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RESUMO

TIAGO, B. S. PROPAGACAO VEGETATIVA POR ALPORQUIA E OTIMIZACAO
DE PROTOCOLO DE ESTABELECIMENTO IN VITRO DE MANGABEIRA
(Hancornia speciosa Gomes) 2019. 57 f. Dissertagdo (Mestrado em Genética e
Melhoramento de Plantas) -Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goids, Goiania,
2019.!

Hancornia speciosa Gomes, popularmente conhecida como mangabeira, ¢ uma espécie
frutifera nativa do Cerrado utilizada para fins alimenticios e como fitoterapico. Atualmente,
pela perda de habitat e pelo extrativismo predatorio, hd uma grande demanda em mais
estudos para a conservacdo e uso desta frutifera. O estabelecimento in vitro da espécie
apresenta como principal desafio o elevado niimero de agentes endofiticos (fungos e
bactérias) que estdo presentes nos tecidos da planta. Isso torna mais dificil a introdugdo de
material vegetal na cultura in vitro. Este trabalho visou otimizar os protocolos de
estabelecimento in vitro além de realizar a propagacdo vegetativa, via alporquia, gerando
clones de plantas matrizes. Para o estabelecimento in vitro de uma das variedades da espécie,
a var. Gardineri, primeiro coletou-se os frutos de queda, na Colecdo de Frutiferas Nativas
do Cerrado da Escola de Agronomia da UFG. Os frutos foram despolpados e selecionou-se
80 sementes que tiveram seu tegumento removido e seguiram para o processo de
descontaminagdo. Em camara de fluxo laminar, dois grupos de sementes foram separados:
40 sementes foram abertas e seus embrides expostos, isolados e inoculados em meio de
cultura MS; as outras 40 sementes foram inoculadas dirctamente em meio de cultura MS.
Para testar o efeito do alongamento na reducdo do periodo de desenvolvimento in vitro,
embrides foram inoculados em tratamentos com 0, 1, 2 e 4 uM de 4acido giberélico (GA3) e
posteriormente em um segundo experimento em meio MS com 1,0 uM de 6-
benzilaminopurina (BAP), com concentragdes menores de GAs: 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 uM.
Para a etapa seguinte, realizou-se tratamentos para o enraizamento dos novos brotos com
acido indolbutirico (AIB) nas concentragdes 0, 1, 3, 5 ¢ 7 mg.mL"!. A germinagdo dos
embrides isolados apresentou menos de 5% de contaminagao e foi 30% mais rapida quando
comparada com a semente. O efeito do GA3 nos embrides isolados possibilitou o
alongamento da planta com 0,8 uM, atingindo 130 mm em 75 dias, reduzindo em mais de
100 dias o cultivo in vitro. No enraizamento, a concentragdio de 1 mg.mL' de AIB
possibilitou mais de nove raizes por planta e comprimento médio de 54 mm. A aclimatizagao
das plantas dos tratamentos aconteceu em substrato com 50% de areia e 50% de lato solo
vermelho com substrato comercial. Neste processo a mortalidade foi inferior a 10%. Os
experimentos de alporquia foram realizados com quatro variedades de H. speciosa:
gardineri, speciosa, cuyabensis e pubescens e em duas épocas distintas: a estagdo seca, € a
estacdo chuvosa. Utilizou-se AIB para a inducdo de enraizamento nas concentragdes de 4
mg/mL!, 5 mg.mL"! e 6 mg.mL"! e controle com 0 mg.mL"!, sendo aplicado 15 ml por ramo.
O substrato usado foi solo humificado com substrato comercial fixado no ramo anelado.
Ap6s 180 dias, os melhores resultados foram na concentragdo de 5 mg.mL™! nas quatro
variedades utilizadas. Porém, os resultados em cada variedade, sofreram varia¢ao de acordo
comas diferentes estacdes do ano, devido as fases fenoldgicas especificas.

! Orientador: Prof. Dr. Sérgio Tadeu Sibov. ICB-UFG.



ABSTRACT

TIAGO, B. S. VEGETATIVE PROPAGATION BY ALPORQUIA AND OPTIMIZATION
OF IN VITRO ESTABLISHMENT PROTOCOL OF MANGABEIRA (Hancornia speciosa
Gomes) 2019. 57 f. Dissertation (Master in Genetics and Plant Breeding) - School of
Agronomy, Federal University of Goiés, Goiania, 2019.

Hancornia speciosa Gomes, popularly known as mangabeira, is a native fruit species of the
Cerrado used for food purposes and as herbal medicine. Currently, due to habitat loss and
predatory extraction, there is a great demand in more studies for the conservation and use of
this fruit species. The main challenge for the in vitro establishment of the species is the high
number of endophytic agents (fungi and bacteria) that are present in plant tissues. This makes
it more difficult to introduce plant material into the in vitro culture. This work aimed to
optimize the in vitro establishment protocols in addition to carrying out vegetative
propagation, via layering, generating clones of matrix plants. For the in vitro establishment
of one of the varieties of the species, var. gardineri, first the fall fruits were collected in the
Collection of Native Fruits of the Cerrado of the School of Agronomy at UFG. Fruits were
pulped and 80 seeds were selected, which had their tegument removed and proceeded to the
decontamination process. In a laminar flow chamber, two groups of seeds were separated:
40 seeds were opened and their embryos exposed, isolated and inoculated in MS culture
medium; the other 40 seeds were inoculated directly in MS culture medium. To test the effect
of stretching on reducing the period of development in vitro, embryos were inoculated in
treatments with 0, 1, 2 and 4 uM of gibberellic acid (GA3) and later in a second experiment
in MS medium with 1,0 uM of 6-benzylaminopurine (BAP), with lower concentrations of
GA3: 0.2; 0.4; 0.6; 0.8 and 1 uM. For the next stage, treatments were carried out to root the
new shoots with indolbutyric acid (IBA) in concentrations 0, 1, 3, 5 and 7 mg.mL"!. The
germination of the isolated embryos showed less than 5% of contamination and was 30%
faster when compared to the seed. The effect of GA3 on isolated embryos allowed the plant
to elongate with 0.8 pM, reaching 130 mm in 75 days, reducing in vitro cultivation by more
than 100 days. In rooting, the concentration of 1 mg.mL! of AIB allowed more than 9 roots
per plant and an average length of 54 mm. The acclimatization of the treatment plants took
place on substrate with 50% sand and 50% broad red soil with commercial substrate. In this
process, mortality was less than 10%. The layering experiments were carried out with four
varieties of H. speciosa: gardineri, speciosa, cuyabensis and pubescens and in two different
seasons: the dry season, and the rainy season. AIB was used to induce rooting at
concentrations of 0, 4, 5 and 6 mg.mL"!, with 15 ml per branch. The substrate used was soil
humidified with commercial substrate fixed to the ringed branch. After 180 days, the best
results were in the concentration of 5 mg.mL"! in the four varieties used. However, the results
for each variety were at different times of the year, due to the specific phenological phases.
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INTRODUCAO GERAL

A necessidade de conservagdo do Cerrado e o fortalecimento da politica
ambiental promoveram um aumento na demanda sobre pesquisas, especialmente, nas
técnicas de propagacdo e conservagdo de espécies nativas, elementos centrais de programas
de recuperagdo e conservacdo de ecossistemas. A estratégia de conservagdo da
biodiversidade envolve os métodos in situ e ex situ. A conservacdo in situ refere-se a
manutengdo das espécies no seu habitat por meio de unidades de conservacdao, como o0s
parques nacionais (Brasil, 2000). Métodos ex situ consistem na conservagdo das espécies
fora do seu habitat e devem ser realizados de forma complementar & conservagado in situ.
Conservacao vegetal envolve a manuten¢do de uma representatividade da biodiversidade, de
importancia cientifica ou econdmico-social, inclusive para o desenvolvimento de programas
de pesquisa, como os de melhoramento genético. Uma alternativa que vem crescendo muito
na cultura de tecidos ¢ a criagdo de centros de preservagdo criogénica, usando a

criopreservacao (Arnao & Engelmann, 2013).

O sucesso do armazenamento de sementes para a preservacao, depende do
conhecimento sobre a fisiologia de cada espécie. Estes estudos possibilitam conhecer
condi¢des adequadas a manutenc¢do da viabilidade para germinacdo (Hong & Ellis, 1996).
As sementes sdo divididas em ortodoxas, intermediarias e recalcitrantes. Os trés grupos sao

caracterizados pelas condi¢des de armazenamento e viabilidade de germinacao.

Sementes ortodoxas se mantém viaveis ap6s dessecacdo com umidade em torno
de 5%, e podem ser armazenadas sob baixas temperaturas por um longo periodo. De acordo
com Hong e Ellis (1996), as sementes que apresentam comportamento intermediario toleram
a desidratagdo maxima entre 7 ¢ 10%, e ndo toleram baixas temperaturas durante periodo de
tempo prolongado. As sementes recalcitrantes sdo sensiveis a temperatura e ndo toleram
dessecacdo. No processo de desidratagdo reagdes quimicas liberam toxinas que impedem o
desenvolvimento do embrido vegetal, um meio de armazenamento dessas sementes € através
de rapido congelamento, o que ndo garante total germinag¢do ap6s longo prazo (Roberts,

1973).
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Sementes de H. speciosa Gomes sdo recalcitrantes, o que inviabiliza seu
armazenamento, sendo necessario o uso de outras técnicas de propagacdo. A mangabeira
tem poucos estudos em relagdo a sua propagacdo vegetativa. A reproducdo vegetativa,
chamada também de reprodu¢do assexuada, ¢ utilizada com o fim de produgdo de mudas
geneticamente iguais a planta mae. Essa metodologia garante a conservacdo de um individuo
com caracteristicas de interesse, ou buscando ampliar a quantidade de plantas visando a
conservagdo das espécies (Hartmann et al., 2011). Para tal, algumas técnicas como estaquia,
alporquia e micropropagacao sao utilizadas.

r

Com o intuito de aumentar a seguranga de bancos de germoplasma ¢
recomendado o uso de diferentes técnicas de conservacdo. Atualmente, a criopreservacao ¢
uma das técnicas mais pesquisadas e utilizadas como estratégia principal/coadjuvante na
conservagdo de germoplasma (INPE et al., 2017). Bromélias sdo um bom exemplo, em que
se armazena sementes sintéticas provenientes de embrides somaticos a -80° C, por meio da
técnica de droplet. Na busca por melhorias das técnicas de propagagdo, esta pesquisa tem
como objetivo a utilizagdo de alporquia para a produ¢do de mudas clonadas de matrizes de
mangaba, advindas da cole¢do de nativas da Escola de Agronomia da UFG. Em laboratorio
os testes conduzidos serdo as melhores opgdes para a H. speciosa Gomes, utilizando de
ferramentas da cultura de tecidos, que proporcionardo resultados efetivos na producao de
clones de plantas de campo e na diminui¢do do tempo de cultivo in vitro. Para a cultura de
tecidos, diversas etapas fisiologicas sdo compreendidas para intervengdes, que vao

multiplicar uma planta em vérios individuos por meio da micropropagacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A ESPECIE Hancornia speciosa Gomes

Hancornia speciosa Gomes, popularmente conhecida como mangabeira, ¢ uma
espécie frutifera pertencente ao grupo das Eudicotiledoneas, ordem Gentianales e familia
Apocynaceae. E uma espécie tipica das restingas do litoral nordestino e dos Cerrados do
Centro-Oeste (Freire et al., 2011). Em razdo do agradéavel sabor e aroma, o fruto ¢ um dos

mais conhecidos do Nordeste do Brasil (Bastos et al., 2007).

