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RESUMO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) se destaca entre as arvores frutiferas nativas do
cerrado como uma das mais promissoras para programas de exploracao sustentavel. Apesar do
potencial econdmico, a falta de informagdes sobre esta cultura vem restringindo seu cultivo
comercial. A propagagdo sexuada desta espécie ¢ dificultada, pois suas sementes tém curta
longevidade e a reducdo do teor de agua prejudica sua viabilidade e vigor. A técnica de
micropropagacdo possibilita a multiplicacio em massa de mudas com caracteristicas
geneticamente superiores, uniformes, em espaco fisico reduzido e curto periodo de tempo.
Entretanto, ela elimina os microrganismos associados ao tecido vegetal, incluindo mutualistas
como os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), além dos promotores de crescimento vegetal,
gue podem melhorar o desempenho da planta sob condicdes de estresse, aléem de aumentar o
rendimento. A inoculagdo destes microrganismos durante a micropropagacdo tem sido
recomendada para reduzir o tempo de formacgdo das mudas e de aclimatizacdo, aumentar a
tolerancia a estresses biodticos e abioticos, resisténcia a patdgenos e porcentagem de
sobrevivéncia das mudas ap0s o transplante. Objetivou-se com este trabalho a aclimatizacdo de
plantas micropropagadas de mangabeira com diferentes substratos e cAmara Umida, inoculadas
com fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) in vitro e ex vitro, associados com o
FMA Glomus clarum, em casa de vegetacdo, para maximizar a producdo de mudas a serem
utilizadas em programas de formacéo de pomares e reflorestamento. Os experimentos foram
conduzidos na UNESP - Universidade Estadual Paulista, Campus de Ilha Solteira e Instituto
Federal Goiano — Campus Rio Verde (IF Goiano — Campus Rio Verde). O material vegetal
utilizado na propagagéo in vitro foi retirado de frutos de diferentes plantas de mangabeira
coletados na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo da UNESP Campus llha Solteira e na
Fazenda Gameleira, municipio de Montes Claros de Goias - GO. Todos 0s experimentos foram
realizados e conduzidos por 120 dias. A associacdo do saco plastico como camara umida com
o substrato Bioplant®, seguido da pulverizagio de FPCV e inoculagdo do G. clarum é o método
mais adequado para aclimatizacdo de plantas micropropagadas de mangabeira, em casa de

vegetacao.

Palavras-chave - Hancornia speciosa Gomes. Cerrado. Micropropagacgéo. Fungos promotores

do crescimento vegetal. Glomus clarum.



ABSTRACT

Mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) stands out among the native fruit trees of the Cerrado
as one of the most promising for sustainable exploitation programs. Despite the economic
potential, lack of information about this culture is limiting its commercial cultivation. The
sexual propagation of this species is difficult as its seeds have a short longevity, and reduced
water content impairs their viability and vigor. The micropropagation technique enables the
mass multiplication of plants with genetically superior features, uniform, in a reduced physical
space and a short length of time. However, it eliminates the microorganisms associated with
plant tissue, including mutualistcs, as mycorrhizal fungi (AMF), in addition to plant growth
promoters, which can improve plant performance under stress conditions, and increase the
yield. Inoculation of these microorganisms during micropropagation has been recommended to
reduce the time of seedlings formation and acclimatization, and to increase tolerance to biotic
and abiotic stresses, resistance to pathogens and percentage of seedling survival after
transplantation. This study aimed the acclimatization of micropropagated plants with different
substrates and moister chamber, inoculated with plant growth-promoting fungi (PGPF) vitro
and ex vitro, associated with AMF Glomus clarum, in a greenhouse, to maximize seedlings
production to be used in the mangabeira and reforestation programs. Experiments were
conducted at UNESP- Universidade Estadual Paulista, l1lha Solteira Campus, and Federal
Institute Goiano - Rio Verde Campus (IF Goiano - Campus Rio Verde). The plant material used
in the in vitro propagation was removed from fruits of different mangabeira plants collected in
Teaching, Research and Extension Farm of the UNESP Ilha Solteira Campus and Gameleira
Farm, Montes Claros de Goias-GO. All experiments were performed and conducted for 120
days. The association of plastic bag as a moist chamber with Bioplant® substrate, followed by
spray PGPF and inoculation of G. clarum is the most appropriate method for acclimatization of
micropropagated plants mangabeira in the greenhouse. The association of plastic bag as moist
chamber with Bioplant® substrate, followed by spray PGPF and inoculation of G. clarum is the
most appropriate method for acclimatization of micropropagated of mangabeira plants in the

greenhouse.

Keywords - Hancornia speciosa Gomes. Cerrado. Micropropagation. Plant growth-promoting

fungi. Glomus clarum.
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1 INTRODUCAO

A técnica de micropropagacdo possibilita a multiplicacdo em massa de mudas com
caracteristicas superiores, uniformes, livres de patdgenos, em espaco fisico reduzido e em curto
periodo de tempo (OLIVEIRA et al., 2010). Em escala comercial, 0 sucesso dessa técnica
depende da capacidade da planta produzida in vitro ser transferida para condi¢des ex vitro a um
baixo custo, com altas taxas de sobrevivéncia e crescimento (COSTA et al., 2009).

Tais mudas, entretanto, sdo altamente sensiveis as variacfes ex vitro (externas) e
dependentes da fertilidade do substrato, exigindo extremo cuidado em seu manejo na fase de
aclimatizacdo. Devido as condigcdes assepticas, essa técnica elimina os microrganismos
benéficos associados ao tecido vegetal, incluindo os mutualistas, como bactérias e fungos
micorrizicos arbusculares (FMA), que podem beneficiar o desempenho da planta sob condi¢oes
de estresse, além de aumentar seu rendimento durante a fase de aclimatizacdo (ANZANELLO;
SOUZA; CASAMALI, 2011; CAMOLESI et al.,, 2010; COSTA; NEPOMUCENO;
SANTANA, 2010; SOARES et al., 2009; MORAES et al., 2010).

Plantas micropropagadas, quando aclimatizadas, sofrem com a adaptacdo ao ambiente
ex vitro, ocorrendo com isso perdas de mudas. Uma das técnicas utilizadas para diminuir essas
perdas durante essa fase € a inoculagdo de microrganismos promotores do crescimento vegetal
(SIQUEIRA et al., 1999). A utilizacdo destes durante a aclimatizagdo tem sido recomendada
devido o aumento da tolerancia a estresses bidticos e abidticos, promog¢do de crescimento,
aumento da area foliar, nimero de folhas e da massa seca, reducdo do tempo de aclimatizacéo,
aumento da resisténcia a patdgenos e sobrevivéncia das mudas apés o transplante (OLIVEIRA
et al., 2010).

