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RESUMO

A mangabeira destaca-se por possuir um grande potencial como planta frutifera. Suas sementes apresentam recalcitrancia,
dificultando sua propagacéo, o que torna evidente a necessidade da obtencao de mudas por via assexuada. Neste contexto, a cultura
de tecidos apresenta-se como uma alternativa a ser utilizada. Entre os fatores que afetam a morfogénese in vitro, as citocininas
merecem destague, pois influenciam na diferenciacdo de gemas e no crescimento das brotages. Assim sendo, avaliou-se, neste
trabalho, ainfluéncia de trés diferentes fontes de citocinina (6-benzilaminopurina— BAP, cinetina— CIN e thidiazuron — TDZ) na
inducao de brotagBesin vitro de mangabeira, bem como o efeito residual dessa classe de reguladores no enraizamento e na multiplicagéo
em subcultivos sucessivos. Os resultados mostraram que, entre as citocininas testadas, a 6-benzilaminopurinafoi a que induziu maior
numero de brotagdes (1,98), gemas (19,22) e folhas (18,86) por explante, tendo promovido a formagéo de brotos de maior comprimento
(4,55 cm). As brotagGes oriundas de meio WPM basal apresentaram maior facilidade de enraizamento. A 6-benzilaminopurina foi
responsavel pelamaior taxa de multiplicagdo (9,61) de brotagSes de mangabeira. Os subcultivos sucessivos diminuiram a capacidade
de multiplicagdo de explantes caulinares da espécie.

Termos para indexagdo: Micropropagacdo, mangabeira, subcultivos.

ABSTRACT

The mangabeira stands out for having a strong potential for fruit production. Its seeds present recalcitrance, making its
propagation difficult, which makes much clear the need to obtain seedlings through asexual methods. In this context, the tissue culture
presents as an aternative to be used. Among the factors that affect in vitro morphogenesis, the cytokinins should be highlighted as
itinfluencesthe differentiation of buds and shoot growth. In this context the influence of three different sources of cytokinins
(6-benzylaminopurine — BAP, kinetin — CIN and thidiazuron — TDZ) was evaluated on the induction of in vitro mangabeira shoots,
aswell astheresidual effect of thistype of regulator on rooting and multiplication in successive subcultures. The results showed that
among the tested cytokinins, the 6-benzylaminopurine was the one that induced a higher number of shoots (1.98), buds (19.22) and
leaves (18.86) per explant, promoting the formation of shoots with higher length (4.55 cm). The shoots from basal WPM medium
rooted easier. The 6-benzylaminopurine was responsible for the highest rate of multiplication (9.61) of mangabeira shoots. Sucessive
subcultures decreased the capacity of shoot multiplication.

Index terms: Micropropagation, mangabeira, subcultures.

(Recebido em 30 de abril de 2010 e aprovado em 14 de setembr o de 2010)

INTRODUCAO

A mangabeira, pertencente a familia Apocynaceae,
€ uma espécie frutifera de clima tropical que vegeta
espontaneamente no Nordeste do Brasil e também no
Cerrado da regido central do pais (Soares et a., 2009).
Produz frutos comestiveis, consumidos in natura e

pelo fato de suas sementes serem recalcitrantes. Além disso,
por ser alGgama, sua propagacao por via sexuada resulta
em elevado grau de variabilidade de inimeras caracteristicas
de importéncia econémica.

A propagagdo vegetativa por meio de estaguia,
enxertia e mergulhia, para a mangabeira, também nado tem

utilizados naindustrializac&o de sucos, doces e sorvetes.
De acordo com Campbell (1996), a propagacéo
dessa espécie por métodos tradicionais tem sido dificultada

logrado éxito suficiente para ser utilizada em viveiros comerciais.
Neste contexto, a micropropagag&o surge como uma
ferramenta da biotecnologia para fixar genétipos de
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interesse e auxiliar no conhecimento dafisiologia da planta
(Limaet a., 2008; Gomes et a., 2010). A utilizac8o desse
método permite uma multiplicagdo em larga escala e em
curto espaco de tempo a partir de pequenos fragmentos
de tecidos.