Hancornia ¢ um género monotipico, distribuido principalmente em formagdes
de cerrado, campo e campo rupestre de todas as regides do Brasil. Ocorre espontaneamente
desde a Regiao Nordeste, em tabuleiros costeiros e baixadas litoraneas, até as Regides Norte
¢ Sudeste em areas de cerrado (Monachino, 1945; Vieira Neto, 1994; BFG, 2010).
Hancornia. speciosa ¢ uma espécie de ampla distribui¢do, presente em todas as regides do
Brasil, e que floresce e frutifica de novembro a fevereiro (Simdes & Kinoshita, 2002; BFG,
2010). Na regido Norte, ¢ pouco frequente e restrita a manchas de cerrado e campo misto,
sendo encontrada com maior frequéncia na ilha do Marajo. Flores e frutos sdo encontrados
em praticamente todo o ano; no entanto o pico de producdo ocorre em margo, setembro e

novembro (Villachica et al., 1996).

E uma espécie arborea de porte médio, podendo chegar a até 15 m de altura, com
o tronco tortuoso e aspero, suas folhas sdo opostas e coriaceas. As inflorescéncias sdo
brancas e toda a planta exsuda latex, que pode ser usado na fabricacdo de borracha. O fruto
¢ do tipo baga, com polpa branca e de sabor 4acido, em formato elipsdide ou arredondado,
com 5 a 15 cm de comprimento. A mangaba tem epiderme amarela, com manchas
avermelhadas, de 2 a 15 sementes discoides achatadas de 7 a 8§ mm de comprimento. O peso
de cem sementes com 50% de umidade ¢, em média, de 18 g (Soares et al., 2002).

Hancornia speciosa ¢ uma planta perenifélia de clima tropical que apresenta
maior desenvolvimento vegetativo nas épocas com temperatura mais elevada. Os solos nos
quais se desenvolve sdo pobres e arenosos, com floragdo durante o periodo de agosto a
novembro, com pico em outubro. A frutificagdo pode ocorrer em qualquer época do ano,
mas concentra-se principalmente de julho a outubro ou de janeiro a abril no Brasil (Soares

et al., 2002).
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No Cerrado, a mangabeira apresenta variagdes fenotipicas gerando seis tipos de
variedades que possuem caracteristicas morfologicas bem definidas. As seis variedades sdo:
Speciosa, Cuyabensis, Pubescens, Gardineri, Minor € Maximiliane, Monachino (1945). Nas
variedades gardneri e pubescens, predominam frutos redondos e verde-claros, enquanto em
speciosa e cuyabensis predominam frutos de formato oblongo e colora¢do amarelo-escura e
verde-escura, respectivamente. A var. gardneri apresenta porte mais alto que as demais
(Ganga et al, 2010). Quanto a morfologia da planta, as folhas da var. speciosa se apresentam
de forma oposta distica e sdo bem menores em relagdo as demais. As folhas da var.
cuyabensis ja sdo opostas cruzadas, a var. pubescens apresenta tricomas na face abaxial da
folha e no peciolo, a var. gardineri possui folhas opostas disticas, porém até 60% maiores
que na var. speciosa (Ganga et al, 2010).

O fruto de H. speciosa ¢ amarelado com pequenas manchas vermelhas (Figura
2.2 - B), rico em vitaminas A, B1, B2 e C, além de ferro, fésforo, célcio e proteinas. Possui
grande potencial de mercado, porém a producdo de frutos ndo atende a demanda, pois em
sua grande maioria, os frutos sdo provenientes de atividade extrativista. Sua polpa branca
tem leve sabor adocicado e um pouco acida, pode ser consumida in natura e também sob a
forma de doces, geleias, compotas, vinho, vinagre, suco e sorvete (Lederman et al., 2003).

As caracteristicas biométricas de H. speciosa Gomes, sdo vistas na tabela abaixo
(Tabela 2.1) e a representagdo grafica (Figura 2.1) com as medic¢des realizadas por material

coletado em Salvaterra, Estrada para Agua Boa (MG) e Vila Maruca (MG).
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Tabela 2.1 Caracteristicas biométricas e morfoldgicas da Hancornia speciosa Gomes.

Caracteristica

Medicao

Arvores
Folhas opostas, peciolo
Lamina foliar

Morfologia foliar

Nervuras secundarias predominantemente paralelas
entre si e perpendiculares a nervura primaria

Inflorescéncia dicasial, terminal estreito-
triangulares a lineares, glabras a pubescentes

Pedunculo
Bracteas
Pedicelo

Cilice com lacinias desiguais, ovais, sem coléteres na
base

Corola hipocrateriforme, branca; tubo inferior
cilindrico

Tubo superior cilindrico, face esverdeada
Lobos obliquo-lineares, reflexos a patentes

Estames inseridos no terco superior do tubo; anteras
dorso glabro

Gineceu com ovario supero, sincarpico, placentac¢io
parietal; disco nectarifero ausente

Estilete cilindrico, glabro

Cabeca do estilete cilindrica base espessada
Fruto do tipo baga
Sementes, orbiculares a ovaladas

Fonte: Viana et al. (1980).

4-15 m de altura
0,4-1 cm comprimento
6,2-2,5 x 2,5-1,1 cm

eliptica, oblonga, lanceolada, apice
agudo a cuspidado, base aguda, atenuada
a cuneada, faces adaxial e abaxial

glabras,  nervacdo  broquidodroma
(presenca de tricomas em algumas
variedades)

34-58 pares

2-3-flora

4-11 mm comprimento
0,2-0,4 cm comprimento
4-10 mm comprimento

20-30 mm comprimento

2,9-3,2 x 0,2-0,25 cm

5-6 X 3-4 mm
1,7-2 x 0,4-0,5 cm

2,5-3 mm comprimento

1,3-2 mm comprimento

2,5-2,8 cm comprimento
2-2,5 mm comprimento
2-3x1,2-2,5cm

16 a32com1 x0,7cm
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Figura 2.1 Representacdo grafica da Hancornia speciosa. a. ramo florido; b. flor; c. parte da
inflorescéncia com botdo floral e bractea; d. gineceu; e. antera; f. fruto; g-o: Hancornia speciosa
Gomes — g. folha; h. flor; i. lacinia do calice em vista abaxial; j. ovario; 1. cabega do estilete; m.
antera em vista dorsal; n. fruto; o. semente. (Viana et al., 1980).
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Figura 2.2 Hancornia speciosa Gomes: A — Estadio adulto; B — Aspecto morfoldgico do
fruto; C — Flor, D — Aspecto da semente removida do fruto e sem a polpa.

(8107 03er], :s0104)
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2.2 METODOS DE PROPAGACAO

Os vegetais sdo um dos seres vivos com as melhores habilidades reprodutivas.
Acumulando milhares de anos de adaptagdo e co-evolucdo aos animais, fungos e bactérias.
Plantas em ambiente natural possuem estratégias de propagacdo que buscam a sobrevivéncia
da espécie e a expansdo da sua territorialidade. Reproduzindo de forma sexuada a planta
produz gametas por meio da meiose com a metade de seus cromossomos totais (Griffiths,
2016). Na via assexuada o vegetal realiza a produgdo de novas células através de mitoses,

conservando caracteristicas agronomicas regenerando um novo individuo igual a planta mae

(Fachinello, Hoffmann & Nachtigal, 2005).

Antes do surgimento das flores, a producdo de sementes foi o maior avango
evolutivo para as plantas, elas garantiram alta efetividade em levar a prole em longas
distancias. Sendo o meio sexuado de reproducdo dos vegetais, esse propagulo pode ser
disperso pelo vento, d4gua ou por animais por meio da alimentacdo dos frutos. Sementes
carregam um novo individuo gerado a partir da fecundagao do 6vulo na flor pelo grao de

polen (Kerbauy 2004).

A vantagem do uso de sementes estd na larga escala de plantio que se pode
realizar, o manejo e o condicionamento também sdo fatores positivos, visto que sementes
ortodoxas podem ser armazenadas por longos periodos sem perder sua viabilidade de
germinagdo. Na fruticultura, a producdo de mudas a partir de sementes tem como finalidade
a obtencdo de porta-enxertos (Hartmann et al., 2002). De acordo com Fachinello et al.
(2005), a propagacdo por sementes se mostra vidvel quando ndo se tem interesse em

padronizagdes de culturas para plantios comerciais.

Com alta capacidade de regenerag¢do de seus tecidos, as plantas tém células
meristematicas que replicam e diferenciam em todos os tipos de células. Sinalizagdes
quimicas resultantes das transcricdes de genes, produzem hormonios endodgenos, que
modulam respostas diretamente no meristema. Essas sinalizagdes ocorrem de acordo com
variagdes de concentracdo, presenc¢a ou auséncia de horménios nos tecidos. Um exemplo ¢

a dominancia apical, auxinas realizam a promocao de crescimento em altura e as citocininas
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crescimento em largura, em agao sinérgica, esses dois hormonios em um balan¢o quimico

nas células, regulam o crescimento (Taiz e Zieger, 2016).

A formagao de um broto ou propagulo vegetativo na planta, depende diretamente
das acdes fitohormonais. De forma natural o vegetal produz novas estruturas para
crescimento, floracdo e em algumas espécies esses novos segmentos da planta podem dar
origem a um novo individuo completo, geneticamente idéntico a planta doadora do explante.
Partes do caule, folhas ou raizes possuem células meristematicas e tem capacidade de
reconstituir uma nova planta conservando os ganhos genéticos em programas de
melhoramento. Outra vantagem e a redu¢do do tempo de pré-cultivo até a colheita e permite
formagdo de clones de alta produtividade, gerando uma uniformidade das culturas e a

previsibilidade das produgdes.

A multiplicagdo de plantas assexuadamente podem conferir resisténcia a pragas
e a fatores abidticos como tolerancia a seca (Xavier et al., 2003). As desvantagens da
propagagdo vegetativa estdo relacionadas ao estreitamento genético pois, em grandes
culturas clonais, o ganho genético entre cruzamentos ¢ nulo. Em grandes culturas frutiferas
se utiliza baixa variabilidade de clones e o cruzamento pode ser nulo por auto
incompatibilidade. Buscando contornar essa situagdo, varias unidades clonais diferentes sao

utilizadas (Wendling 2003).

O tipo de propagulo que sera utilizado para a propagagdo vegetativa influéncia
no sucesso da técnica, visto que estruturas mais jovens sdo as mais adequadas. As plantas
sdo bem diversas quanto as respostas fisiologicas a interferéncias externas como o uso de
fitorreguladores para inducdo de brotagdes, enraizamentos e demais interesses do
pesquisador. A fase fenoldgica em que a planta estd, também ¢ um fator limitante pois,
dependendo da idade da planta, estacdo do ano, clima, temperatura, precipitagdo, a resposta

fisiologica da planta difere (Bergamaschi, 2007).

A propagacdo vegetativa pode ser realizada por cultivo in vitro. A
micropropagacado, segundo Vasil & Hildebrandt (1965), ¢ um termo usado exclusivamente
para referir-se a propagacao in vitro a partir de alguma parte especifica da planta. Bastos et
al. (2007) complementam que este processo vai até o enraizamento e culmina na
aclimatizacdo da planta produzida in vitro. Grattapaglia e Machado (1998) afirmam que a
micropropagacao ¢ o principio basico de todos os outros procedimentos de cultivo in vitro,

pois dela depende o sucesso da técnica. Este conjunto de técnicas visa a producao de clones
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sem contaminagdo, em curto tempo, utilizando um espago reduzido (Junghans & Souza,

2009).

As estratégias propagativas tém vantagens e desvantagens para o processo de
domesticagcdo e melhoramento das plantas. A utilizacdo de sementes apresenta algumas
desvantagens como a dorméncia, algumas exigem temperatura ou umidade em condic¢des
muito especificas. A produtividade da planta precisa ser considerada, as sementes tém
variabilidade genética quando obtidas a partir de cruzamentos, portanto podem apresentar
desuniformidade produtiva. O tempo de desenvolvimento até a fase produtiva, pode levar
anos, dependendo da espécie (Hoffmann et al,. 1996), algo que pode ser um problema para

pequenos produtores que visam colheitas a curto prazo.