A inoculacdo garante, ainda, a reducdo no tempo de aclimatiza¢do, formacdo mais
precoce da muda, aumento da uniformidade do material obtido, melhor desenvolvimento do
sistema radicular e da parte aérea, estabelecimento de uma comunidade rizosférica benéfica e a
perspectiva de melhores resultados em campo. Além de reduzir o tempo de formacéo das mudas
que envolvem altos custos de producdo (ANZANELLO; SOUZA; CASAMALI, 2011;
MARIANO et al., 2004; SANTOS et al., 2005).

As frutiferas do cerrado podem ser utilizadas na formacdo de pomares domésticos e
comerciais, recuperacdo de areas desmatadas ou degradadas, no plantio intercalado com
florestas, em areas de protecdo ambiental ou em parques e jardins, no enriquecimento da flora,

entre outros. Podem ser consumidas in natura ou usadas na producéo de doces, geleias, sucos
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e licores, além de suas folhas e cascas serem utilizadas na medicina popular, beneficiando os
pequenos agricultores e comunidades rurais. Por causa do desmatamento, no entanto, areas de
preservacdo estdo cada vez mais raras e o comércio de frutos deste bioma é feito,
principalmente, a partir da coleta de plantas nativas.

Entre as arvores frutiferas nativas do cerrado, a mangabeira (Hancornia speciosa
Gomes) se destaca como uma das mais promissoras para 0s programas de exploracéo
sustentavel. A incorporacdo da mangabeira em sistemas de horticultura tem sido proposta como
um meio para contribuir para a sua conservacao e, também, reduzir a pobreza em areas em que
esta frutifera é nativa e cresce satisfatoriamente. Apesar de ter grande potencial para exploracao
econdmica, a falta de informacdes sobre essa cultura vem restringindo seu cultivo comercial,
tornando o seu aproveitamento limitado a pequenos produtores e a exploragcdo extrativista
(COSTA et al., 2005; SANTOS et al., 2010; SOARES et al., 2007; 2009).

Visto que sdo poucos 0s estudos com as plantas frutiferas do cerrado, torna-se necessario
0 conhecimento de técnicas que viabilizem a disponibilidade de mudas sadias, visto que
algumas espécies podem ser usadas em diferentes programas, o que requer um elevado numero
de mudas. Desta forma, os objetivos especificos deste trabalho, com mangabeira, foram:

- Avaliar as caracteristicas dos isolados fungicos solubilizadores de fosfato obtidos de
solo préximo rizosférico préximo de raizes de mangabeira, por meio de métodos qualitativos e
quantitativos, para determinacdo de caracteristicas bioquimicas e enzimaticas associadas a
habilidade destes como promotores do crescimento vegetal.

- Selecdo de substrato e camara Umida para a fase de aclimatizacdo de plantas
micropropagadas de mangabeira em casa de vegetacao.

- Avaliar a eficiéncia de fungos promotores do crescimento vegetal em mistura e sua
interacdo com o fungo FMA Glomus clarum, na aclimatizacdo de plantas micropropagadas de
mangabeira em casa de vegetagéo.

- Avaliar a aclimatizacao de plantas micropropagadas de mangabeira inoculadas in vitro
com fungos promotores do crescimento vegetal isoladamente e ex vitro com G. clarum em casa
de vegetacéo.

- Verificar o efeito da inoculagéo ex vitro de fungos promotores do crescimento vegetal
isoladamente e sua interacdo com G. clarum, na aclimatizacédo de plantas micropropagadas de
mangabeira em casa de vegetacao.

- Avaliar a melhor época para inoculagéo de fungos promotores do crescimento vegetal
em mistura na aclimatizagéo de plantas micropropagadas de mangabeira e sua intera¢cdo com o

fungo FMA G. clarum em casa de vegetacao.
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- Verificar melhor método de inoculacdo de fungos promotores do crescimento vegetal
em mistura na aclimatizagéo de plantas micropropagadas de mangabeira e sua intera¢cdo com o
fungo FMA G. clarum em casa de vegetacao.

- Maximizar a producdo de mudas a serem utilizadas em programas de formacéo de

pomares e reflorestamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ACLIMATIZACAO DE PLANTAS MICROPROPAGADAS

A aclimatizacdo € a fase final da micropropagacéo, sendo critica devido o estresse que
as plantas sofrem durante a transferéncia das condicdes in vitro (heterotroficas) para ex vitro
(autotrdficas), o que pode ocasionar baixas taxas de sobrevivéncia de planta. Com isso as altas
taxas de mortalidade tornam-se um fator limitante no processo de micropropagagdo (ROCHA
etal., 2008; SCHUCK et al., 2012; SORACE et al., 2007).

A desidratacdo ex vitro das plantas ocorre devido a mudanca das condi¢fes ambientais,
pois plantas cultivadas in vitro tém como caracteristica baixa regulacdo da perda de agua,
devido a pouca funcionalidade dos estdmatos, baixa formacéo de cera epicuticular e reduzido
desenvolvimento do mesofilo foliar, principalmente os parénquimas clorofilianos e feixes
vasculares (COSTA et al., 2009). Além de suas folhas serem pequenas e finas e o sistema
radicular pouco desenvolvido, possuem baixa quantidade de tricomas e atividade
fotoautotréfica (IAREMA et al., 2012).

A baixa sobrevivéncia de plantas durante a aclimatizacdo pode ocorrer devido a alta
perda de agua (desidratacdo) que sofrem durante o periodo desta fase (SCHUCK et al., 2012).
As plantas cultivadas in vitro precisam ativar os aparatos fotossintéticos durante a
aclimatizacdo, pois estas tém baixa atividade fotossintética, por receberem fontes de
carboidratos prontamente disponivel no meio de cultivo, além de serem mantidas em salas de
crescimento com baixa irradiancia, trocas gasosas e temperatura controlada, gerando plantas
com elevado contetdo de 4gua (BANDEIRA et al., 2007; DAMIANI; SCHUCH, 2009).

Essa transferéncia para a condicdo ex vitro depende de fatores que garantam a
manutencdo mecanica do sistema radicular, a estabilidade da planta, o suprimento de agua e
nutrientes e as trocas gasosas entre as raizes e o ar atmosférico (WAGNER JUNIOR et al.,
2012).