Entre os fatores que controlam a morfogénesein
vitro, destacam-se os regul adores de crescimento, sendo
as citocininas, juntamente com as auxinas, as classes
mais utilizadas. Além de serem essenciais a citocinese,
promovem alteracdes na taxa metabdlica, atividade
enzimética, inducdo e formag&o de 6rgéos, quebra de
dominancia apical, mobilizagdo de nutrientes organicos
e inorgéanicos e aumento da longevidade de tecidos e
orgaos (Howell et al., 2003; Oliveiraet al., 2007).

Dentre as citocininas comercialmente
disponiveis, a 6-benzilminopurina (BAP) é a que, em
geral, tem apresentado melhores resultados in vitro na
promocao da multiplicagéo de diversas espécies, sendo
utilizada em aproximadamente 60% dos meios de cultivo,
seguida da cinetina (CIN), com cerca de 23%
(Grattapaglia& Machado, 1998). De acordo com Peres
(2002), o efeito diferencial dos varios tipos de
citocininas, quando aplicados ao meio de cultura, pode
estar relacionado ao fato de cadaum delesinterferir de
modo particular no metabolismo hormonal endégeno.

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar ainfluéncia
de diferentes citocininas nainducdo de brotagdesin vitro
de mangabeira, bem como o efeito residual dessa classe de
reguladores no enraizamento e na multiplicagéo em
subcultivos sucessivos.

MATERIAL E METODOS

Os explantes, constituidos de segmentos
caulinares contendo até duas gemas laterais, foram
obtidos de plantulas de mangabeira germinadasin vitro
em meio Wood Plant Medium (WPM), definido por
Lloyd & McCown (1980) e, apds isolados, foram
inoculados em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo
15 mL de meio WPM, suplementado com 30 g L de
sacarose.

O meio foi solidificado com 0,7% de &gar, tendo seu
pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. Os
tratamentos consistiram da adicéo de 6-benzilaminopurina
(BAP), thidiazuron (TDZ) e cinetina (CIN), todos na
concentragdo de 2 mg L2, padronizada com base em testes
preliminares. Como controle, utilizou-se o tratamento sem
adicdo de citocinina. Apos a inoculacdo dos explantes,
procedeu-se a vedagdo dos tubos com tampas e filmes
plasticos. Os explantes foram mantidos em sala de

crescimento com fotoperiodo de 16 horas, irradiancia de
fétons de 50 pmol m? s* e temperatura de 27 + 2° C. Foram
avaiados o nimero de brotacdes, de gemas e de folhas
por explante e 0 comprimento da maior brotagdo aos 35
dias de cultivo.

Para o enraizamento, as brotacdes de
mangabeira provenientes de meio de cultura
suplementado com 2 mg L* das diferentes fontes de
citocininas (BAP, TDZ e CIN), aposindividualizadas e
marcada sua fonte, foram inoculadas em meio WPM
suplementado com 30 g L' desacarosee1l mg L de
acido indolbutirico (AIB), permanecendo em sala de
crescimento, no escuro, a 27 + 2° C de temperatura.
Quinze dias depois, foram transferidas para meio WPM
basal e, durante 30 dias, permaneceram em ambiente
com fotoperiodo de 16 horas, irradiancia de fétons
de 50 umol m? s e temperatura de 27 + 2° C. Foram
avaliados 0 numero de raizes por brotacdo e o
comprimento da maior raiz formada.

Para ambos os experimentos, adotou-se o
delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes de 10 explantes por tratamento. Para andlise
estatisticafoi utilizado o programa SISVAR 4.6 (Ferreira,
1999). As médias foram comparadas pelo teste de Scott &
Knott a 5% de probabilidade de erro.

Para avaliacdo do efeito residual das diferentes
fontes de citocininas utilizadas, as brotacdes de
mangabeira originadas do cultivo in vitro em meio WPM
basal e em meio WPM suplementado com 2 mg L de BAP,
CIN e TDZ foram subcultivadas por trés vezes, em
intervalos de 35 dias, inoculando-se os explantes
caulinares (com duas gemas axilares) no mesmo meio de
culturaanterior.