2.2.1 PROPAGACAO POR SEMENTES

O uso de sementes ¢ o meio mais comum e eficaz de propaga¢do de plantas
(Cousens, 2008). Entretanto, para programas de melhoramento, ndo ¢ uma boa alternativa
devido a variabilidade genética obtida por cruzamentos vegetais, o que gera desuniformidade
na producdo. O uso de sementes ndo garante a conservagao de um recurso genético também.
Ao ocorrer o cruzamento de duas plantas, cada uma contribui com metade do material
genético que, uma vez unidos, formam o genoma da nova planta. Alelos de interesse podem

ser perdidos em cruzamentos, produzindo uma nova planta sem o alelo desejado.

Virias formas de dispersdo de sementes sdo observadas, sendo pelo ar
(anemocoria), dgua (hidrocoria), animais (zoocoria), pelo peso (barocoria) ou pela acdo da
propria planta (autocoria). Levar suas sementes o mais longe possivel € a func¢do primaria da

planta (Cousens, 2008).

Em H. speciosa, a propagacdo sexuada gera sementes categorizadas como
recalcitrantes, perdendo a viabilidade muito rapido, além da polpa do fruto da mangabeira
fermentar rapidamente assim que cai no chdo. A polpa, na maioria dos frutos, tem acdo de
inibir a germinagdo e agir como potencializador de dispersdo para animais frutivoros,
(Gricoletto, 1997). Mas, além da semente ser recalcitrante, a contaminagdo por fungos e
bactérias endofiticas ¢ relativamente alta (Cardoso, 2015). Dessa forma, estratégias de

desinfestagdo das sementes sdo necessarias para que a propagacao seja viavel. A técnica
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empregada deve remover contaminantes existentes na superficie da semente proveniente de

material de campo. Esta ¢ uma etapa imprescindivel na cultura in vitro (Cid et al., 2010).

2.2.2 PROPAGACAO VEGETATIVA

2.2.2.1 Estaquia

A estaquia ¢ uma técnica que consiste em promover o enraizamento de partes
da planta, principalmente ramos jovens. O enraizamento de estacas envolve a regeneracao
de meristemas radiculares diretamente a partir dos tecidos associados com o tecido vascular,
ou a partir do tecido caloso formado na base da estaca, sendo que a indugdo da regeneracao
radicular varia entre as espécies, os gendtipos e os niveis de maturagado das plantas doadoras.
Para Pinus spp., ¢ a técnica de maior viabilidade econdmica para o estabelecimento de
plantios clonais. Para Eucalyptus spp., ¢ a técnica mais difundida entre as empresas
florestais (Gomes, 1987; Xavier & Comério, 1996). No entanto, segundo Assis (1997), sua
utilizagdo nao ¢ viavel técnica e economicamente para todas as espécies florestais.

Quanto ao processo de estaquia, Paiva & Gomes (1995) relataram que, apds
realizada a selecdo da arvore-matriz, ela é cortada, visando a produ¢do de brotos que sao
enraizados em casa de vegetagdo. As brotacdes podem ser colhidas no campo, no caso de
arvores selecionadas em plantios comerciais, ou no jardim clonal, que ¢ a segunda etapa do
processo. As estacas permaneceram na casa de vegetacdo por um periodo de 20 a 45 dias,
dependendo da regido, da época do ano e da espécie envolvida.

Quando as estacas estiverem enraizadas em casa de vegetagdo, estas sdo
aclimatadas em telados e, em seguida, transferidas para um local de pleno sol, onde
completardo seu desenvolvimento e receberdo os tratamentos finais antes de serem levadas
ao campo. Normalmente, as mudas produzidas por enraizamento de estacas estdo aptas a
serem plantadas quando atingem de 90 a 120 dias de idade. Por causa das dificuldades de
propaga¢do vegetativa encontradas em algumas espécies, principalmente no que envolve
material adulto e variacdo entre gendtipos (Assis, 1997), houve a necessidade de serem
desenvolvidas as técnicas de micropropagagdo (Bonga & Von Aderkas, 1992).

A utilizacdo de fitorreguladores como acido indolbutirico (AIB) na produgdo de

estacas ¢ eficaz pois promove o enraizamento do ramo, tornando-o vidvel para as demais
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etapas de tratamento. O AIB ¢ um dos mais empregados e mais eficientes (Dunn et.al., 1996;
Tonietto et.al.,1997; Dutra et.al., 1998), por ser foto estavel e ser imune a agdo bioldgica
(Hoffmann et.al., 1996; Ono & Rodrigues, 1996). O AIB tem a a¢do de desdiferenciar o

tecido maturo em tecido jovem para que ocorra o enraizamento.

2.2.2.2 Alporquia

A formagdo das raizes ndo ¢ nada trivial nos vegetais. Uma complexa rede de
sinalizacdes quimicas ¢ estimulada por agdes enddgenas com influéncia da temperatura,
tropismos, concentragdo mineral no solo e disponibilidade hidrica (Taiz e Zieger, 2016).
Mesmo antes dos grandes avangos cientificos na fisiologia vegetal, as pessoas tinham
conhecimento empirico sobre as plantas, ndo se tem conhecimento sobre quando surgiu ou
como se chegou ao conhecimento sobre o inicio do uso das técnicas de propagacgdo
vegetativa, os povos indigenas ja dominavam as técnicas muito antes da civiliza¢do
moderna. Os primeiros manuscritos que relatam a propagacdo vegetativa foram utilizados
na China hé mais de 2 mil anos, algo que muito provavelmente ¢ bem mais antigo.

Para que os métodos aplicados sejam eficazes, ¢ necessario que o propagulo
utilizado consiga regenerar um novo individuo totalmente independente. Na alporquia o
segmento a ser propagado passa por alguns tratamentos que estimulam a formacao de raizes
que vao nutrir a planta posteriormente. Primeiro escolhe o ramo a ser propagado, o que varia
conforme a espécie, opta-se por ramos mais jovens, eles t€ém uma maior concentragdo em
tecidos meristematicos por estarem em crescimento. O tamanho minimo também varia,
segundo a literatura, a instalagao do alporque deve ocorrer no minimo a 20 cm de distancia
do apice do ramo. O anelamento e uma importante etapa seguinte, esse processo consiste na
remog¢ao de um anel de suber do ramo, nesse tecido temos a presenca do floema, com a
interrupgdo da passagem de substancias, hormonios e demais fotoassimilados ndo chegam
ao ramo, sendo assim possivel interferir para a promocdo do enraizamento no local. A
alporquia ¢ uma técnica promissora para varias espécies como lichia (Litchi chinensis)
(Smarsi 2008), caju (Anacardium ocidentale) (Almeida et al., 1995), Ficus elastica
(Hartmann & Kester, 1990), e varias espécies de plantas ornamentais (Siqueira, 1998).

A utilizacdo de hormonios vegetais na propaga¢do ¢ algo comum, o acido indol-

butirico (AIB) ¢ o mais utilizado, pois ele promove a desdiferencia¢ao dos tecidos vegetais
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dando origem a novas raizes. O que varia nas plantas ¢ a concentragdo utilizada, algumas
plantas como a pitangueira (Eugenia uniflora) o mais indicado ¢ 6000 mg L-! (Hossel 2016),
macieira (Malus domestica) 2000 mg L' (Barbosa 1986) ¢ o Kiwi (Actinidia deliciosa)
utiliza de 1000 a 2000 mg L' de AIB (Schuck, 1992). A raiz emerge do meristema caulinar
do ramo por meio da sinalizagdo hormonal e fototropismo negativo, o que pode ser feito
privando o alporque de luz solar utilizando plasticos de colorag@o escura e o substrato que
prive o contato da luz com o anel recém tratado com a solucao de AIB.

Em plantas do cerrado a aplicagdo de alporquia ja foi realizada em algumas
espécies como o pequi (Caryocar brasiliensis) (Leite, 2006). Em 2013, Norberto observou
em seu estudo que a aplicagdo de extrato de tubérculos de tiririca (0%, 25%, 50%, 75% e
100%) e AIB 6,0 g L' em clonagem da Cnidoscolus quercifolius Pohl. (faveleira) pelo
processo de alporquia, obteve enraizamento satisfatdrio para propagacao. O tratamento que

apresentou melhor resposta usou 100% de extrato aquoso de tiririca.

2.2.2.3 Micropropagacao

A micropropagagdo ¢ uma técnica de cultura de tecidos vegetais in vitro que
procura a propaga¢do de plantas a partir de orgdos diferenciados, podendo ser: gemas,
embrides ou hipocdtilos, partes de 6rgaos ou simples células, utilizando diversos tipos de
meios de cultura, em ambiente estéril, e em condi¢des de crescimento com controle de
luminosidade e temperatura. O termo micropropagacao deriva destes pequenos fragmentos
de tecido vegetal utilizados para o inicio do estabelecimento in vitro e que sdo denominados
explantes (Grattapaglia & Machado, 1998). E uma técnica que oferece excelentes opgdes
para propagacdo comercial de plantas, possibilitando a obtengdo de grande niimero de
individuos a partir de poucas matrizes, em curto espaco de tempo e em reduzida area de
laboratério (KYTE & KLEYN, 2010).

Existem trés fatores que afetam a regeneragdo in vitro: o gendtipo; a fonte de
explantes (folha, raiz, caule, meristema etc.) e a condi¢cdo da cultura (luz, temperatura,
vasilhame). O sucesso da iniciagdo e regeneragdo da cultura depende da dindmica correta
no estabelecimento de todos esses fatores. Importante também ¢ o entendimento dos
processos de hormdnios vegetais que controlam o desenvolvimento dos tecidos vegetais. A

melhor via para o desenvolvimento de sistemas de regeneracdo in vitro continua com base
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em testes que incluem estes trés fatores. O objetivo € obter uma combinacdo dos melhores
indicadores para que o processo seja bemsucedido (Andrade et al. 2002).

O primeiro e decisivo passo para efetuar a micropropagacdo ¢ escolher uma
planta matriz que apresenta as caracteristicas de interesse do pesquisador, pois ela serd a
fonte de todos explantes designados ao processo de propagagdo in vitro. Deste modo,
genotipos superiores poderiam ser multiplicados sem alteracdo na sua estrutura genética
(Bertozzo & Machado, 2010). O tipo de explante, bem como a definicdo de seu estadio de
desenvolvimento, ¢ um dos fatores que determinam a capacidade de resposta in vitro (Freitag
et al., 2012). A escolha do explante deve ser voltada para tecidos que apresentem maior
proporcao de tecido meristematico, ou que sejam tecidos mais jovens, com maior capacidade

de expressar a totipoténcia (Torres et al., 1998).

A desinfestagdo, ou seja, a remoc¢do de contaminantes existentes na superficie
do explante proveniente de material de campo ou de casa de vegetagdo, ¢ uma etapa
imprescindivel na cultura in vitro (Cid et al., 2010). As substancias germicidas sdo
empregadas em diversas situagdes por agirem em diferentes locais da célula microbiana,
eliminando ou impedindo o crescimento dos microrganismos. Porém, o cuidado deve ser
tomado na remocdo destes produtos para que ndo haja residuos no explante. Dentre as
substancias com a¢do germicida, destacam-se o etanol; os compostos a base de cloro, tais
como hipoclorito de sodio e de célcio; cloreto de merctrio; perdxido de hidrogénio; alguns
acidos como &cido cloridrico e bases concentrados; isopropanol entre outros (Silva, 2012).
Os detergentes sdo empregados para maximizar o contato das substancias germicidas com
os tecidos (Grattapaglia & Machado, 1998). E aconselhavel que o material utilizado na coleta
também seja previamente esterilizado ou que seja realizada uma pré-assepsia para evitar

contaminag¢des (Junghans & Souza, 2009).