2.1.1 Susbtratos na aclimatizac¢éo de plantas micropropagadas

O substrato utilizado durante a fase de aclimatizacdo de plantas micropropagadas
influéncia a sobrevivéncia, o crescimento e o desenvolvimento dessas plantas. Com isso, 0
material utilizado deve prover, principalmente, elevado espaco de aeracdo associado a elevada

capacidade de retencdo de agua (SCHUCK et al., 2012). Ademais, este deve ter boas
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caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas, proporcionando rapido desenvolvimento da muda
e formacdo de sistema radicular abundante, como resultado de uma boa relagdo agua/ar. Ainda,
devem fornecer os nutrientes necessarios para o crescimento das plantas, com composicao
uniforme para facilitar o manejo das mudas e custo compativel com a atividade (DIAS;
PEREIRA; SOUSA, 2007; OLIVEIRA et al., 2014; PAIVA SOBRINHO et al., 2010).

As propriedades fisicas e quimicas devem promover boa retencdo de &gua, volume
adequado de espacos porosos preenchidos por gases e adequada taxa de difusdo de oxigénio
necessaria a respiracdo das raizes, textura e estrutura adequada e disponibilidade de nutrientes,
atendendo as necessidades da planta, além da auséncia de patdgenos (PIO et al., 2004;
WAGNER JUNIOR et al., 2012). Fundamental para o desenvolvimento das raizes ¢ que a baixa
densidade, a boa capacidade de absorcao e retencdo de agua, a aeracdo e a drenagem evitem o
acumulo de umidade e substancias toxicas (PAIVA SOBRINHO et al., 2010).

Algumas destas importantes caracteristicas definem a qualidade de um material a ser
escolhido como substrato (WAGNER JUNIOR et al., 2012). Essas caracteristicas variam de
acordo com o material utilizado na composicao do substrato e podem afetar o estabelecimento
da planta nesta fase, demonstrando a importancia da escolha do substrato com composicao ideal
(SILVA et al., 2011).

Substratos formados por um Unico material dificilmente irdo suprir as necessidades
desejadas para aclimatizacdo de plantas micropropagadas, sendo a principal a capacidade de
retencdo de agua. Por isto, é adequada a utilizacdo de mistura de substratos (SCHUCK et al.,
2012). A composicdo de um substrato pode ter solo mineral, organico ou diversos materiais,
constituindo-se, assim, uma mistura, e deve ter equilibrio adequado entre umidade e aeracéo,
ser poroso o suficiente para permitir trocas gasosas eficientes, livre de patégenos ou
microrganismos saproéfitos, isento de propagulos (sementes ou estruturas vegetativas) de
invasoras e de baixa densidade (SILVA et al., 2011).

A proporcdo dos materiais que compdem a mistura define a qualidade do substrato. No
entanto, misturas sao sistemas cujas propriedades dependem das proporgdes relativas dos seus
componentes e ndo de suas concentracgdes (DIAS; PEREIRA; SOUSA, 2007). Como exemplo,
a fonte orgénica é responsavel pela retencdo e umidade, além de fornecimento de parte dos
nutrientes para o crescimento das mudas (PAIVA SOBRINHO et al., 2010).
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2.2 MICRORGANISMOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO VEGETAL

Os microrganismos promotores do crescimento vegetal beneficiam as plantas por meio
de mecanismos diretos, como fixacdo de nitrogénio, producéo de fitorménios, reducdo dos
niveis de etileno no solo, solubilizacdo de fosfato e secrecdo de sider6foros. As formas indiretas
incluem mecanismos de biocontrole, producgéo de antibidticos, inducédo de resisténcia sistémica
entre outros, mostrando, desta forma, diversas caracteristicas que podem ser utilizados como
inoculantes microbianos na agricultura (AGUADO-SANTACRUZ et al., 2012; MOREIRA;
ARAUJO, 2013; OLIVEIRA et al., 2012; RAHI et al., 2009; SILVA et al., 2006).

Alguns desses microrganismos sdo capazes de estimular o crescimento das plantas por
meio da reducdo dos niveis de etileno nas mesmas, por meio da acdo da enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase, diminuindo a produgdo de etileno nas
raizes nas plantas hospedeiras, resultando em seu alongamento. A promocao do crescimento
radicular € um dos efeitos benéficos dos microrganismos promotores do crescimento vegetal,
pois o estabelecimento rapido das raizes laterais e adventicias € uma caracteristica vantajosa
para as plantas, aumentando a habilidade de se fixar ao solo e obter 4gua e nutrientes do
ambiente (MOREIRA; ARAUJO, 2013).

A supressdo de doencas por microrganismos benéficos da rizosfera pode ocorrer por
varios mecanismos de acdo, como: antagonismo relacionado a producdo de antibioticos
antifungicos, competicdo por espaco e nutrientes com fitopatégenos e outros microrganismos
prejudiciais a rizosfera e inducao de resisténcia nas plantas (MOREIRA; ARAUJO, 2013).

Outros microrganismos sdo solubilizadores de fosfato (MSF) por secretarem acidos
organicos, e/ou fosfatases que facilitam a conversdo de formas insollveis de fosforo (P) para
formas disponiveis para as plantas (MOREIRA; ARAUJO, 2013). No ciclo do P no solo, os
microrganismos sdo fatores importantes, onde o P orgénico pode ser liberado por meio da
mineralizacdo e o P inorgénico por meio da hidrolise de monoésteres por fosfomonoesterase
alcalina e acida. As plantas liberam apenas a fosfomonoesterase acida, enquanto os micro-
organismos podem produzir a acida e alcalina. Com isso, 0s microrganismos demonstram maior
envolvimento no ciclo do P contribuindo para maior nutri¢do das plantas (CUI et al., 2015).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdao microrganismos simbioticos e podem
promover a absorc¢ao de P pelas plantas hospedeiras, principalmente em solos limitantes para
este nutriente, uma vez que, por meio das hifas, aumentam o volume de solo explorado e a
tolerancia a estresses bioticos e abioticos (COELHO et al., 2012). Aléem de melhorarem a

qualidade do solo por meio da agregagdo do solo com glomalina, promovem aumentos na
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tolerancia a seca e de resisténcia a doengas da planta hospedeira e interage com outros
microrganismos, proporcionado maior crescimento das plantas (CUI et al., 2015; VASQUEZ
et al., 2000). Tanto os FMA quanto para os microrganismos de vida livre produtores de
fitormAnios ou agentes de controle bioldgico demonstram efeitos positivos diretos e indiretos
na promogc&o do crescimento das plantas (VASQUEZ et al., 2000).