Apbs cada inoculagdo, os tubos foram vedados
com tampas e filmes pléasticos e mantidos em sala de
crescimento a 27 = 2° C de temperautra, irradiancia de
fétons de 50 pmol mr? st e fotoperiodo de 16 horas. Foram
avaliados, ao final do cultivo inicial (35 dias) e em cada
um dos subcultivos, ataxa de multiplicagdo, o nimero de
brotactes e gemas por explante e 0 comprimento da maior
brotacdo formada. A taxa de multiplicacdo foi determinada
dividindo-se o0 nimero de gemas, obtido ao final de cada
periodo de 35 dias, pelo nimero inicial de gemas do
explante, segundo metodologia descrita por Erig &
Schuch (2002). Foi utilizado o delineamento estatistico
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des de 5
explantes por tratamento. Para andlise estatistica, utilizou-
se 0 programa SISVAR 4.6 (Ferreira, 1999). As médias
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade de erro.
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RESULTADOSE DISCUSSAO

A formag8o de brotagdes ocorreu em todos 0s
tratamentos testados (Tabela 1), mesmo na auséncia do
regulador de crescimento. Entretanto, a adi¢éo de
citocininas ao meio de cultura basal propiciou um
incremento da proliferacéo de brotos.

Tabela 1 - Efeito da adi¢éo de 6-benzilaminopurina (BAP),
cinetina (CIN) ethidiazuron (TDZ) (2,0 mg L) a0 meio
WPM sobre 0 nimero médio de brotagdes, folhas e gemas,
e no comprimento damaior brotacdo formada em explantes
caulinares de mangabeira, 35 dias ap0s a inoculagéo.

Fonte de N° de Compri mento N°de NO°de

citocinina Brotagtes da njal or gemas folhas

brotacdo (cm)

Controle 1,58 b 1,78 ¢ 596c 502c
BAP 198a 455a 19,22a 1886a
CIN 192a 346D 10,20b 9,80b
TDZ 1,70b 3,13b 11,32b 10,90b

*Em cada coluna, as médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.

As maiores médias observadas, 1,98 e 1,92
brotacdes por explante, resultaram da adi¢do a0 meio
nutritivo de BAP e CIN, respectivamente. Resultados
semel hantes foram obtidos por Santos et al. (2005) que,
trabalhando com explantes caulinares de Anana
erectifolius L. B. Smith, verificaram aformagdo de maior
nimero de brotos (5,83 por explante) em meio de cultura
suplementado com 2,0 mg Lt de BAP. Oliveiraet al. (2007),
em experimentos visando a inducédo de brotagdes em
Annona glabra L., observaram aformag&o de 1,33 e 1,26
brotos por explante quando adicionaram ao meio de cultura
WPM 1,0 mg L* de BAP e CIN, respectivamente.

Das citocininas testadas, 0 TDZ foi a que propiciou
amenor proliferacdo de brotos (1,7 por explante), os quais,
a0 longo da cultura, apresentaram-se mal formados, com
caules retorcidos e folhas atipicas. Observacdes
semel hantes foram feitas por Mantovani et a. (2001), na
multiplicag8o de Cordia trichotoma.

V arias anormalidades morfo-fisiol 6gicas tém sido
associadas ao uso do TDZ, como hiperhidria(Gribaudo &
Fronda, 1991), morfologia anormal de folhas (Gribaudo &
Fronda, 1991; Kim et al., 1997), gemas curtas e ndo
alongadas (Kim et al., 1997), gemas fasciadas (Huetteman
& Preece, 1993) e diminuig&o ou eliminacdo do enraizamento
(Gribaudo & Fronda, 1991).

A formagdo de menor nimero de brotos com a
utilizagdo do TDZ pode estar relacionada ao fato dessa
citocinina ser mais ativa biologicamente que as demais. De
acordo com Ribeiro et a. (2010), amaior atividade bioldgica
do TDZ na multiplicag8o, em relagdo a outras fontes, se
deve ao incremento da atividade da enzima fosfatase écida,
responsdvel pelainterconversdo nucleotideo-nucl eosideo
da estrutura de citocininas endégenas, tornando-as
biologicamente ativas, atuando como um inibidor de
crescimento se utilizado em elevadas concentragdes.

Com relagéo ao comprimento do maior broto
formado, amaior média (4,55 cm) foi verificada em brotaces
mantidas na presenca de BAP no meio nutritivo. De modo
semel hante, maior nimero de gemas e defolhas (19,22
e 18,86, respectivamente) foi observado em explantes
caulinares inoculados em meio de cultura suplementado
com BAP. Os menores valores foram encontrados em meio
WPM basal.