Outras variagdes no crescimento in vitro originam-se de uma interagao de fatores
externos e internos inerentes, presentes nas células das plantas, bem como de substancias
translocéveis produzidas nas folhas e gemas, como auxinas, carboidratos, compostos
nitrogenados, vitaminas, entre outras, sendo tais variacdes ainda pouco esclarecidas em
espécies lenhosas. Embora a maioria dos fatores envolvidos na propagagdo vegetativa de
plantas tenha sido identificada, ainda ha caréncia na compreensao da importancia individual,
da interagdo destes fatores no processo de propagacao e da fisiologia do processo (Wendling

et al., 2003).
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Estudos para o estabelecimento in vitro e micropropaga¢do foram realizados
com espécies frutiferas do Cerrado. Silveira (2015) infere sobre micropropagagao in vitro
de FEugenia dysenterica DC. em condi¢des mixotroficas, concluindo que o sistema
mixotrofico ¢ superior no momento da formagao de novos brotos no que se refere ao maior
nimero de brotos, maior nimero de folhas por broto e sintese de pigmentos fotossintéticos.
Silva (2012) estudou a germinag¢do in vitro de Dipteryx alata Vogel e Eugenia dysenterica
DC e observou que o meio MS (Murashige e Skoog, 1962) completo obteve maiores
porcentagens de germinagdo para sementes de D. alata, enquanto o meio 2MS (meio MS
com metade da concentragdo de macronutrientes) ¢ o mais indicado para germinagdo in
vitro de sementes de E. dysenterica.

Ribeiro et al. (2009) utilizaram a germinacdo in vitro como método para
fornecer elementos que superassem a dorméncia em sementes de araticum (Annona
crassiflora Mart.). Os melhores resultados foram obtidos em meio WPM (Santos 2006)
suplementado com 25-32 uM de GAs. Santos et al. (2006), utilizam como explantes
segmentos nodais provenientes de plantas obtidas por meio de germinagdo de sementes in
vitro de pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) obtiveram €xito na cultura destes tecidos,
diretamente inoculados em meio WPM.

Na mangaba, estudos de micropropagacdo realizados por Paiva & Soares
(2009), apontaram que o uso de GA3 em concentragdes superiores a 0,2 mg L ! inibiram a
germinagdo de sementes, porém elevaram a altura média das plantas.

Com o avango das técnicas de propagacdo vegetativa de plantas a
micropropagacdo torna-se cada vez mais uma ferramenta importante para programas de
melhoramento genético, por meio de técnicas como a embriogénese somatica, cultura de

orgdos, fusdo de protoplastos e cultura de embrides (Ratnieks & Assis, 1997).

2.2.2.4 Cultura de tecidos vegetais de espécies do Cerrado

O cultivo de plantas germinadas in vitro ¢ uma etapa importante para a
aquisi¢do de explantes juvenis que tenham uma resposta morfogénica satisfatoria e livres
de contaminagdo. Segundo Lédo et al. (2007), em seu estudo com H. speciosa Gomes, 0s

meios de cultura MS; MS + 2,0 g.L'! de carvao ativado; ¥» MS (meio de cultura MS com
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metade da concentragdo de macronutrientes); %4 MS + 2,0 g.L'! de carvdo ativado, sdo
eficientes para a germinagdo in vitro de sementes e formacdo de plantulas normais, sendo
que o meio 4 MS acrescido de 2,0 g.L'! de carvdo ativado proporcionou 100% de
germinacdo ¢ bom desenvolvimento da parte aérea e sistema radicular de plantulas da
espécie.

Oliveira et al. (2014), estudando H. speciosa in vitro, aferiram o efeito de
diferentes meios de cultura na germinacdo. Sementes desprovidas do tegumento passaram
pelo processo de desinfestagdo em fluxo laminar imersas em alcool 70% e hipoclorito de
sodio (2,5% de cloro ativo). Posteriormente, as sementes foram distribuidas ao acaso nos
tratamentos de T1 - vermiculita, T2 - vermiculita + areia, T3 - vermiculita + areia barrada,
T4 - vermiculita + MS, T5 - vermiculita + Y2 MS, T6 - areia, T7 - areia barrada, T8 - areia
+ areia barrada. No que diz respeito a porcentagem de germinacao, o tratamento T3 foi o
que apresentou maior indice (90%). Para o indice de velocidade de germinacgdo, os
tratamentos T1, T2 ¢ T3 (1,37 a 1,46 dias) foram os de maiores médias ¢ estatisticamente
iguais. Em relagdo ao tempo médio de germinacdo, os resultados indicaram valores
estatisticamente iguais para todos os tratamentos (7,37 a 10,32 dias).

Avaliando as respostas morfogénicas de diferentes explantes cultivados in
vitro, Lédo et al. (2005) constataram que a concentragdo de 1 mg.L-! de AIA com 0,5; 1 ou
2 mg.L! de BAP induz uma boa formagdo de calos em segmentos caulinares de plantulas
de H. speciosa germinadas in vitro € a concentra¢do de 1 mg.L™! de AIA combinada com 1
ou 2 mg.L'! de BAP promove uma boa formagdo de calos em segmentos nodais, com a
proliferacdo de brotacdes adventicias apos 45 dias. Avaliando a aplicacdo exdgena de
poliaminas em calos da espécie, Fraguas et al. (2009) concluiram que estas substancias ndo
proporcionam aumento no crescimento de calos e que a oxidacdo promovida por longos
periodos de cultivo in vitro induz aumento nos niveis de putrescina, molécula que indica
degradacdo de tecidos vivos. Trocas gasosas possibilitadas pela abertura dos frascos na
ocasido da renovagdo do meio de cultura, e pelo tipo de vedacdo utilizada, podem baixar a
concentragdo de etileno minimizando os efeitos negativos no vigor das plantas.

Sousa et al. (2007) estudaram os efeitos da benzilaminopurina (BAP) nas
concentragdes 0,0; 1,0; e 2,0 uM e 4cido indolacético (AIA) nas concentracdes 0,0; 0,25;
0,50 pM, isolados e combinados, para estimular a organogénese. Concluiram que a
combinagdo de 1 mg. L'! de BAP ¢ 0,5 mg.L"! de AIA ¢ a que proporciona melhor resposta

organogénica dos explantes de H. speciosa. Soares et al. (2007) observaram que
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concentragdes de 1,0 ou 2,0 uM de BAP promoveram multibrotagdes em segmentos nodais
nesta espécie e induziu a formagdo de calos na base dos explantes, e o acido indolbutirico
(AIB) induziu, na concentragao de 3,0 uM, a formagao de raizes em brotagdes in vitro.

Estudos relacionados a rizogénese em brotos de H. speciosa tem utilizado
auxinas como indutores. Segundo Lemos et al. (2006), adicionar isoladamente AIB, ANA
e 2,4-D, nas concentragdes de 1,0 € 2,0 mg. L!, ao meio de cultura MS ndo foi satisfatdrio,
sendo que o enraizamento ocorreu em apenas dois explantes, apds oito semanas de
incubagao.

Pinheiro et al. (2002) alcancaram 18,39% e 15,23% de enraizamento em
propagulos de H. speciosa, submetidos ao alongamento e oriundos de explantes basais em
meio WPM e % MS, respectivamente, suplementado com 0,5 mg. L' de ANA combinado
com 0,1 mg. L! de BAP, na presenca de carvio ativado. Contudo, Grigoletto (1997) obteve
maiores porcentagens de enraizamento em meio de cultura 4 Knoop’s (61,5%) e 2 MS
(58,5%), suplementado com diferentes tratamentos de AIA ¢ BAP.

O aumento da concentracdo de gés etileno no cultivo in vitro corresponde a um
dos principais problemas encontrados na propaga¢do in vitro de H. speciosa, pois essa
substancia apresenta efeito adverso no desenvolvimento, morfologia e crescimento das
plantas, diminuindo a expansdo foliar e a regeneracdo de novos brotos (Biddington, 1992).
Pereira Netto e McCown (1999) inferiram que o desenvolvimento de parte aérea da espécie
em atmosfera enriquecida com 5 ou 10 pL.L! de etileno resulta em inibi¢do do alongamento
de ramos laterais e do ramo principal, € a concentragdo de 1 pL.L! de etileno resulta em

reducdo da ordem de 50% na proliferagdo de ramos laterais.



3 OTIMIZACAO DO PROTOCOLO DE ESTABELECIMENTO IN
VITRO DE MANGABEIRA (Hancornia speciosa Gomes)

RESUMO

Por seu uso como fonte de alimento e de medicamentos, a conservagado da espécie frutifera
nativa do Cerrado Hancornia speciosa Gomes, conhecida como mangabeira, ¢ de suma
importancia. Uma das técnicas para atingir este objetivo € o cultivo in vitro. H. speciosa
possui um elevado numero de agentes endofiticos (fungos e bactérias), que estdo presentes
em todos os tecidos da planta, dificultando o estabelecimento da espécie in vitro. Para o
estabelecimento da variedade gardineri em laboratorio, primeiro coletou-se os frutos de
queda, na Cole¢do de Frutiferas Nativas da Escola de Agronomia da UFG. Frutos maduros
foram coletados e as sementes despolpadas selecionando-se 80 sementes para o processo de
descontaminagdo. O protocolo padrdo de descontaminacgdo foi utilizado, com alcool 70%
por 1 min e depois 20 min em soluc¢do de hipoclorito de sédio (2,5 % de cloro ativo). Em
seguida, em camara de fluxo laminar, enxaguou-se as sementes por trés vezes com agua
autoclavada. Dois grupos foram formados: 40 sementes foram abertas e seus embrides
expostos, isolados e inoculados em meio de cultura MS; as outras 40 sementes foram
inoculadas diretamente em meio de cultura MS. Para testar o efeito do alongamento na
reducdo do periodo de desenvolvimento in vitro, embrides foram inoculados em tratamentos
com 0, 1,2 e 4 uM de 4cido giberélico (GA3) e posteriormente em um segundo experimento
em meio MS com 1,0 uM de 6-benzilaminopurina (BAP), com concentracdes menores de
GA;s: 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 uM. Para a etapa seguinte, realizaram tratamentos para o
enraizamento dos novos brotos com acido indolbutirico (AIB) nas concentra¢des 0, 1,3, 5 ¢
7 mg.mL!. A germinagdo dos embrides isolados apresentou menos de 5% de contaminagio
e foi 30% mais rapida quando comparada com a semente. O efeito do GA3 nos embrides
isolados possibilitou o alongamento da planta com 0,8 uM, atingindo 130 mm em 75 dias,
reduzindo em mais de 100 dias o cultivo in vitro. No enraizamento, a concentracao de 1
mg.mL"! de AIB possibilitou mais de 9 raizes por planta e comprimento médio de 54 mm. A
climatizacdo das plantas dos tratamentos aconteceu em substrato com 50% de areia e 50%
de latossolo vermelho com substrato comercial. Com mortalidade inferior a 10% das plantas,
a técnica mostrou eficacia na produ¢do de mudas.