Os microrganismos produtores de enzimas extracelulares que desempenham papel
importante no processo de decomposi¢do da matéria organica dos solos podem ser, também,
importantes agentes de controle de patdgenos de plantas, solubilizacdo de fosfato, competicédo
com competicdo de plantas por substrato e nutrientes ou na promogéo do crescimento de plantas
(SOUSA; SOARES; GARRIDO, 2008). Organismos produtores de enzimas sao de interesse
para serem usados em processos como uso potencial em biorremediacdo, biodegradacéo,

degradacéo e desintoxicacdo de substancias recalcitrantes (TORTELLA et al., 2008).

2.2.1 Microrganismos promotores do crescimento vegetal na aclimatizacdo de plantas

micropropagadas

A inoculagdo de microrganismos promotores do crescimento vegetal, isolados ou em
mistura, pode elevar a porcentagem de sobrevivéncia e crescimento das plantas, como sua
produtividade (OLIVEIRA et al., 2010). Com isso, entre os métodos que favorecem o
crescimento de mudas micropropagadas aclimatizadas, esta a utilizacdo de microrganismos
benéficos, como FMA, solubilizadores de fosfato e bactérias fixadoras de nitrogénio
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A reintroducédo, durante a aclimatizacdo, destes organismos
perdidos durante o cultivo in vitro, favorece a protecdo das plantas micropropagadas contra
doencas e melhora o seu crescimento por meio da disponibilidade de nutrientes e sintese de
fitormonios (THOMAS et al., 2010).

Os FMA s@o amplamente reconhecidos pelos diversos efeitos positivos proporcionados
ao crescimento vegetal, e a sua inoculagdo durante a aclimatizacdo de plantas micropropagadas
promove rapido crescimento da muda, reducao no tempo de aclimatizagéo, aumento da area de
absorcéo de nutrientes, superficie de contato com o solo e tolerancia a estresses abidticos e
bidticos no momento de transferéncia das plantas cultivadas in vitro para condic¢des ex vitro
(ANZANELLO; SOUZA; CASAMALLI, 2011; FARIAS et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2010;
SILVA et al., 2006).

Para obtencéo de sucesso com a inoculacdo do FMA € importante que a simbiose com

a planta micropropagada seja estabelecida em curto periodo de tempo. Seu uso tem mostrado
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beneficiar o desenvolvimento de mudas de espécies arbdreas em viveiro, maximizando sua
capacidade de estabelecimento em campo (ANZANELLO; SOUZA; CASAMALL, 2011).

A co-inoculagdo de FMA com outros microrganismos promotores do crescimento
vegetal na fase de aclimatizacdo aumenta o rendimento das plantas micropropagadas, devido a
supressdo de doencas, producdo de fitorménios e eficiéncia na absorcdo de nutrientes
(OLIVEIRA et al., 2010).

Outros microrganismos edéaficos tém a habilidade de estimular o crescimento vegetal,
por meio da producao de fitormonios (giberelinas, auxinas, citocininas e substancias analogas)
e solubilizagdo de fosfatos. Os MSF desempenham importante papel no suprimento de P as
plantas e sua acdo solubilizadora tem sido associada, principalmente, a producdo de acidos
organicos (ALVES; SILVA FILHO, 2009; BARROSO; NAHAS, 2008). No solo, os MSF
contribuem para aumentar a concentracdo de P na solucéo, que pode ser absorvido diretamente
pelas raizes ou pelas hifas de FMA em simbiose (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A inoculagdo de MSF, aliados ou ndo a outros microrganismos benéficos do solo, pode
incrementar o desenvolvimento vegetal (NARLOCH et al., 2002; SILVA FILHO; VIDOR,
2001), o qual pode ser induzido de forma direta, pela producdo de horménios de crescimento,
ou indireta, pela modificagdo da microbiota da rizosfera. Este tltimo é considerado um dos
principais mecanismos de acdo, devido a supressdo de microrganismos deletérios (MELO;
AZEVEDO, 1998).

2.3 MANGABEIRA (Hancornia speciosa Gomes)

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) € uma espécie arborea frutifera, nativa do
Brasil, tipica de solos arenosos, acidos e pobres em nutrientes, encontrada nas regides Centro-
Oeste, Sudeste, Norte, Nordeste e nas areas de tabuleiros costeiros e baixadas litoraneas da
regido Nordeste. Com grande importancia social, econdémica e cultural nas areas em que ocorre
(BARROS et al., 2011a; COSTA et al., 2011; SANTOS et al., 2010).

Esta pertence a Familia Apocynaceae, tém porte médio, lactescente, com 2 a 10 m de
altura, podendo chegar até 15 m. Produz de 100 - 400 frutos por planta, do tipo baga, de
tamanho, formato e cores variados, amarelados ou esverdeados, com pigmentacao vermelha ou
sem pigmentacdo. A polpa é amarela adocicada, rica em vitaminas, ferro (Fe), P, célcio (Ca) e
proteinas (ANJOS et al., 2009; BARROS et al., 2006; COSTA et al., 2011). Em areas de
Cerrado, seus frutos sdo normalmente arredondados com peso variando de 30 a 260 g, 0 nUmero

de sementes varia de 8 a 35 por fruto, sendo estas compridas, achatadas e discoides, com hilo
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central, testa de coloragdo marrom-amarelada, fina e endosperma branco triangulas (VIEIRA
etal., 2006; SANTOS et al., 2010).

Seus frutos sdo apreciados pelas suas excelentes caracteristicas fisicas, aroma e sabor,
associado ao seu elevado valor nutricional, porém tém poucos pomares organizados ou
implantados para a producdo de frutos e exploragdo tecnificada e racional desta espécie. Desta
forma, sua exploracdo ainda é, predominantemente, por extrativismo (COSTA et al., 2011;
SILVA; NASCIMENTO; NAVES, 2006; SOARES et al., 2007b; 2009).

Seus frutos podem ser consumidos in natura ou sua polpa utilizada no preparo de sucos,
picolé, sorvete, doce, vinho, vinagre e licor, sendo considerada uma boa fonte de Fe, manganés
(Mn), zinco (Zn), vitamina C e proteinas (1,3 a 3,0 %). Estes ja sdo comercializados em
supermercados, sendo encontrado em bandejas de isopor revestidas com filme de PVC
(BARROS et al., 2011a; 2010b; SANTOS et al., 2011; SOUZA et al., 2007). Na medicina
tradicional, o latex obtido do tronco da mangabeira é usado para proteger contra doencas
gastricas e tuberculose, estimular a funcdo hepética e tratar acne, verrugas, hipertenséao e certos
tipos de inflamagdes (BARROS et al., 2010b; ENDRINGER; PEZZUTO; BRAGA, 2009;
MARINHO et al., 2011; SAMPAIO; NOGUEIRA, 2006).