O incremento do nimero de gemas, verificado com
a suplementacdo do meio nutritivo com BAP, esta
diretamente relacionado ao maior ndmero de brotagOes
formadas na presenca dessa citocinina, concordando com
0s resultados obtidos por Morales et al. (1999) que,
trabalhando com macieira, também observaram intensa
formagéo de gemas nessas condicdes de cultivo.

Na etapa de enraizamento in vitro, foi verificadaa
formacdo de raizes em todos os tratamentos testados.
Observou-se, no entanto, maior capacidade de enraizamento
das brotagdes oriundas de meio de cultura basal e com
adicdo de TDZ em relacdo as que foram multiplicadas na
presenca das demais fontes de citocininas. A adi¢do de
CIN e BAP ao meio de cultura durante a fase de
multiplicac8o provocou uma reducéo significativa no
numero de raizes formadas por explante (Tabela 2).

Tabela 2 — Efeito residual de 6-benzilaminopurina (BAP),
cinetina (CIN) e thidiazuron (TDZ) (2,0 mg L) sobre o
nimero médio de raizes e comprimento da maior raiz
formada em brotacBes de mangabeira, 45 dias apds a
inoculagéo.

Fonte de Comprimento da

. N° de Raizes . .
citocinina maior raiz (cm)
Controle 1,70a 09 a
BAP 0,75b 0,09 b
CIN 0,35b 0,09 b
TDZ 19a 0,35b

*Em cada coluna, as médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.
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Resultados semelhantes foram obtidos por
Machado et al. (2006) que, traba hando com a multiplicagéo
in vitro de porta-enxerto de videira ‘VR043-43’,
observaram que as diferentes concentragdes de BAP
testadas reduziram a formag&o de raizes. Franclet (1985),
citado por Caldas et al. (1998), relata que o contato
prolongado das culturas com elevadas concentragdes de
BAP, na fase de multiplicagdo, pode exigir até seis
subcultivos em meio contendo carvéo ativado para
eliminar o efeito residual da citocinina e permitir um bom
enraizamento.

Com relagdo ao comprimento da maior raiz formada,
a maior média (0,94 cm) foi observada em brotagtes
multiplicadas em meio ndo suplementado com citocinina.
Contrariamente, Oliveiraet al. (2007) verificaram maior
comprimento de raizes em brotagdes de Annona glabra L.
guando multiplicadas na presenca das citocininas BAR,
zedtina e cinetina.

Com relaco a0 efeito residual das diferentes fontes
de citocininas, verificou-se ao final do cultivo inicial, um
maior nimero de brotos (1,98 por explante) com a adicéo
da citocinina BAP ao meio nutritivo. Esse valor permaneceu
praticamente constante nos trés subcultivos posteriores
(Tabela 3), indicando a manutencdo da capacidade de
proliferacéo de brotagctes nos explantes caulinares de
mangabeira inoculados em meio de cultura suplementado
com essa citocinina

Tabela 3 — Numero médio de brotagdes em explantes
caulinares de mangabeira inoculados em meio WPM
basal e WPM suplementado com 2,0 mg L! de
6- benzilaminopurina (BAP), cinetina (CIN) e thidiazuron
(TDZ), em funcéo do nimero de subcultivos.

Fontes de . Subcultivos
o Inicia
citocinina 1 2 3
Controle 1,7 aA 0,8bB 0,6 cB 0,3¢cB
BAP 1,98aA 21aA 2,38A 2,38A
CIN 1,8aA 1,7 aA 1,3bB 1,1bB
TDZ 1,7 aA 1,0bB 1,1bB 0,9 bB

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e
maiUscula na linha ndo diferem entre si, de acordo com o teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.

Para explantes cultivados em meio de cultura sem
a adicdo de citocininas, 0 maior nimero de brotos foi
observado nos primeiros 35 dias. Nos subcultivos
posteriores, uma queda no valor dessa variavel resposta
foi verificada. Esse mesmo padrdo repetiu-se com o uso

de CIN e TDZ, reduzindo a capacidade de proliferagdo
de brotos.

Maior niumero de gemas foi observado em
brotagBes mantidas em meio de cultura suplementado com
BAP (Tabela4).