Palavras-chave: cerrado, cultura de tecidos, mangaba.
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OPTIMIZATION OF THE IN VITRO ESTABLISHMENT PROTOCOL OF
MANGABEIRA (Hancornia speciosa Gomes)

ABSTRACT

Due to its use as a source of food and medicines, the conservation of the native fruit species
of the Cerrado Hancornia speciosa Gomes, known as mangabeira, is of paramount
importance. One of the techniques to achieve this goal is in vitro cultivation. Hancornia
speciosa has a high number of endophytic agents (fungi and bacteria), which are present in
all plant tissues, which makes it difficult to establish the species in vitro. In order to establish
one of the varieties of the species, the gardineri variety in the laboratory, first the fall fruits
were collected in the Collection of Native Fruits of the School of Agronomy at UFG. Ripe
fruits were collected and the seeds pulped, 80 seeds were selected for the decontamination
process. The standard protocol for decontamination with 70% alcohol for 1 min and then 20
min in sodium hypochlorite solution (2.5% active chlorine). Then, in a laminar flow
chamber, the seeds were rinsed three times with autoclaved water. Two groups were formed:
40 seeds were opened and their embryos exposed, isolated and inoculated in MS culture
medium; the other 40 seeds were inoculated directly in MS culture medium. To test the effect
of stretching on reducing the period of development in vitro, embryos were inoculated in
treatments with 0, 1, 2 and 4 uM of gibberellic acid (GA3) and later in a second experiment
in MS medium with 1,0 uM of 6-benzylaminopurine (BAP), with lower concentrations of
GA3: 0.2; 0.4; 0.6; 0.8 and 1 pM. For the next stage, treatments were carried out to root the
new shoots with indolbutyric acid (IBA) in concentrations 0, 1, 3, 5 and 7 mg.mL"!. The
germination of the isolated embryos showed less than 5% of contamination and was 30%
faster when compared to the seed. The effect of GA3 on isolated embryos allowed the plant
to elongate with 0.8 pM, reaching 130 mm in 75 days, reducing in vitro cultivation by more
than 100 days. In rooting, the concentration of 1 mg.mL! of AIB allowed more than 9 roots
per plant and an average length of 54 mm. The acclimatization of the treatment plants took
place in a substrate with 50% sand and 50% red latosol with commercial substrate. With
mortality of less than 10% of the plants, the technique showed efficiency in the production
of seedlings.

Key word: propagation, tissue culture, mangabeira
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3.1 INTRODUCAO

A conservagao do Cerrado e o fortalecimento da politica ambiental promoveram
um aumento da demanda por espécies nativas. Este interesse desperta nos programas de
recuperacdo e conservagdo de ecossistemas a necessidade de rever métodos de propagacgao
de plantas. Estratégias de conservacao da biodiversidade envolvem métodos in situ e ex situ.
A conservagdo in situ refere-se a manutengdo das espécies no seu habitat por meio de
unidades de conservacdo. O método de conservagao ex situ consiste na conservagao das
espécies fora do seu habitat e deve ser realizado de forma complementar a conservagao in
situ. Para conservagdo ex situ a espécie Hancornia speciosa Gomes (mangabeira) nao
permite a criagdo de um banco de sementes, pelo fato de suas sementes serem recalcitrantes,
0 que inviabiliza o armazenamento.

Hancornia speciosa ¢ uma espécie frutifera nativa do Cerrado que se destaca
por possuir grande potencial econdmico. No ultimo levantamento realizado pelo comité
nacional de abastecimento (CONAB), em 2016 a produ¢ao de mangabas rendeu mais de R$
589.654,00 mil reais para os extrativistas e produtores, evidenciando que o fruto tem alto
potencial de mercado, mesmo que a maioria de sua producdo seja de forma extrativista.

Visando facilitar o processo de descontaminag¢ao inicial para o estabelecimento
in vitro da espécie e melhorar o tempo de obtenc¢do de explantes para a fase de multiplicacao
de novos brotos, este trabalho focou no processo de germinagdo in vitro de embrides
zigbticos de H. speciosa var. gardineri e no uso de acido gibelérico para o estiolamento das

plantulas obtidas pela germinagao in vitro.

3.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no LabCultive - Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais da Universidade Federal de Goias — UFG, em Goiania, GO. Sementes de
H. speciosa com tamanho entre 6 a 10 mm foram removidas de frutos maduros de queda
com coloragdo amarelada com tamanho superior a 35 mm de didmetro. Estes frutos foram
coletados de marco a outubro de 2018, de quatro exemplares da variedade gardineri,
pertencentes a Colecao de Frutiferas Nativas do Cerrado da Escola de Agronomia da UFG,

e que apresentavam bom desenvolvimento e sem sinais de danos por pragas ou patégenos.
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3.2.1 Comparacio na germinacio in vitro de sementes e embrides isolados

Apos a colheita, os frutos foram despolpados em peneira e as sementes lavadas
em agua corrente. Para a retirada do excesso de mucilagem foi usado papel toalha. Em
seguida, foram colocadas para secar a sombra, em temperatura ambiente, por 24 h. Na pré-
assepsia, as sementes foram imersas em um bécker com dgua e detergente neutro (1 gota de
detergente neutro / 100 mL de dgua) e permaneceram por 20 min sob agitacdo em agua
corrente. Em seguida, as sementes foram imersas em alcool 70% por 1 min e imersas em
solugdo de hipoclorito de sddio (2% de cloro ativo), Tween 20 (1 gota / 100 mL de dgua) e
agua autoclavada por 20 min. Em cdmara de fluxo laminar, as sementes foram submetidas a
uma triplice lavagem em agua destilada e autoclavada, e o tegumento foi removido (Cardoso,
2008). Neste momento, as sementes foram separadas em dois grupos: 40 sementes sem
tegumento e 40 sementes para o isolamento de embrides. As sementes foram inoculadas em
meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) com 30 g L-!sacarose sem adig¢do de
reguladores de crescimento. O pH do meio de cultura utilizado foi ajustado para 5,7 — 5,8
antes da adi¢do de gelex (2,2 g.L!). Os embrides foram removidos em condigdes assépticas
com o auxilio de bisturi nimero 20 e foram inoculados no mesmo meio de cultura das
sementes intactas. Foram utilizados tubos de ensaio com capacidade de 100 mL, preenchidos
com 30 mL de meio de cultura e autoclavados a 120°C e 1 atm, por 20 minutos. Apds a
inoculag@o das sementes e embrides, cada tubo de ensaio foi mantido em sala de crescimento
com temperatura de 25 + 1°C em condi¢do luminosa de 45 pmol.m2.s! e fotoperiodo de 16
h. O delineamento foi inteiramente casualisado utilizando 40 repeti¢des por tratamento e as

avaliagdes sobre a taxa de contaminagdo foram realizadas quinzenalmente, durante 45 dias.

3.2.2 Tamanho minimo do embrilo isolado para germinacao invitro

A assepsia das sementes ocorreu como no item 3.2.1: frutos despolpados em
peneira, pré-assepsia com agua e detergente neutro, seguida de imersdo em alcool 70% e
hipoclorito de sodio a 2% de cloro ativo. Dentro da camara de fluxo laminar, as sementes
foram submetidas a uma triplice lavagem em agua destilada e autoclavada e destinadas aos
seguintes tratamentos: semente com tegumento (T0), semente sem tegumento (T1), embrido

completo (T2), metade do embrido (T3), 1/3 do embrido (T4). Os embrides foram removidos
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com o auxilio de bisturi nimero 20. Sementes e embrides foram inoculados em meio de
cultura MS com 30 g.L'sacarose sem adi¢do de reguladores de crescimento. O pH do meio
de cultura utilizado foi ajustado para 5,7 — 5,8 antes da adigdo de gelex (2,2 g.L!). Foram
utilizados tubos de ensaio com capacidade de 100 mL, preenchidos com 30 mL de meio de
cultura e autoclavados a 120°C e 1 atm, por 20 minutos. Apds a inoculagdo, cada tubo de
ensaio foi mantido em sala de crescimento com temperatura de 25 + 1°C em condigdo
luminosa de 45 pmol.m?.s! e fotoperiodo de 16 h. O delincamento foi inteiramente
casualisado utilizando 40 repeticdes por tratamento e as avaliagdes sobre a taxa de

contaminagdo, germinagao e crescimento foram realizadas quinzenalmente durante 60 dias.

3.2.3 Alongamento das plantulas com acido giberélico GA3

A assepsia das sementes ocorreu como no item 3.2.1: frutos despolpados em
peneira, pré-assepsia com agua e detergente neutro, seguida de imersdo em alcool 70% e
hipoclorito de sddio a 2% de cloro ativo e lavadas trés vezes em agua autoclavada. O meio
de cultura Murashige e Skoog (MS) foi preparado contendo 30 g de sacarose e 6,5 g de agar,
0,1 mg de inositol e pH 5,8, auto clavado a 120°C e 1 atm, por 20 minutos. O meio foi entdo
retirado da autoclave e resfriado até atingir 50°C; nesta temperatura, o acido giberélico foi
adicionado por meio de filtragem a frio com filtro milipore Millex© para uso em seringas
descartaveis de 22 pum. Os frascos foram mantidos em cdmara de crescimento com
fotoperiodo de 16 h luz / 8 h escuro, e temperatura de 25 °C + 1 °C. No primeiro experimento
foram testadas cinco concentragdes, em uM: 0,0 (T1); 0,5 (T2); 1,0 (T3); 2,0 (T4) e 4,0 (T5).
Com as avaliacdes do primeiro experimento com GAj3, foi preparado um segundo
experimento com as seguintes concentragdes, em pM: 0,0 (T1); 0,2 (T2); 0,4 (T3); 0,6 (T4);
0,8 (T5) e 1,0 (T6). O delineamento de ambos os experimentos foi inteiramente casualizado
utilizando 20 repetigdes por tratamento e as avaliagdes sobre tamanho de raiz e parte aérea

foram realizadas quinzenalmente durante 60 dias.
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3.2.4 Enraizamento e aclimatizaciao

Brotos de H. speciosa var gardineri obtidos in vitro foram induzidos ao
desenvolvimento de raizes. As brota¢des foram transferidas em camara de fluxo laminar para
tubos de ensaio (25 x 2,3 cm) contendo 30 mL meio de cultura. Os tratamentos consistiram
em meio WPM, suplementado com cinco diferentes concentragdes de 4cido indolbutirico
(AIB), em uM: 0,0 (T1); 1,0 (T2); 3,0 (T3); 5,0 (T4) e 7,0 (T5). O meio de cultura teve o pH
ajustado para 5,7 - 5,8; a incubag@o foi mantida com temperatura de 25 + 1°C em condigao
luminosa de 45 pmol.m2.s! e fotoperiodo de 16 horas. O delineamento foi inteiramente
casualizado utilizando 40 repeti¢cdes por tratamento, avaliando-se a presenca ou ndo de
raizes, o nimero médio e o comprimento médio de raizes, presenca ou ndo de plantulas e
sua altura, aos 30, 45, 60 e¢ 75 dias. Para a aclimatizagdo, foram utilizadas dez mudas com
pelo menos cinco centimetros de altura, quatro folhas formadas e comprimento de raizes de
pelo menos 2 cm. As mudas foram retiradas dos tubos de ensaio, lavadas com agua destilada,
colocadas em substrato de vermiculita e areia (1:1), sugerido por Oliveira et al. (2012) e
mantidas em estufa por noventa dias, sendo regadas com meio MS a cada 7 dias. Verificou-

se a porcentagem de sobrevivéncia das mudas apds 90 dias de cultivo.