O latex da mangabeira tem potencial para outros usos industriais, uma vez que suas
propriedades fisico-mecanicas conferem boas caracteristicas tecnoldgicas, podendo ser usado
em aplica¢Oes comerciais, como impermeabilizacdo de tecidos, confecc¢do de bolsas e produgéo
de borracha. Sua madeira é utilizada na carpintaria, para confeccao de caixas e para producao
de carvdo (BARROS et al., 2010b; SILVA et al., 2011). A mangabeira pode, ainda, ser usada
para o reflorestamento ou recomposicao de areas degradadas ou com baixa capacidade de uso
e manutencdo da biodiversidade (ANJOS et al., 2009; VIEIRA et al., 2006).

Sua propagacao pode ser via assexuada, utilizando partes do vegetal e sexuada, por meio
da semente (BARROS et al., 2011a). As sementes tém curta longevidade e seu mesocarpo tem
uma acao inibitdria sobre a germinacdo, sendo necessaria a semeadura imediatamente ou até
48h apos a retirada dos frutos, visto que o poder germinativo das sementes cai rapidamente a
partir do quarto dia. A recalcitrancia e a reducdo do teor de 4gua podem ocasionar danos,
prejudicando sua viabilidade e vigor das sementes e, com isso, reduzir seu poder germinativo
(BASTOS et al., 2007; BARROS et al., 2010b; SANTOS et al., 2010; SOARES et al., 2007a;
SOARES et al., 2009). Suas mudas tém crescimento lento, 0 que € comum em arvores do
cerrado. Esta caracteristica reduz o interesse em propagar a mangaba e outras arvores frutiferas
(CALDAS et al., 2009; COSTA et al., 2005; PINHEIRO et al., 2001)
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A técnica de micropropagacao possibilita a multiplicacdo em massa de mudas com
caracteristicas geneticamente superiores, uniformes, livres de patdgenos, em espaco fisico
reduzido e em curto periodo de tempo (SOARES et al., 2007b; 2011). Entretanto, tais mudas
sdo altamente sensiveis as variacOes externas e dependentes da fertilidade do substrato,

exigindo extremo cuidado em seu manejo, principalmente na fase de aclimatizacao.
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CAPITULO 1

CARACTERISTICAS FUNCIONAIS DE FUNGOS SOLUBILIZADORES DE
FOSFATO

RESUMO: Objetivou-se com este trabalho avaliar a capacidade de isolados de fungos
solubilizadores de fosfato (MSP), obtidos de solo rizosférico proximo de raizes de mangabeira,
de produzirem fitormonios, enzimas extracelulares e sideroforos. Quatro isolados fungicos
(MA2, MA5, MF1 e MF3) tiveram seu potencial avaliado quanto a sintese de acido indol
acético (AlA) e producdo de sideroforos utilizando métodos colorimétricos e por forma
qualitativa quanto a producdo de citocinina e giberelina utilizando hipocotilos e cotilédones de
rabanete. Para a inducdo da producdo das enzimas extracelulares, discos com 5 mm de diametro
contendo micélio, foram transferidos para placas de Petri contendo o meio de cultura especifico,
e incubados 28 °C por 72 h. A avaliagdo da producdo enzimatica se deu pela presenca ou
auséncia de halo de degradacéo ao redor da coldnia. A maxima sintese de AlA foi observada
apos 4 dias de incubacdo, sendo a maior producao obtida com o isolado MAS. Para giberelina
e citocinina, o isolado MF1 proporcionou maior peso da massa fresca e seca, enquanto o0 MA2
teve apenas maior peso da massa seca de hipoc6tilos. O maior peso da massa seca de cotilédones
foi exibido pelo isolado MAS. Entre as enzimas extracelulares, todos os isolados fangicos
mostraram ser produtores de amilase, enquanto apenas o MFL1 foi positivo para catalase e MF3
para pectinase e protease. Nenhum isolado exibiu producéao de celulase ou de sideréforos, mas
todos foram positivos para fosfatase. Portanto, a produgéo de AIA foi mais elevada no isolado
MADS. Os maiores crescimentos de cotilédones e hipocétilos de rabanete foram proporcionados
pelos isolados MF1 e MA5. MF1 e MF3 demonstraram maior capacidade de producdo de

diferentes enzimas.

Palavras-chave: Promocdo do crescimento vegetal. Fitorménios. Auxina. Enzimas.

Biotecnologia.
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1 INTRODUCAO

Microrganismos promotores do crescimento vegetal podem beneficiar as plantas
diretamente, por meio de mecanismos como a fixacéo de nitrogénio, producéo de fitormdnios,
reducdo dos niveis de etileno no solo e solubilizacéo de fosfato, ou indiretamente por meio de
mecanismos que incluem mecanismos de biocontrole, produgdo de antibidticos, indugdo de
resisténcia sistémica, entre outros. Os mais procurados para serem inoculantes microbianos na
agricultura sdo aqueles que possuem diversas caracteristicas (AGUADO-SANTACRUZ et al.,
2012; MOREIRA; ARAUJO, 2013; OLIVEIRA et al., 2012; RAHI et al., 2009).

Os microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) representam uma porcentagem
consideravel do total de microrganismos na rizosfera de vérias espécies vegetais,
desempenhando importante papel no suprimento de fosforo (P) as plantas. Entre os mecanismos
envolvidos na solubilizacdo de fosfatos se destacam a producdo de acidos organicos de baixo
peso molecular e a producéo de fosfatase &cida e alcalina (CHAGAS JUNIOR et al., 2010;
KUSS et al., 2007; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Outros microrganismos produzem ou aumentam a concentracdo de fitormdnios, como
auxinas, citocininas, giberelinas e etileno nas plantas, além de controlarem agentes
fitopatogénicos provenientes do solo ou das sementes, por meio da produgdo de sideroforos, de
enzimas (1,3-glucanase e quitinases), do &cido cianidrico ou de compostos antimicrobianos.
Com isso sdo responsaveis pela maximizacdo do crescimento observado em algumas plantas,
aumentando a producdo agricola (CAMPOS; ONO; RODRIGUES, 2009; RADWAN;
MOHAMED; REIS, 2004; 2005; RAMAMOORTHY et al., 2001).

A auxina que liberam pode afetar a morfologia das raizes, aumentando o comprimento
e 0 numero de pélos radiculares, enquanto a giberelina promove o alongamento do caule de
diversas espécies, aumentando tanto o alongamento quanto a divisao celular. As citocininas
induz o crescimento de gemas laterais, desenvolvimento de cloroplastos e expansao de folhas
(CAMPOS et al., 2009; RADWAN; MOHAMED; REIS, 2004; 2005).