Tabela4 — Numero médio de gemas em explantes caulinares
de mangabeirainoculados em meio WPM basal e WPM
suplementado com 2,0 mg L de 6-benzilaminopurina
(BAP), cinetina (CIN) e thidiazuron (TDZ), em fung¢&o do
nimero de subcultivos.

Fonte de . Subcultivos
e Inicid
citocinina 1 2 3
Controle 558cA 15bB 2,4bB 1,2cB
BAP 1922aA 7,6aB 9,3aB 9,6 aB
CIN 10,18bA 5,2aB 4,1 bB 7.8 @A
TDZ 11,32bA 2,0bC 2,1bC 4,6 bB

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e
maiUscula na linha ndo diferem entre si, de acordo com o teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.

Ao final dos trés subcultivos, a auséncia de
citocininamostrou-se mais desfavoravel aproliferacdo
de gemas, embora todas as fontes de citocininas
tenham reduzido o ndmero de gemas ao longo dos
subcultivos.

Com os sucessivos subcultivos, o BAP provocou
a maior reducdo da capacidade de crescimento das
brotacdes de mangabeira (Tabela 5). Entretanto, esse
comportamento também foi verificado quando as plantas
foram cultivadas em meio basal.

Tabela 5 — Comprimento do maior broto em explantes
caulinares de mangabeira inoculados em meio WPM
basal e WPM suplementado com 2,0 mg L de
6-benzilaminopurina (BAP), cinetina (CIN) e thidiazuron
(TDZ), em fung&o do nimero de subcultivos.

Fonte de . Subcultivos
e Inicia
citocinina 1 2 3
Controle 1,78cA 0,39 aB 0,64 aB 0,37cB
BAP 454aA 0,95aB 0,92 aB 1,91 bB
CIN 341bB 1,02aC 1,09 aC 452 aA
TDZ 3,12bA 0,65aB 0,75aB 3,61 aA

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e
mai Gsculanalinhando diferem entre si, de acordo com o teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.
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Quanto a taxa de multiplicagcdo, o valor maximo
(9,61), para todos os tratamentos, ocorreu, ao final do
cultivoinicia, na presenca de BAP (Tabela 6).

Tabela 6 — Taxa de multiplicagdo em explantes caulinares
de mangabeirainoculados em meio WPM basal e WPM
suplementado com 2,0 mg L de 6-benzilaminopurina
(BAP), cinetina (CIN) e thidiazuron (TDZ), em fung¢&o do
nimero de subcultivos.

Fonte de L Subcultivos
o Inicia
citocinina 1 2 3
Controle 2,79cA 0,75bB 1,2bB 0,6 cB
BAP 96l1aA 38aB 4,65 aB 48aB
CIN 509bA 2,6aB 2,05 bB 3,9aA
TDZ 566 bA 1,0bC 1,05bC 2,3bB

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e
maiUscula na linha ndo diferem entre si, de acordo com o teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.

Lima& Moraes (2006), trabalhando com o cultivo
de diferentes gendtipos de bananeira em meio nutritivo
suplementado com a citocinina BAP, observaram menores
taxas de multiplicagéo entre o terceiro e o sexto subcultivo.
Os autores sugerem que o decréscimo se deveu,
provavelmente, ao acimulo da citocinina no explante.
Segundo eles, uma das maneiras para tentar maximizar a
producdo de brotos seria aternar concentragdes altas e
baixas dessa classe de reguladores.

De acordo com Santos et al. (2006), umamaior taxa
de multiplicag8o in vitro implica namaior velocidade do
processo de micropropagacdo e na reducdo da
necessidade de constante estabelecimento de novas
culturas.

CONCLUSOES

O meio WPM, suplementado com 2,0 mg Lt de BAP,
na fase de multiplicagdo, induz as melhores respostas
organogénicas na cultura de segmentos caulinares de
mangabeira. Brotagdes de mangabeira oriundas de meio
de cultura WPM basal apresentam maior capacidade de
enraizamentoin vitro. Entre as citocininas testadas, o BAP
promove a maior taxa de multiplicagdo de brotactes de
mangabeira. Os subcultivos reduzem a capacidade de
multiplicag8o de explantes caulinares dessa espécie.
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