3.2.5 Delineamento experimental e analises estatisticas

A normalidade dos dados obtidos para os tratamentos foi testada pelo teste de
Lilliefors. Os tratamentos foram comparados por analise de variancia ANOVA, seguido por
teste Tukey. As concentragdes de fitorreguladores foram submetidas a regressao polinomial
quadratica. Quando detectadas diferencas significativas entre os tratamentos e entre as
interagdes, as médias foram comparadas entre si, pelo teste t de Student. Todos os testes
foram realizados ao nivel de significdncia de 5%. As andlises estatisticas foram conduzidas

com auxilio do software Minitab® 18.1 (Medeiros, 2014).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Comparacio na germinacio in vitro de sementes e embrides isolados

O protocolo de descontaminagdo possibilitou que 62,5% de sementes e 97,5%
de embrides germinaram sem contaminagdo fungica e bacteriana. Apods 6 dias inoculados,
os embrides comecaram a germinagao; com 8§ dias, todos haviam germinado. No tratamento
com sementes, a germinacdo s6 comecou apo6s 10 dias de inoculacdo, sendo que todas as
sementes estavam germinadas no 17° dia. A altura das plantas diferiu, embrides cresceram
26,1% a mais que as sementes, apresentando 115,89 mm enquanto as sementes cresceram
85,60 mm em média. O que pode ser explicado pela germinagdo mais prematura em relacdo

as sementes.

No uso de embrides em comparagdo ao uso de sementes, provavelmente o tempo de
germinacdo ¢ menor, pois o contato direto com o meio de cultivo desencadeia as reagdes
quimicas mais rapidas a fim da germinagdo, o que pode ser observado na figura 3.1. O
contato direto da luz com o embrido também pode explicar a rapida germinagdo, visto que
os embrides germinam 40% do tempo mais rdpido que as sementes. Portanto os embrides
germinam com 35% menos contaminagdo em relagdo a sementes, e a altura média das
plantas advindas de embrides foi maior, demonstrando que o uso de embrides ¢ mais eficaz

a propagacao.
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Figura 3.1 — A - Embrido de H. speciosa var. gardineri com 7 dias; B - Embrido com 30

dias; C - Germinagao da semente; D - Plantula de semente com 30 dias.

Em seringueira, as sementes também sdo recalcitrantes, o uso de embrides
zigodticos ja foi realizado avaliando contaminagdo e velocidade de germinagdo (Maciel
2011). No trabalho observou-se que 46,7% dos embrides germinaram com maior velocidade
em relacdo a semente, corroborando os estudos realizados com a mangabeira, obtendo
resultados semelhantes. Portanto, considera-se o uso de embrides como o mais eficaz na

propaga¢do de mangaba in vitro.

3.3.2 Tamanho minimo do embrifo isolado para germinagao in vitro

Ap6s 90 dias de avaliagdo, foi possivel observar em semente com tegumento e
semente sem tegumento, 15% e 5% respectivamente de contaminagdo, o que nos demais
tratamentos ndo ocorreu. Quanto a germinagao e o crescimento, o embrido completo germina
e se desenvolve com maior velocidade comparado aos demais tratamentos, apresentando
153,0 mm de tamanho médio. Ja o embrido com a metade do tamanho apresentou 140,0 mm
em média. No tratamento embrido com 1/3 o tamanho, o crescimento foi de 94,9 mm.

No teste Tukey (Grafico 3.1) as médias de crescimento dos tratamentos foram
semelhantes, evidenciando que o embrido com pode ser excisado até a metade sem afetar o
desenvolvimento quanto a germinagdo e o crescimento. Em Coffea arabica (Etiene 2013) o
uso de embrides com até 2 mm de tamanho em biorreator foi eficiente. Em mangaba estes
resultados permitem explorar técnicas para uma melhor produ¢do de plantas in vitro,

criopreservacao, melhorando as etapas do processo de propagacao.
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Grafico 3.1 — Teste de médias para os tratamentos in vitro

Quando o corte ¢ superior a 70% do tamanho total do embrido o
desenvolvimento ¢ afetado quanto a germinacdo e o crescimento; fisiologicamente isso se
da pela dificuldade que o embrido tem em mobilizar os nutrientes dos cotilédones para o
escutelo, visto que a maior reserva nutricional estd nos cotilédones, a sua remocao total,
portanto inviabiliza o desenvolvimento. Para a criopreservagdo na técnica de droplet o
tamanho maximo para a produ¢do de sementes sintéticas e de 1,5 mm, esse tamanho ¢ o
limite minimo de corte para os embrides da mangabeira, de acordo com as analises
provavelmente ¢ possivel a producdo de sementes sintéticas de embrides zigéticos, em
demais estudos fica necessdrio verificar a interacdo do embrido com as substancias

crioprotetoras.

3.3.3. Alongamento das plantulas com acido giberélico GA3

Apds 60 dias de avaliagdo, o primeiro experimento realizado com concentragdes

de 0 a 4 uM de GA3, denota diferencas significativas nos tratamentos. Ocorreu 100% de
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mortalidade dos embrides em 4 pM e em 2 uM indicando a fitotoxicidade do horménio em

concentragdes muito altas (Figura 3.2).

Figura 3.2 - Germinacdo in vitro em meio MS de embrides isolados de sementes de H.

speciosa var. gardineri em tratamentos com 2 e 4 pM de 4cido giberélico (GA?).

Nos demais tratamentos ndo houve mortalidade. O maior alongamento das
plantulas foi observado em 1,45 uM com altura média de 182,3 mm; no controle - 0,0 pM
altura média foi de 85,6 mm, que ¢ o padrdo médio para o crescimento da planta (Figura
3.3). No teste Tukey (Gréafico 3.2) o tratamento utilizando 1,45 uM foi melhor comparado

ao controle, o que delineou o segundo experimento.
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Grafico 3.2 — Teste Tukey para as concentracoes de GA3
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Estes resultados ja demonstram que o uso de &cido giberélico pode auxiliar na
diminui¢do do tempo de desenvolvimento in vitro de embrides zigdticos de mangabeira.
Para refinar a concentracdo de acido giberélico, as concentragdes do segundo experimento
variaram de 0 a 2,89 uM. Para o comprimento da parte aérea foi observada uma curva de
resposta nos tratamentos utilizados. Nos parametros estatisticos o teste de médias foi
realizado e denota-se que a concentracao 2.31 uM demonstrou melhor resposta quanto ao

crescimento em relagdo ao tratamento controle
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Grafico 3.3 — Teste Tukey para as concentracoes de GAsde 0 a 2.89 pM

Os efeitos de 4cido giberélico no alongamento da mangabeira in vitro ¢ eficaz
devendo ser usado em concentragdes proximas de 2.31 puM. Os resultados obtidos no
experimento com 75 dias evidenciam a hipotese de que o GAs pode reduzir

consideravelmente o periodo de cultivo in vitro (Figura 3.6).
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Figura 3.6 — Desenvolvimento in vitro de plantas de Hancornia speciosa var. gardineri
crescendo em meio WPM com diferentes concentragdes de acido giberélico (GA3). Da
esquerda para a direita 2 tubos de cada tratamento, T1- 0,0 mg. L' (A), T2- 0,2 mg. L' (B),
T3- 0,4 mg. L' (C), T4- 0,6 mg. L' (D), T5- 0,8 mg. L' (E) e T6- 1,0 mg. L'! (F).

Em maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f. Flavicarpa Deg) o bioativo
GA;, promove o alongamento da planta em concentragdes proximas a 4.62 pM (Santos et.
Al. 2010) a técnica utilizada foi de borrifagem, o que pode explicar uma dose mais elevada
a fim de se obter resultados, como na mangabeira o suficiente foi de 2.31 pM estima-se que
o contato constante da estrutura vegetal no meio de cultivo suplementado diminua essa
necessidade de grandes concentragdes, corroborando as evidéncias observamos que se
utilizarmos da concentracao que foi utilizada no maracuja ocorre a necrose dos embrides por
fitotoxicidade. A inducdo de primdrdios foliares em seringueira (Hevea spp.) foi realizada
utilizando o0 GAzem 2.16 uM ( Moreira et. Al. 2012), concentragdo proxima da utilizada em
mangaba. Por serem plantas latescentes, semelhangas fisiologicas podem ser utilizadas como

referéncia para estudos futuros.

3.3.4 Enraizamento e aclimatiza¢io

Apbs 75 dias de experimento, em cinco tratamentos com o uso de AIB, apenas

T1 (tratamento controle com 0 uM) ndo apresentou o crescimento de raizes, nos demais
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tratamentos a ocorréncia foi positiva. Em 4.92 uM o enraizamento ocorreu com vigor, com
uma média de 5,90 mm em tamanho e 8,9 raizes por planta. No tratamento de 14.76 uM, o
crescimento médio foi de 13,7 mm com 14,42 raizes por planta; 24.6 uM, o crescimento
maximo foi de 9,1 mm com poucas raizes formadas, 5,33 raizes por planta em média. No
ultimo tratamento 34.44 puM, ocorreu a formacdo de poucas raizes e poucas repeti¢des
responderam ao AIB, o crescimento foi de apenas 2,3 mm em sete das vinte plantas
analisadas, com nimero médio de 4,3 raizes por planta (Figura 3.7). Nos tratamentos com
concentragdes maiores do que 14.76 uM, as raizes formadas eram frageis e quebradicas, o
que nao ¢ interessante em mudas para aclimatizagao.

O teste Tukey (Grafico 3.4) foi realizado para as trés concentragdes que
responderam ao tratamento, tratamentos maiores que 24.6 UM a resposta foi negativa. Em
14.76 uM observamos a melhor resposta para a indu¢do do enraizamento in vitro da

mangabeira.
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Grafico 3.4 — Teste Tukey para as concentracées de AIB de 4.92 a 24.6 pM

Em eucalipto (Eucalyptus urophylla) foi observado que concentracdes entre
2.000 a 5.000 mg L -! de AIB, promoveram o crescimento das raizes e da parte aérea (Lana,
2008). Em estratégias propagativas o uso de auxinas com a fung¢ao de induzir a produgdo de
raizes ¢ realizada em muitas espécies de plantas, a concentragdo ¢ algo variavel de acordo

com a estrutura, diametro do ramo e caracteristicas fisico-quimicas da planta, porém, os
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valores de referéncia sdo semelhantes, o que permite delinear estudos avaliando interacao

dos hormdnios com as familias vegetais.

Figura 3.7 Enraizamento in vitro de plantas de Hancornia speciosa var. gardineri crescendo
em meio WPM com diferentes concentragdes de AIB apos 90 dias de tratamento. (A) T1 -
0 uM; (B) T2 -4.92 uM; (C) T3 — 14.76 uM; (D) T4 —24.6 uM e (E) T5 — 34.44 uM.

Na aclimatizacdo, as plantas selecionadas foram as melhores obtidas no

enraizamento. Com o maior nimero de raizes, e maior tamanho médio. O tratamento T1 ndo
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propiciou nenhum material pois ndo ocorreu crescimento de nenhuma raiz. Um total de 25
plantas foram obtidas do tratamento (T2) e (T3), que obtiveram os melhores resultados. Ao
final de 60 dias de aclimatizagdo obteve-se um total de 18 plantas sadias, apresentando
160,00 mm em média no comprimento final (Figura 3.8). As mudas foram destinadas ao

plantio em reflorestamento.

Figura 3.8 Aspecto das mudas de plantas de Hancornia speciosa var. gardineri crescendo
em sacos plasticos para mudas 20 x 25 cm com capacidade para 1 litro com substrato
composto de vermiculita e areia (1:1) apds 90 dias aclimatizadas em casa de vegetagao.

Kozai (1991) ja estruturou um ciclo vicioso do controle do ambiente para
aclimatizacdo convencional. No qual se estrutura em passos os problemas que podem surgir
na aclimatagdo. Estresse hidrico, umidade relativa alta, sombreamento, substrato utilizado ¢
o manejo nutricional sdo os principais fatores que impactam de forma negativa na
aclimatiza¢do. Desde que as plantas tenham boas condi¢des para a autossuficiéncia as perdas
serdo menores. No estudo realizado com a mangaba observou-se que a planta ¢ muito
sensivel a variagdes ambientais bruscas, como elevagdo da umidade relativa ou o estresse

hidrico.
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3.4 CONCLUSOES

° O tratamento mais indicado para a germinag¢ao in vitro de H. speciosa var. gardineri
¢ o uso de embrides isolados. Ocorre menor contaminacdo e maior aceleracao da
germinacdo e desenvolvimento da planta quando comparados a germinagdo in vitro
da semente.