Os microrganismos do solo sdo responsaveis pela degradacéo de diferentes elementos
da matéria organica do solo, transformados em uma variedade de biomoléculas e metabdlitos
secundarios, liberados via agdo de varias enzimas (DUBEY; TRIPATHI; UPADHYAY, 2006;
TORTELLA et al., 2008; XU, 2006). Algumas destas enzimas de interesse biotecnolédgico sdo
amilase, protease, pectinase e celulase (AVELLANEDA-TORRES; PULIDO; ROJAS, 2014,
GRIEBELER et al., 2015).

Objetivou-se com este trabalho avaliar a capacidade de isolados flungicos
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solubilizadores de fosfato, obtidos de solo rizosférico proximo de raizes de mangabeira, de

produzirem fitormdnios, enzimas extracelulares e siderdforos.
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2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados quatro isolados fangicos (MA2, MA5, MF1 e MF3) solubilizadores de
fosfato, pertencentes a colecdo do Laboratério de Microbiologia Agricola do Instituto Federal
Goiano, Campus Rio Verde, GO (Figura 1). Estes foram isolados de solo rizosférico préximo
a raizes de plantas de mangabeira, conforme descrito por Cabral (2012) e mantidos em tubos

de ensaio contendo meio GL (glicose 10 g; extrato de levedura 2 g e agar 15 g), a 5 °C.

Figura 1- Isolados fungicos solubilizadores de fosfato, obtidos de solo rizosférico préximo a
raizes de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes). A) MA2, B) MA5, C) MF1 e D) MF3.

Fonte: Elaboragdo do autor.

2.1 ENSAIOS BIOQUIMICOS

2.1.1 Curva de producéo de acido indolacético (AlA) por fungos solubilizadores de fosfato

Quatro isolados fungicos foram crescidos em meio BDA (infusdo de 200 g de batata,
dextrose 20 g e &gar 15 g), por trés dias, a 30 °C. Posteriormente, discos com 5 mm de diametro,
incluindo hifas e esporos, foram transferidos para tubos de ensaio (um disco por tubo), contendo
meio DYGS liquido (glicose 2,0 g; peptona 1,5 g; extrato de levedura 2,0 g; KH2PO4 7H20 0,5
g e MgSO4 7H20 0,5 g) (RODRIGUEZ NETO; MALAVOLTA JUNIOR; VICTOR, 1986),
suplementado com 100 pug mL* de triptofano.

As culturas permaneceram sob agitacdo constante (90 rpm), a 30 °C, por cinco dias. A
producéo de acido indolacético (AIA) foi avaliada por meio do método colorimétrico descrito
por Gordon e Weber (1951), tendo sido coletada uma amostra a cada dia para avaliacdo da

producédo de AlA e leitura do pH.
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2.1.1.1 Curva de calibracéo de &cido indolacético (AlA)

Uma solugéo estoque de AIA (Sigma®), preparada a 10 mM (1,75 mg mL™) foi diluida
em é&gua destilada, em concentrag@es crescentes (0, 1, 3, 5, 7, 10, 25, 50, 100 e 150 pug mL™?)
para a construcdo da curva de calibracdo de AIA, empregando 0 método descrito por Sarwar e
Kremer (1995).

Uma aliquota de 1 mL de cada diluic&o foi transferida para tubos de ensaio, ao qual foi
adicionado 2 mL do reagente Salkowski (1 mL de FeClz — 1,35 g/10 mL e 50 mL de HCIO4 —
35%). Os tubos foram mantidos no escuro, por 30 min (HARTMANN; SINGH;
KLINGMULLER, 1983). A coloracéo rosea foi o indicativo da presenca do fitormonio, sendo
quantificada pela leitura em espectrofotdmetro (530 nm) em absorbancia.

2.1.1.2 Sintese de acido indolacético (AlA) por isolados fangicos

As amostras de cada isolado fungico crescendo em meio DYGS, enriquecido com
triptofano, foram coletadas durante cinco dias apds a inoculacdo e centrifugadas (10.000 rpm)
por 10 min a 10 °C. Em seqguida, 1 mL do sobrenadante de cada isolado foi transferido para
tubo de ensaio, ao qual foi adicionado 2 mL do reagente Salkowski. Os tubos foram mantidos
no escuro, por 30 min e a leitura feita em espectrofotdmetro a 530 nm em absorbéncia. Todas
as analises foram realizadas em triplicata. Como controle foi utilizado o meio de cultura DYGS
com triptofano.

A concentracdo de AIA foi determinada diariamente, durante cinco dias apo6s a
inoculacdo dos isolados fungicos em meio suplementado com triptofano, utilizando a equacédo
da curva padréo. Foi construida uma curva padrdo para cada dia de avaliacao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 4 x 5
(quatro isolados fangicos x cinco dias de avaliagdo), com trés repeticdes, cada uma constituida
por um tubo de ensaio. Os dados numéricos obtidos foram avaliados estatisticamente mediante
a analise de variancia e as médias analisadas por regressao, com o auxilio do software SISVAR
(FERREIRA, 2011).
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2.1.2 Avaliagdo qualitativa da produgdo de citocinina e giberelina por fungos
solubilizadores de fosfato

Para avaliar qualitativamente a produgdo de citocinina e giberelina pelos isolados

fangicos, foi utilizada uma adaptacdo do método sugerido por Letham (1971).

2.1.2.1 Cultivo dos isolados

Os isolados fungicos foram cultivados em meio BD, por quatro dias em rotacéo 90 rpm,
com auxilio de agitador orbital — Shaker (Nova Técnica NT 712) a 30 °C. As culturas foram

centrifugadas (4000 rpm por 5 min) e o sobrenadante filtrado em filtro estéril.

2.1.2.2 Germinacdo das sementes de rabanete e determinacdo qualitativa da producdo de

citocinina e giberelina

Sementes de rabanete (Raphanus sativus L.) foram passadas em peneira com 2 mm de
abertura (ABNT 10) e germinadas sobre folhas de papel “germitest” umedecidas em placas de
Petri. Estas foram incubadas no escuro a 25 °C, por 35 h. Ap6s a germinacao, os hipocétilos e
os cotilédones foram separados e transferidos para placas de Petri com papel “germitest” estéril
umedecido com 4 mL do sobrenadante filtrado de cada isolado fangico.

