB e
ANA combinados. A=WPM, B=AIB 9.84 uM + ANA 10.74 uM, C=AIB
19.68 uM + ANA 16.11 uM, D=AIB 39,36 uM + ANA 32,22 uM. Fonte: Belo,
E.S.

O comprimento de brotagdes de mangabeira sob enraizamento com AIB e ANA
juntos evidenciou que 0s maiores comprimentos ocorreram para a var. pubescens. Embora
as regressdes nao sejam significativas, observou-se reducbes nos valores conforme os

aumentos das concentragdes de auxinas (Figura 5.13).
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Figura 5.13. Regressdes quadraticas do comprimento de brotacdes de variedades de
mangabeira sob efeitos das auxinas AIB e ANA em conjunto.
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A ocorréncia de calos nas microestacas sob efeitos das auxinas diferiu dentre as

variedades botanicas. As var. cuyabensis apresentou valores crescentes de probabilidade de

ocorréncia de calos enquanto a var. pubescens obteve 0s menores valores (Figura 5.14).

0,6

0,5 A

0,4 -

0,2 -

Presenca de calos

0,1 1

Presenca de Calos em Microestacas de Mangabeira de Diferentes
Variedades sob Efeito de AIB e ANA

Figura5.14

Concentragdo de auxinas (mg.L_l)

gardneri

R=0,46

y= -0,005x°+0,05x+0,02
p=0,7801

cuyabensis

R=0,99

y= 0,009x%-0,02x+0,15
p=0,0705

pubescens

R=0,99
y=0,005x%-0,06x+0,18
p=0,1101

. Regressdes quadraticas da presenca de calos em microestacas de variedades de
mangabeira sob efeitos das auxinas AIB e ANA em conjunto.

Para diametro dos calos na base das microestacas, observou-se aumentos nos

valores conforme os acréscimos de auxinas no meio. Logo a var. pubescens foi a variedade

que mais diferiu, com regressdo significativa, tendo-se valores reduzidos sob aumentos de

auxinas no meio (Figura 5.15).
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Variedades sob Efeito de AIB e ANA
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Figura 5.15. Regressdes quadraticas do diametro de calos em microestacas de variedades
de mangabeira sob efeitos das auxinas AIB e ANA em conjunto.

Para a variedade pubescens, o comprimento de raizes foi maior em meio WPM
sem ANA (Figura 5.16 e 5.17). Embora houvesse a organogénese de raizes, estas eram curtas
com no méaximo 2,50 mm de comprimento (Figura 5.17). Os maiores comprimentos das

raizes ocorreram na auséncia de ANA e com 21,40 uM (Figura 5.18).
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Figura 5.16. Regressdo quadratica do comprimento de raiz em mangabeira H. speciosa var.
pubescens sob efeitos de ANA.
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Figura 5.18. Regresséo quadratica do comprimento de brotacdes de mangabeira H. speciosa
var. pubescens sob efeitos de ANA.

Para as presenca e diametro de calos, observou-se valores crescentes conforme

as doses de ANA no meio (Figura 5.19 e 5.20). Para a variedade pubescens, a auxina ANA

parece ter favorecido a calogénese, mas sem respostas organogénicas.
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Presenga de Calos em Mangabeira H. speciosa var. pubescens em
Meio com ANA
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Figura 5.19. Regressdo quadratica da probabilidade de ocorréncia de calos em microestacas
de mangabeira H. speciosa var. pubescens sob efeitos de ANA.
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Figura 5.20. Regressdo quadratica do didmetro de calos em microestacas de mangabeira H.
speciosa var. pubescens sob efeitos de ANA.