° O tamanho do embrido ndo interfere na germinag¢do, porém, o crescimento em
embrides com 1,5 mm de comprimento, ¢ menor em relacdo aos demais, o que pode
ser estimulado por GAs3.

° No desenvolvimento da planta a partir de embrides isolados, o uso de GA3
proporciona uma aceleracdo no processo de alongamento da planta in vitro,
diminuindo o tempo para a selecdo e obtengdo de gemas para o processo seguinte de

multiplicagdo de novos brotos.

° O uso AIB proporcionou maior tamanho e uniformidade de raizes, na concentracao
de 14.76 uM.
° A metodologia de desenvolvimento in vitro, durante o processo de aclimatizacao,

proporcionou uma sobrevivéncia de 72% das plantas retiradas da sala de

crescimento.



4. ALPORQUIA EM QUATRO VARIEDADES DE MANGABEIRA

(Hancornia speciosa Gomes var.: gardineri, speciosa, cuyabensis e pubescens)

RESUMO

No melhoramento vegetal, busca-se obter uniformidade e boa produtividade da espécie que
passa pelo processo de sermelhorada. No entanto, plantas do Cerrado estdo apenas no inicio
do processo de domesticagdo. A Hancornia speciosa Gomes, conhecida como mangabeira,
¢ um exemplo de espécie frutifera do Cerrado que esta nesta situacdo. O extrativismo ¢ a
principal forma de explorag¢do de seus frutos. Muito ainda precisa ser estudado para que a
espécie se torne uma cultura com sistema de produgdo desenvolvido, com recomendagdes
de plantio, tratos culturais, controle de pragas e doengas e que promovam o aumento de
producdo dos plantios. O presente trabalho busca uma alternativa para a propagagdo
vegetativa das variedades de H. speciosa, presentes na Cole¢do de Frutiferas Nativas do
Cerrado da Escola de Agronomia da UFG, buscando clonar matrizes bem produtivas da
colecdo. O estabelecimento de um protocolo de propagagdo vegetativa, possibilitara que seja
realizado o pré-melhoramento. Utilizando jardins clonais de matrizes com caracteres de
interesse, pode-se realizar cruzamentos para a obtencdo de plantas melhoradas por selecao
de progénies. O experimento foi realizado em duas fases fenoldgicas que a planta possui no
ambiente Cerrado, a estacdo de secas que compreende o periodo de abril a setembro, e na
estacdo chuvosa que compreende o periodo de outubro a marco. A técnica utilizada foi a
alporquia, que consiste em um anelamento completo do ramo na planta matriz utilizando
bisturi, removendo o cértex do ramo. Fitorreguladores sdo utilizados para a inducdo de
enraizamento como o acido indolbutirico (AIB). Foram testadas 4 concentragdes desta
auxina: 0, 812,96; 1.016,2; e 1.219,44 mol/L, sendo aplicados 15 ml por ramo. O substrato
usado foi solo + substrato comercial umidificado e fixado ao anelamento ramo com um saco
plastico preto, privando o local de luz solar. O periodo de desenvolvimento foi de 180 dias,
com umidificacdo do alporque a cada 15 dias. Os melhores resultados obtidos foram na
concentragdo de 5 mg mL! nas quatro variedades utilizadas, porém os resultados em cada
variedade foram em periodos diferentes do ano, por conta das fases fenoldgicas de cada
variedade.

Palavras-chave: Propagacdo vegetativa, mangabeira, melhoramento.
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ALPORQUIA IN FOUR MANGABEIRA VARIETIES (Hancornia speciosa Gomes

var.: gardineri, speciosa, cuyabensis and pubescens)

ABSTRACT

In plant breeding, the aim is to obtain uniformity and good productivity of the species being
improved. However, Cerrado plants are only at the beginning of the domestication process.
Hancornia speciosa Gomes, known as mangabeira, is an example of a fruit species from the
Cerrado that is in this condition. Extractivism is the basic form of exploitation of its fruits.
Much still needs to be studied for the species to become an improved crop, with
recommendations for planting, crop management, pest and disease control and increased
productivity. The present work seeks an alternative for the vegetative propagation of the H.
speciosa varieties present in the Collection of Native Fruits of the Cerrado of the School of
Agronomy at UFG, seeking to clone very productive matrices of the collection. The
establishment of a vegetative propagation protocol will allow pre-breeding to be carried out.
Using clonal gardens of matrices with characters of interest, crosses can be performed to
obtain improved plants by selecting progenies. The experiment was carried out in two
phenological phases that the plant has in the Cerrado environment, the dry season that covers
the period from April to September, and in the rainy season that covers the period from
October to March. The technique used was layering, which consists of a complete annealing
of the branch in the matrix plant using a scalpel, removing the cortex from the branch.
Phytoregulators are used to induce rooting as indolbutyric acid (IBA). Four concentrations
of this auxin were tested: 0, 812,96; 1.016,2 e 1.219,44 mol/L, with 15 ml applied per branch.
The substrate used was soil + humidified commercial substrate and fixed to the branching
ring with a black plastic bag, depriving the place of sunlight. The development period was
180 days, with the layering humidification every 15 days. The best results obtained were in
the concentration of 5 mg.mL"! in the four varieties used, however the results in each variety
were in different periods of the year, due to the phenological phases of each variety.

Keywords: Vegetative propagation, mangabeira, breeding.
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4.1 INTRODUCAO

O Cerrado forma um hotspot de biodiversidade que inclui, segundo Mendonga
et al. (2008), uma quantidade de espécies de plantas ultrapassando a casa dos 12.000, dos
quais 4.800 sdo endémicas. Além disso, este dominio possui papel fundamental no equilibrio
do clima e de outras vertentes biogeoquimicas ndo sé no Brasil como na América do Sul
(MMA, BRASIL 2008). Porém, apos avangos nas tecnologias de corre¢ao do solo e de
langamento de variedades adaptadas as condi¢des da regido Centro-Oeste do Brasil, o
Cerrado mostrou ser um lugar promissor para a agricultura, o que acarretou na expansao de
87% da area cultivada entre o ano de 2000 a 2015 segundo (Carneiro Filho et al., 2016),
gerando uma perda da cobertura vegetal original de 236 mil Km? de extensdo no periodo.
Esse declinio do espago do Cerrado ¢ preocupante em vista da perda da biodiversidade
associada.

A espécie Hancornia speciosa Gomes possui uma diversidade fenotipica no
Cerrado e ¢ subdividida em seis variedades: speciosa, cuyabensis, pubescens, gardineri,
minor e maximiliane (Monachino, 1945). Destas seis, quatro delas estdo amostradas na
Colecao de Frutiferas Nativas do Cerrado da Escola de Agronomia da Universidade federal
de Goias — UFG: speciosa, cuyabensis, pubescens e gardineri. A mangabeira se destaca entre
as plantas PANC, pois o processamento de seus frutos j& representa uma forma econdmica
de uso dos recursos naturais do Cerrado (Mota, 2008). Na medicina fitoterapica, o cha da
folha ¢ usado para colica menstrual (Rizzo et al., 1990 apud Almeida et al., 1998) e o suber
da raiz ¢ usado junto com o quiabinho (Manihot tripartita) para tratar luxacgdes e hipertensao
(Hirschmann e Arias, 1990 apud Almeida et al., 1998). Porém, o extrativismo na coleta dos
frutos, e a falta de mais pesquisas para a domesticagao e melhoramento genético da espécie,
impedem avancgos no uso sustentavel desta frutifera.

A propagacgdo vegetativa ¢ a forma assexuada de multiplica¢do utilizando de
partes da planta como: células, tecidos, drgaos e propagulos dando origem a uma nova planta
geneticamente idéntica & planta matriz (Flores, 2006). E uma das técnicas mais utilizadas no
mundo pelo fato de que conserva os ganhos genéticos em programas de domesticagdo e
melhoramento genético. Outra vantagem da técnica ¢ a formacdo de clones de alta
produtividade, gerando uma uniformidade das culturas e a previsibilidade das produgdes. A

multiplicagdo de plantas resistentes a pragas e a tolerancia a ambientes especificos também
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¢ um fator positivo (Ivar Wendling et al, 2003). Desvantagens da técnica estdo relacionadas
ao estreitamento genético, em grandes culturas clonais o ganho de entrecruzamento ¢ nulo.
Buscando contornar a situagdo, varias unidades clonais diferentes sao utilizadas.

Um outro problema esta relacionado ao tipo de propagulo que sera utilizado. As
plantas possuem fisiologia complexa, fatores como a idade do vegetal, disponibilidade
hidrica e mineral, a fase fenologica e demais fatores bidticos e abioticos interferem
diretamente nas respostas fisiologicas (Souza et al., 2006).

A alporquia ¢ uma técnica promissora para varias espécies como lichia (Litchi
chinensis) (Smarsi 2008), caju ( Anacardium ocidentale) (Almeida et al., 1995), Ficus
elastica (Hartmann & Kester, 1990), e véarias espécies de plantas ornamentais (Siqueira,
1998). A reproducdo assexuada ocorre porque células vegetais, quando corretamente
estimuladas, possuem a capacidade de regenerar um individuo completo, idéntico a planta-
mae, fendmeno conhecido como totipotencialidade (Kerbauy, 1999). Utilizando um
substrato umido, anelando ou ndo o coértex do ramo, com o uso de fitorreguladores, ou
dispensando o uso deles, a alporquia deve ser previamente testada antes de sua implantagdo
em larga escala, pois o método deve ser ajustado conforme a fisiologia da espécie alvo. O
método sé se mostra eficaz quando o ramo enraiza, podendo ser removido da planta matriz,
conseguindo captar de forma autonoma os nutrientes e 4gua necessarios para sua
sobrevivéncia (Sasso, 2010).

Este trabalho visa buscar uma metodologia eficiente de propagacdo vegetativa
de quatro variedades da espécie H. speciosa Gomes por meio da alporquia. O sucesso na
propagagdo vegetativa desta espécie, ¢ um passo importante no seu processo de

domesticacao e melhoramento.

4.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados na Cole¢ao de Frutiferas Nativas do Cerrado
da Escola de Agronomia da UFG e no LabCulTive - Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFG, em Goiania, GO. Ramos semilenhosos
foram selecionados das quatro variedades de Hancornia speciosa presentes na colegdo:

Speciosa, Cuyabensis, Pubescens e Gardineri.
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4.2.1 Alporquia realizada em duas fases fenologicas

O primeiro experimento foi realizado no periodo de abril a setembro de 2018, na
estacdo de seca para comeco das chuvas, visando a baixa incidéncia de indculos de fungos
no periodo, fator importante para a sobrevivéncia dos ramos, pois garante menor mortalidade
do alporque apds a remog¢do da planta matriz. O segundo experimento foi realizado no
periodo de janeiro a julho de 2019, na estacdo de transi¢do das chuvas para a seca na época
fenoldgica de brotacdo em que a planta esta no méximo da formagdo de estruturas vegetais
aéreas e subterraneas.

Para a sele¢@o das plantas matrizes das quatro variedades observou-se, além da
quantidade de ramos novos, o estado fitossanitario das arvores, s6 sendo selecionadas as que
apresentavam baixa incidéncia de doencas ou ataque de pragas. Quatro matrizes de H.
speciosa de cada variedade (speciosa, cuyabensis, pubescens e gardineri) foram
selecionadas e marcadas. Dentro desse grupo de 16 plantas, foram selecionados 4 ramos
semi lenhosos com diametro entre 15 a 30 mm, e comprimento em torno de 60 cm, coloragao
verde escuro, com fina epiderme marrom cobrindo o ramo em cada planta. Para cada
variedade, o experimento teve um total de 16 repeti¢des.