Foram utilizados 5 cotilédones e 5 fragmentos de hipocétilos padronizados para 3 mm,
por repeticdo, os quais foram, em seguida, mantidos a 24 °C por 5 dias, sob luz fluorescente
fraca continua. O controle consistiu em papel “germitest” umedecido apenas com o meio BD
esterilizado. Apds 5 dias de incubacdo, foram avaliadas as seguintes caracteristicas:
comprimento médio (cm) do hipocétilo e peso da massa fresca e seco do hipocotilo e
cotilédones.

Para avaliacdo qualitativa de giberelina e citocinina, o delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, contendo cinco tratamentos (MA2, MA5, MF1, MF3 e controle),
contendo 3 repeticdes cada, constituida por uma placa de petri contendo 5 cotilédones e
fragmentos de hipocétilo. Os dados numéricos foram avaliados estatisticamente, mediante a
analise de variancia, testando as médias pelo teste de Tukey (5 %), utilizando o software
SISVAR (FERREIRA, 2011).
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2.1.3 Sintese de sidero6foros

Os isolados fungicos foram cultivados em frascos de penicilina contendo meio de
cultura liquido triptocaseina de soja diluido (1/10), a 28 °C por 72 h, sob agitacdo a 90 rpm. A
suspensdo obtida foi centrifugada a 12.000 rpm por 10 min, sendo transferido 1 mL do
sobrenadante para tubos de ensaio esterilizados ao qual foi adicionado 1 mL da solucdo
indicadora de cromoazurol S (CAS). A converséo da cor azul da solugdo CAS no sobrenadante
para amarelo, no periodo de 15 min, indica que os isolados s&o produtores de siderdéforos
(SCHWYN; NEILANDS, 1987).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo cinco tratamentos
(MA2, MA5, MF1, MF3 e controle), cada um com 3 repeticdes, cada uma constituida por um
tubo de ensaio. Os dados numéricos foram avaliados estatisticamente, mediante a anélise de
variancia, testando as médias pelo teste de Tukey (5%), utilizando o software SISVAR
(FERREIRA, 2011).

2.2 ENSAIOS ENZIMATICOS

2.2.1 Producdo de amilase

Para o cultivo dos isolados fungicos, trés discos de 5 mm com crescimento micelial
foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura Agar Amido (agar 15 g L™ e
amido solGvel 2 g L), as quais foram mantidas a 28 °C, por 72 h. Em seguida foi adicionado
3 mL de solucdo de lugol por placa e, apds cinco minutos, a producdo da enzima amilase foi
detectada pela descoloracdo do meio em torno da coldnia, formando um halo decorrente da
hidrolise do amido (COON; JENNISON; WEEK, 1957).

2.2.2 Producdo de catalase

Para verificar a produgdo da enzima catalase, discos de 5 mm de didmetro, com
crescimento micelial de cada isolado fangico, foram adicionados aos frascos de penicilina (um
disco por frasco) contendo meio GL (glicose 10 g L™ e extrato de levadura 2 g L) e mantidos
a 28 °C, por 72 h sob agitacdo a 90 rpm. Para verificar a producdo da enzima catalase, 15 puL

de cada cultivo foram colocados sobre lamina bacterioldgica, na presenca de 15 puL de H20>
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(30 %). Os isolados catalase-positivas exibiram intensa producéo de bolhas (MARIANO et al.,
2000).

2.2.3 Producéo de celulase

Para a superficie de placas de Petri contendo o meio de cultura triptocaseina de soja
(TSA) suplementado com 10 g L™ de celulose em p6, foram depositados disco de 5 mm de
didmetro com crescimento micelial de isolados fungicos. Ap6s um periodo de incubacao de 28
°C, por 72 h, 3 mL de solucdo vermelho congo a 0,5 % foram adicionados a cada placa, as quais
permaneceram em temperatura ambiente por 15 min. O excesso da solucdo foi drenado e
adicionado 10 mL de solu¢do NaCl 1M por placa. Apds 30 min, o excesso de NaCl foi drenado
e os isolados com formacéo de halo de coloracdo alaranjada em torno da col6nia foi considerado

positivo para producdo de catalase.

2.2.4 Producao de fosfatase

Meio de cultura TSA (Agar triptona soja) foi preparado e o pH ajustado para 7,3 antes
da autoclavagem. Antes do meio TSA ser vertido, por placa foi adicionado 2 mL de difosfato
de fenolftaleina (0,5 %), esterilizada por filtracdo com membrana de 0,22 um, para cada 100
mL de meio cultura. Discos de 5 mm de didmetro com crescimento micelial de cada isolado foi
depositado no centro das placas, que foram mantidas em estufa bacteriol6gica a 28 °C, por 72
h. Posteriormente, 3 mL de hidroxido de aménio (8,4 %) foi adicionado na tampa das placas de
petri, que foram mantidas invertidas, em temperatura ambiente, por 15 min. A producéo de
fosfatase pelos isolados foi verificada pelo halo com coloracdo résea, formado em torno das
colonias (ROMEIRO, 2007).

2.2.5 Producéo de pectinase

Foi utilizado meio de cultura GL (glicose 10 g L™, extrato de levadura 2 g L™ e agar 15
g L) suplementado com 10 g L™* de pectina. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5, antes
da autoclavagem. Discos de 5 mm de didametro com crescimento micelial de cada isolado foi
colocado sobre placas contendo o meio de cultura. Estas foram mantidas em estufa

bacterioldgica a 28 °C por 72 h, quando foi adicionado 3 mL de solucdo de lugol por placa.
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Apo6s 15 min, os isolados que exibiram um halo mais claro ao redor da coldnia, contrastando

com o restante corado de marrom, foram considerados positivos para produgéo de pectinase.

2.2.6 Producao de protease

Foi utilizado meio de cultura constituido por 20 g L™ de caseina, 5 g L™ de peptona, 3
g L! de extrato de levedura, 10 g L de glicose e 15 g L™ de 4gar, com pH ajustado para 5 antes
da autoclavagem. Discos de 5 mm de didmetro com crescimento micelial dos isolados fungicos
foram adicionados sobre placas contendo o meio de cultura. As placas foram mantidas em
estufa bacteriologica a 28 °C por 72 h. Os isolados positivos para producdo de protease
mostraram a formacéo de halo mais claro que o meio de cultura ao redor da colonia (STRAUSS
etal., 2001).

Para os testes enzimaticos, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
contendo cinco tratamentos (MA2, MA5, MF1, MF3 e controle), cada um-com 3 repeticdes,
constituida por uma placa de petri contendo discos de 5 mm de diametro com crescimento

micelial dos isolados fungicos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para sintese de auxina ndo houve interagdo entre os fatores dias de avaliacdo x isolados,
apenas entre isolados. Para a avaliacdo quantitativa de AlA, a intensidade da coloragéo rosea,
induzida por cada isolado, foi considerada o indicativo de maior ou menor produgdo. A
quantificacdo de AIA produzida, independente do isolado, foi determinada utilizando a equagéo
da curva de regressdo linear (R?= 0,86). A maxima producdo pdde ser observada apos 4 dias
de incubagio, com valor médio de 20,47 ug L (Figura 2).