As plantas enraizadas e aclimatizadas tiveram respostas diferenciadas conforme

o0s substratos formulados. A taxa de sobrevivéncia das plantas das variedades gardneri e
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pubescens foi melhor em areia + vermiculita, logo a var. cuyabensis sobreviveu melhor em
substrato composto (Figuras 5.21, 5.22, 5.23 e 5.24).
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Figura 5.21. Probabilidades de sobrevivéncia de trés variedades botanicas de mangabeira
em aclimatizadas em dois tipos de substratos.

pubescens
Areia + vermiculita

pubescens
Substrato composto

Figura 5.22. Aclimatizacdo de plantas da variedade pubescens em substrato composto e em
areia + vermiculita. Fonte: Belo, E.S.
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cuvabensis cuvabensis
Areia + vermiculita Substrato composto

Figura 5.23. Aclimatizacéo de plantas da variedade cuyabensis em substrato composto e em
areia + vermiculita. Fonte: Belo, E.S.

gardneri gardneri
Substrato composto Areia + vermiculita

Figura 5.24. Aclimatizacdo de plantas da variedade gardneri em substrato composto e em
areia + vermiculita. Fonte: Belo, E.S.

5.6 DISCUSSAO

Embora as variedades botanicas tenham apresentado respostas positivas com uso
de auxinas para o0 enraizamento, houve maior ocorréncia de raizes no meio WPM completo,
na auséncia de auxinas. Para as variedades gardneri e cuyabensis, houve um discreto
aumento na quantidade de raizes com aumento de AIB, mas o comprimento das raizes teve
um efeito oposto, com menores comprimentos (Figuras 5.2, 5.3, 5.9 e 5.10). Isso corrobora
com resultados de Oliveira et al. (2019) que mostraram que a rizogénese a partir de apices
caulinares e segmentos nodais ndo foi favorecida nas concentragdes de AIB utilizadas.

Em propagacéo vegetativa por estaquia, 0 enraizamento da mangabeira néo foi
viavel, mesmo com o uso de AIB (Soares et al., 2020). Todavia, a associacao das auxinas

ndo tem resolvido o problema de enraizamento de espécies nativas. Certas espécies,
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principalmente as lenhosas, enraizam com dificuldade ou ndo enraizam, mesmo na presenca
de auxinas e algumas espécies até dispensam o uso de reguladores de crescimento no seu
enraizamento (Rohr & Hanus, 1987).

Reis (2011) mostrou que o uso de AIB em microestacas de mangabeira in vitro
induziu o enraizamento em 54,70% e as concentracdes de AIB acima de 1,86 mg.L™
ocasionaram o efeito inibitério. Embora Soares et al. (2011) observarem maior capacidade
de enraizamento das brotacdes de mangabeira oriundas de meio de cultura basal e com
adicdo de Thidiazuron (TDZ). Bastos et al. (2007) obtiveram enraizamento adventicio no
uso de meio MS com 2,00 mg.Lde BAP e 0,50 mg.L ™ de AIA. Soares et al. (2007) também
observaram o enraizamento de 20% das brotacdes apenas no uso de 3,00 mg.L* de AIB e
em uso de até 3,00 mg.L de ANA néo houve enraizamento da mangabeira.

A associacdo de AIB com ANA evidenciou uma melhor resposta para a
formagéo de raizes para as variedades gardneri no uso de 4 mg.L* (AIB 9,84 uM + ANA
10,74 pM) e pubescens no uso de 8 mg.Lt (AIB 19,6 uM + ANA 21,4 uM) (Figuras 5.8 e
5.9). Embora tais respostas fossem favoraveis para o enraizamento, este foi muito variavel,
algumas parcelas com muitas raizes e bem formadas e outras com pouco ou nenhuma raiz
dentro do mesmo tratamento. Isso também ocorreu no uso de ANA na var. pubescens,
observou-se que houve formacdo de raizes curtas e grossas em uma massa calosa (Figura
5.17) e aumentos crescentes da massa de calos em concentragdes crescentes.

No entanto, a calogénese foi a variavel marcante para todas as variedades de
mangabeira sob efeito das auxinas (Figuras 5.7 e 5.15). Os primeiros efeitos das auxinas
observados nas microestacas foram o entumecimento da base e formagéo de calo, dos quais
as raizes partiam. Contudo a maior frequéncia de rizogénese ocorreu no tratamento controle,
sem auxinas, em que a ocorréncia e o tamanho dos calos foram os menores para todas as
variedades boténicas de mangabeira (Figuras 5.14 e 5.15). Desta forma, a rizogénese pode
ndo estar correlacionada a formagé&o de calos.