A técnica da alporquia consiste em um anelamento completo do ramo na planta
matriz utilizando bisturi (Figura 4.1), removendo o cortex do ramo. Foi utilizados para a
inducdo de enraizamento, a auxina 4cido indolbutirico (AIB), aplicada diretamente na regido
do corte, nas concentragdes de: 0 mg mL!, 4 mg mL! (812,96 mol/L), 5 mg mL"! (1.016,2
mol/L) € 6 mg mL"! (1.219,44 mol/L) (Fachinello et al., 2005), preparados em solugido de
agua destilada ap6s dissolu¢do do hormonio em uma solugao de NaOH 0,1M, sendo aplicado
15 ml por ramo. O substrato utilizado era composto de 50% latossolo vermelho e 50%
substrato comercial, utilizando-se 150 g da mistura, bem umidificada, por alporque. O
substrato com AIB era posteriormente fixado sobre o anel do ramo, utilizando plastico preto
amarrado com barbante nas extremidades em torno do anel, privando-o de luz solar (Figura
4.1). O periodo de desenvolvimento foi de 180 dias, com umidifica¢do do alporque a cada
15 dias. Apos o periodo de seis meses, o alporque foi desamarrado para a avaliagdo do

enraizamento. Aferiu-se comprimento e quantidade de raizes e a sobrevivéncia da planta.
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Figura 4.1 Fases da preparagdo de um alporque em variedades de Hancornia speciosa na
Colegdo de Frutiferas Nativas do Cerrado da Escola de Agronomia da UFG. A) Ramo da
mangabaeira semi-lenhoso. B) Anelamento exsudando latex. C) Amarra da base. D)
Aplicacdo do horménio. E) Aplicacdo do substrato. F) Amarra final do alporque.

4.2.3 Delineamento experimental e analises estatisticas

Em todos os experimentos o delineamento experimental usado foi o inteiramente
casualizado em que cada parcela consistiu em uma arvore. A normalidade dos dados obtidos
para os tratamentos foi testada pelo teste de Lilliefors. Os tratamentos foram comparados
por andlise de varidncia ANOVA, seguido por teste Tukey. As concentragdes AIB foram
submetidas a regressao polinomial quadratica. Quando detectadas diferencas significativas
entre os tratamentos e entre as interacdes, as médias foram comparadas entre si, pelo teste t
de Student. Todos os testes foram realizados ao nivel de significancia de 5%. As andlises

estatisticas foram conduzidas com auxilio do software Minitab® 18.1 (MEDEIROS, 2014).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Alporquia realizada em duas fases fenologicas

Em setembro de 2018 os resultados obtidos foram insatisfatorios, pois 0os ramos nao
demonstraram enraizamento. Porém, a formagao de calos foi observada na extremidade do
cortex onde ocorreu o corte. Entdo, foram novamente amarrados e em outubro de 2018, as
plantas mudaram sua condi¢do fisiologica e o estado de dorméncia, em decorrénciada
mudanga de estagdo seca para a chuvosa. Essa mudanga proporcionou o surgimento de
raizes, em apenas uma das quatro variedades. A variedade cuyabensis foi a Unica a ter

enraizamento nos tratamentos conforme Figura 4.2.

Figura 4.2. Alporquia em ramos de Hancornia speciosa var. cuyabensis ap0s sete meses de

tratamento. A - 0 mg mL; B-4 mg mL"!; C-5mgmL"!; D- 6 mg mL"!de AIB.

O experimento teve em média 8,9 raizes por ramo, com comprimento médio de 35
mm no tratamento de 4 mg mL"!' (812,96 mol/L), 32,5 raizes com tamanho médio de 48 mm
em 5 mg.mL! (1.016,2 mol/L) e 21,4 raizes com comprimento de 61 mm em média para 6
mg mL"! (1.219,44 mol/L). No tratamento controle o enraizamento também foi observado,

mas com frequéncia 90% inferior. Analisado estatisticamente obteve-se o valor de R? =
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0,9982 na regressao apresentada na Figura 4.3 abaixo, apresentando significancia, com um

valor de p= 0,043.

Gréfico de Regressdao Quadratica para variedade Cuyabensis
Y = 2,096 - 0,000248 X + 0,000000 X»2
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Figura 4.3. Resposta do comprimento médio das raizes em relagdo a diferentes concentragdes de
AIB (Regressao Quadratica com p= 0,043 e R? = 0,9982), de alporques em ramos de Hancornia
speciosa var. cuyabensis ap6s 180 dias de tratamento.

Em junho de 2019, apds 180 dias, o segundo experimento foi desmontado e
avaliado. Os resultados foram positivos para as variedades pubenscens, gardineri e speciosa,
mas, negativo em cuyabensis. As plantas responderam aos tratamentos apresentando raizes
numerosas no qual a melhor resposta foi da variedade gardineri.

Com mais de 50 raizes em média formadas no alporque, a concentragdo de 5
mg.mL!, apresentou tamanho médio das raizes de 93,5 mm, enquanto os tratamentos com 4
mg.mL! e 6 mg.mL"! apresentaram 86,7 mm e 83,1 mm respectivamente. A variedade
gardineri, teve dificil contagem das raizes, pois estavam muito densas e agregadas ao ramo
(Figura 4.4). Analisado estatisticamente obteve-se o valor de R? = 0,9975 na regressao

apresentada na Figura 4.5 apresentando significancia, com um valor de p= 0,049.
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Figura 4.4. A - Ramo removido da var gardineri ap6s enraizamento, (B) Grande nimero de
raizes emitidas na concentragdo de 5 mg.mL"! de AIB.
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Y =-0,125 + 0,03836 X - 0,000004 X"2
@
£
E75
9o
o 50
:
s 25
£
8
0
0 4000 5000 6000
Tratamento de AIB

Figura 4.5. Resposta do comprimento médio das raizes em relagdo a diferentes concentragdes de
AIB (Regressdo Quadratica com p= 0,049 e R? = 0,9975), de alporques em ramos de Hancornia
speciosa var. gardineri apos 180 dias de tratamento.
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A variedade speciosa tem caracteristicas morfoldgicas bem diferentes das demais
variedades. Embora a espessura do ramo desta variedade seja relativamente menor quando
comparada as demais variedades, os resultados dos tratamentos indicaram bom
enraizamento. Apenas o tratamento controle ndo enraizou. Nos tratamentos com AIB a
variedade speciosa apresentou os seguintes dados: 32,4 mm de comprimento médio e 24
raizes em 4 mg.mL!; 45,8 mm em 5 mg.mL"! com 35 raizes, e 29,2 mm de média com 9
raizes em 6 mg.mL!. Estatisticamente (Figura 4.6) ha correlagdo com um R?=0,8979, porém
o valor de p=0,32 demonstra que o teste ¢ ndo significativo. Testes com outras concentragdes
e outras auxinas podem indicar resultados mais significativos para esta variedade, visto que
ele responde a presenca de auxinas (Figura 4.7). (4 mg mL™! (812,96 mol/L), 5 mg mL"!
(1.016,2 mol/L) € 6 mg mL! (1.219,44 mol/L)).

Gréfico de regressio para Speciosa
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Figura 4.6 Resposta do comprimento médio das raizes em relagdo a diferentes concentragdes de AIB
(Regressdao Quadratica com p= 0,32 e R? = 0,8979), de alporques em ramos de Hancornia
speciosa var. speciosa ap6s 180 dias de tratamento.
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Figura 4.7. Resposta do comprimento das raizes em relagdo a diferentes concentragdes de AIB, de
alporques em ramos de Hancornia speciosa var. speciosa ap6s 180 dias de tratamento. (A) 4

mg.mL"!; (B) 5 mg.mL'e (C) 6 mg.mL".

Na variedade pubenscens ocorreu enraizamento em apenas um alporque, na
concentragdo de 5 mg.mL! de AIB, com 9 raizes medindo 76,8 mm em média. Nos demais
tratamentos ndo houve enraizamento. Como na variedade speciosa, mais testes com novas
concentragdes € outras auxinas sdo necessarios, visto que ¢ possivel o enraizamento. A

(Tabela 4.1) mostra o tan.unho médio relacionado ao tratamento de AIB aplicado.

Tabela 4.1 Crescimento médio das raizes em funcdo da concentragdo de AIB

Tratamentos cuyabensis gardineri speciosa pubescens
0 mg.mL"! 21,00 0,00 0,00 0,00
4000 mg.mL"! 35,00 86,70 32,40 0,00
5000 mg.mL"! 48,00 93,50 45,80 76,80
6000 mg.mL"! 61,00 83,10 29,20 0,00

Comparando os resultados dos tratamentos, observamos que o tratamento com 5
mgmL-! foi o mais eficiente entre as variedades, conforme observado no Teste T de Tukey
o valor de p= 0,026, embora a variedade pubenscens tenha resultados apenas para esta
concentragcdo. Para estudos futuros, sugere-se esta concentragdo para a formagdo de

alporques nas variedades de mangabeira do Cerrado.
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4.3.2 Aclimatizacao

A aclimatizagdo do alporque ¢ um fator primordial para verificar se a técnica €
eficaz. Neste experimento todos os alporques enraizados foram colocados em saco plastico
para mudas 20 x 25 cm com capacidade para 1 litro. O substrato utilizado ¢ o mesmo em que
foi realizada a alporquia, sendo umedecidos a cada 48 h, e aplicado 30 mL de solugdo
nutritiva composta por macro e micronutrientes do meio MS a cada 7 dias. Apds 20 dias,
ocorreu a formagao de brotagdo em todos os ramos. Avaliagdes a cada 5 dias mostraram
crescimento dos brotos de mais de 1,8 cm por dia (Figura 4.8 A). Apds 45 dias, observou-se
a formacao de botdes florais em uma muda (Figura 4.8 B). Em 65 dias, o alporque possuiam

brotos com mais de 20 cm e botdes florais prontos para abrir (Figura 4.8 C).

Figura 4.8 — Fase final da aclimatiza¢do dos alporques. (A) Primeiros brotos surgindo ap6s
25 dias do plantio; (B) Formagao de botdes florais em uma muda apds 45 dias; (C) Brotos
com mais de 20 cm e botdes florais prontos para abrir ap6s 65 dias.

Para o estabelecimento in vitro os explantes de campo devem ter a menor
quantidade de indculos de fungos e bactérias possivel. Nas brotagdes em alporques mantidos
em casa de vegetagdo, diferentemente do que ocorre com plantas no campo, ndo foram
observados sintomas de contaminagdo nas folhas ou qualquer sintoma de doencas fingicas
ou bacterianas. A importancia de ndo ocorrer contaminagdo visivel nestas plantas faz com

que as técnicas de estabelecimento in vitro desse material vegetal sejam mais vidveis.
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4.4 CONCLUSOES

e A alporquia nas variedades de H. speciosa do Cerrado ¢ uma técnica de propagagao
vegetativa vidvel e eficiente na produ¢ao de clones de matrizes selecionadas.

e Para a variedade cuyabensis, melhores resultados de enraizamento dos alporques
foram obtidos nos meses de outubro e novembro. Para as variedades gardineri e
speciosa, 0 enraizamento ocorreu nos meses de margo e abril.

e A variedade pubescens, embora tenha enraizado nos meses de maio e junho,
necessita de mais estudos, pois o alporque enraizou apenas na concentragao de 5 mg
mL-!(1.016,2 mol/L).

® O AIB auxilia na formagdo das raizes adventicias. A concentragdo de 5 mgmL'!

(1.016,2 mol/L), indicou ser a melhor dosagem entre as variedades testadas.
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