Um dos fatores que podem afetar o enraizamento é o nimero de subculturas, por
aumentar a producdo de compostos fendlicos, especialmente para espécies lenhosas (George
et al., 2008), o que afeta negativamente o enraizamento (Campos et al., 2021). No estudo
atual, foi feita uma subcultura para obtencdo de brotos para o enraizamento, fato este que
ndo parece ter influenciado a baixa taxa de enraizamento. Alem disso, Soares et al. (2020)

salientam que estrutura anatémica do caule ndo possui qualquer impedimento a emissao de
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raizes para a mangabeira. Assim, o balanco endoégeno e exdgeno de auxinas deve ser o
principal fator influenciador do enraizamento das variedades de mangabeira.

Para outras espécies lenhosas como ipé-roxo (Handroanthus impetiginosus)
(Méaximo et al. 2020), a taxa de enraizamento foi de 88% no uso de 9,00 uM de AIB e
75,96% na auséncia de auxina. Para gabirobeira (Campomanesia xanthocarpa) uso de 4,50
MM de AIB promoveu 53% de enraizamento (Campos et al. 2021). Para mangabeira (H.
speciosa), a combinacdo AIB 4,82 uM junto ANA 4,92 uM promoveu cerca de 80% de
enraizamento (Prudente et al. 2016) enquanto Oliveira et al. (2019) evidenciaram que 3,00
mg.L* de AIB promoveu 90% de enraizamento em microestacas para mangabeira.

As auxinas sintéticas como o &cido indolacético (AlA), &cido indolbutirico
(AIB) e acido naftalenoacético (ANA) tem um grande efeito na promoc¢éo do enraizamento
(Leopold & Kriedemann, 1975). As auxinas circulam nas plantas tanto na forma livre como
conjugadas e transportadas de forma polar. As dificuldades de enraizamento in vitro podem
ser devido a conjugacdo ou interferéncia de metabolitos secundarios do explante, que por
sua vez causam oxidacao.

Os niveis enddgenos de auxinas nos explantes podem facilmente depletar devido
ao estresse causado pela excisdo do tecido. Geralmente sdo necessarios estudos com doses
de auxinas para verificar a curva de resposta da planta. Para as variedades botanicas de
mangabeira, ndo foi evidente respostas de enraizamento em funcéo de acréscimos das doses
de auxinas no meio. Porém, o enraizamento ocorrido no meio WPM sem auxinas pode ser
evidencia que haja niveis endégenos que promovam 0 enraizamento, ainda que em baixas
concentracgoes.

Vale ressaltar que a posicdo do tecido e as condicBes interferem nos niveis
enddgenos de auxinas. O tamanho do explante, oxidacdo tecidual, posicdo do explante no
meio e fotoperiodismo podem influenciar os niveis enddgenos e conjugacédo ou degradacao.
Além disso, outras moléculas presentes no meio podem induzir o tecido a produzir auxinas,
uma maneira de bioestimulagdo. Isso foi observado em trabalhos com uso de aminoacidos
como triptofano e asparagina, que induzem a biossintese de auxinas nos tecidos. Os niveis
de citocininas também podem interagir com auxinas e afetar a organogénese, como ocorreu
em Rosa centifolia (Akhtar et al., 2016).

Para as variedades botanicas de mangabeira aclimatizadas, as diferencas
observadas possivelmente advém da porosidade do substrato. Conforme Freire et al. (2011),

0s substratos com areia e p6 da casca de coco seco (1:1) e vermiculita e areia (1:1)
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proporcionaram maior crescimento das plantas. Prudente et al. (2016) usaram o substrato
Trospstrato® e tiveram 100% de sobrevivéncia das plantas.

A aclimatizacdo é considerada a fase final da micropropagacdo e envolve a
transferéncia de materiais vegetais cultivados in vitro para condi¢fes externas. Na
transferéncia da plantula de uma condicéo in vitro para uma condicao ex vitro, ela passa de
uma situacdo heterotréfica, com alta disponibilidade de nutrientes e suprimento externo de
energia (sacarose no meio), para uma situacao que exige autossuficiéncia (Grattapaglia &
Machado, 1998; Silveira et al., 2020).

O tratamento pré-aclimatizacdo em estufas ou mesmo com cobertura parcial de
plantas micropropagadas para manter a umidade alta favorece as trocas gasosas. Isso
favorece a sobrevivéncia das plantas de cultura de tecidos pois, permite a formacao gradual
de estruturas como estdmatos e cuticulas, para resistir ao ambiente heterotrofo. Isso foi
observado em plantas de Corymbia (Maravilha et al., 2023).

Para mangabeira, os relatos indicam substratos com caracteristicas de maior
porosidade e de capacidade de retencdo hidrica. Conforme Oliveira et al. (2014) os substratos
dotados de vermiculita e combinacdes, vermiculita + areia barrada, vermiculita + agua e
vermiculita + areia, exerceram influéncia positiva na emergéncia de H. speciosa Gomes.
Para as variedades de mangabeira, 0 substrato composto apresentou baixa drenagem e
porosidade, que favoreceu a fermentacdo e acimulo de substancias toxicas, causando
amarelecimento e morte das plantas. Todavia o substrato areia + vermiculita foi o melhor,
embora tenha baixa caracteristica nutricional, que foi restabelecida pela suplementacdo com
solucgéo nutritiva.

Os enraizamento e aclimatizacdo das plantas sdo etapas importantes para o
retorno ao ambiente natural. Poucos estudos recomendam condic¢des para aclimatizacdo da
mangabeira pois a taxa de enraizamento € baixa. A adaptacdo das variedades botanicas é de
importancia para a formacgio de mudas a fim de garantir o estabelecimento de genétipos. E
uma fase de gargalo para o sucesso da producdo de plantas micropropagadas para as

condigdes naturais.

5.7 CONCLUSOES

As maiores taxas de enraizamento ocorrem para var. cuyabensis e var. gardneri

sob uso de AIB. Em doses apenas de AIB e na sua associacdo com ANA ha formacéo de
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calos e favorece o enraizamento da var. pubescens. A aclimatizagdo com areia e vermiculita
1:1 é indicada para maior sobrevivéncia das variedades gardneri e pubescens. Para a var.

cuyabensis o substrato recomendado é o composto.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Protocolos de germinagdo e multiplicagdo in vitro das variedades botanicas de
mangabeira desempenham um importante papel na elucidacdo de problemas relacionados a
micropropagacdo e regeneracdo pos-criopreservacdo. As técnicas desenvolvidas neste
estudo representam um avanco significativo para a conservacdo e manejo sustentavel das
variedades botanicas da mangabeira, permitindo a producdo em larga escala de plantas
geneticamente idénticas e garantindo a preservacdo de genotipos superiores. Esse método é
particularmente benéfico para a conservacdo ex situ de variedades ameacadas,
proporcionando uma alternativa viavel a coleta de sementes, frequentemente limitada pela
variabilidade sazonal e pela disponibilidade de frutos. Além disso, a micropropagacdo
facilita o processo de domesticacdo e melhoramento genético, permitindo a producdo de
plantas uniformes e livres de patogenos, essenciais para programas de melhoramento. A
uniformidade genética das plantas obtidas por micropropagacdo acelera a selecdo e o
desenvolvimento de novas variedades com caracteristicas agrondmicas desejaveis, como
maior produtividade, resisténcia a doencas e adaptacédo a diferentes condi¢cdes ambientais.
Outro aspecto relevante abordado nesta tese é a contribuicdo da micropropagacao para a
reducdo do extrativismo predatério, que ameaca a espécie no seu habitat natural, como o
Cerrado e a Caatinga. Ao fornecer uma fonte sustentavel e controlada de plantas, a
micropropagacdo reduz a pressdo sobre as populagbes naturais, ajudando a preservar
ecossistemas, essenciais pela sua biodiversidade e servigos ecossistémicos. Além disso, as
respostas diferenciadas das variedades de mangabeira in vitro revelam a diversidade da
espécie, contribuindo para a discussao sobre a variacao genética e morfoldgica encontrada
na natureza. Em suma, a micropropagacéo oferece multiplas vantagens para a conservagao
da espécie, o melhoramento genético e a sustentabilidade ambiental, promovendo préaticas
agricolas e conservacionistas mais responsaveis e alinhadas com a preservagdo dos recursos

naturais a longo prazo.
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