Figura 2- Sintese de AIA por fungos solubilizadores de fosfato isolados de solo proximo a

raizes de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), ao longo de cinco dias de avaliacao.
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Fonte: Elaboragdo do autor.

A maior taxa de sintese de AIA foi produzida pelo isolado MA5, enquanto 0s menores

valores foram obtidos com os isolados MA2 e MF3 (Tabela 1).

Tabela 1- Sintese de &cido indol acético (AlA) por fungos solubilizadores de fosfato, isolados

de solo proximo a raizes de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes).

Solubilizadores de Sintese de AIA Solubilizadores de Sintese de AIA
fosfato (ug LY fosfato (ug LY
MA2 16,776 C £ 1,089 MF1 17971 B £ 1,073
MA5S 19,530 A +1,214 MF3 15,385 C £ 0,993
Valor de F 12,56 CV (%) 11,057

Nota: Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo difere entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
+ erro padrdo da média. "Significativo a 5%. CV (%) = coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaboracdo do autor.
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Como observado no presente trabalho, para os isolados de fungos de solo serem capazes
de produzir AlA, outros autores também relatam esta habilidade para fungos do solo, como
Trichoderma asperellum Q1, Trichoderma atroviride e Penicillium menonorum (BABU et al.,
2015; GRAVEL; ANTOUN; TWEDDELL, 2007; LEI; Ya-qg, 2015). A sintese de AIA pode ser
realizada a partir de diferentes vias, tendo o triptofano o precursor mais comum na sintese
microbiana. O triptofano pode ser naturalmente liberado em exsudatos das raizes de plantas e,
com isso, a maior parte do AIA encontrado na rizosfera vem da biossintese microbiana. A via
de biossintese independente de triptofano também tem sido detectada em outros
microrganismos, como por exemplo o Azospirilum (LEI; Ya-q, 2015; XIE et al., 2005). No
presente trabalho os isolados demonstram ter a via dependente de triptofano, ja que o mesmo
foi adicionado ao meio de cultura e ocorreu sintese de AIA, porém outros estudos sdo
necessarios para verificar se estes microrganismos também tém outras vias de biossintese deste
fitormonio.

Na avaliagédo qualitativa de citocinina e giberelina ndo foram detectadas influéncia dos
isolados no comprimento meédio de hipocétilo (Tabela 2). O isolado MF1 proporcionou maior
peso da massa fresca dos hipocotilos, enquanto que para peso da massa seca de hipocotilos
maior valor foi obtido pelo isolado MA2, MA5 e MF1.

Tabela 2- Comprimento médio de hipocotilos e peso da massa fresca e seca de hipocotilos de
rabanete inoculados com o sobrenadante de fungos solubilizadores de fosfato, isolados de solo

préximo a raizes de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes).

Solubilizadores Comprimento médio Peso fresco de Peso seco de
de fosfato de hipocotilos (cm) hipocétilos (g) hipocétilos (g)
MA2 0,896 A + 0,150 0,196 AB £ 0,005 0,016 A + 0,000
MADS5 0,869 A +0,120 0,204 AB + 0,005 0,016 A + 0,000
MF1 0,960 A 0,182 0,224 A £ 0,007 0,016 A + 0,000
MF3 0,742 A +£0,140 0,176 B £ 0,005 0,015 B + 0,000
Controle 0,824 A + 0,040 0,214 AB + 0,000 0,015 B + 0,000
Valor de F 1,09 2,35 1,00

CV (%) 12,81 8,26 7,80

Nota: Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo difere entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
+ erro padrdo da média. SN&o significativo. *Significativo a 5%. CV (% )= coeficiente de variacdo.
Fonte: Elaboragdo do autor.

Para peso da massa fresca de cotilédones ndo houve diferenca entre a inoculagdo dos
isolados, enquanto o maior peso de massa seca de cotilédones foi verificado para o isolado MA5

(Tabela 3). Contrariamente, a inoculagdo do isolado MF3 proporcionou menor peso da massa
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fresca e seca de hipocétilo e seca de cotilédones (Tabelas 2 e 3).

Tabela 3- Peso da massa fresca e seca de cotilédones de rabanete inoculados com o
sobrenadante de fungos solubilizadores de fosfato, isolados de solo proximo a raizes de

mangabeira (Hancornia speciosa Gomes).

Solubilizadores Peso fresco de cotilédones (g) Peso seco de cotilédones (g)

de fosfato

MA2 0,201 A + 0,003 0,143 D £ 0,000
MAS5 0,218 A £ 0,003 0,159 A + 0,000
MF1 0,220 A + 0,003 0,158 B + 0,000
MF3 0,219 A £ 0,008 0,147 C £ 0,000
Controle 0,208 A + 0,003 0,142 E + 0,000
Valor de F 0,459" 1,09"

CV (%) 8,44 6,05

Nota: Médias seguidas pela mesma letra, maitscula na coluna, ndo difere entre si a 5% de probabilidade pelo teste
de Tukey. * erro padrdo da média. "Néo significativo. *Significativo a 5%. CV (%) = coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaboragdo do autor.

O aumento do peso da massa dos cotilédones esta relacionado com isolados produtores
de citocinina e giberelina, enquanto o aumento comprimento dos hipocétilos esta relacionado
com isolados produtores de giberelina. Com isso, no presente trabalho, destacam-se os MA5 e
MF1 como possiveis produtores destes fitormonios, podendo ser indicados como inoculantes
de plantas ou sementes, visto que a producdo exogena de giberelina pode promover aumento
da germinacdo de sementes e crescimento de mudas (LEI; Ya-g, 2015)

Entre as enzimas extracelulares, todos os isolados fingicos mostraram resposta positiva
para amilase, mas foram negativos para celulase (Tabela 4). O MF1 foi positivo para catalase,

enguanto que apenas o isolado MF3 foi positivo para pectinase e protease.

Tabela 4- Avaliacdo qualitativa de producdo de amilase, catalase, celulase, pectinase, protease,
fosfatase e siderdforos, por fungos solubilizadores de fosfato, isolados de solo proximo a raizes

de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes).

Enzimas Extracelulares

Isolados Amilase Catalase Celulase Pectinase Protease Fosfatase Sideroforos
MAZ2 + - - - - + -
MAS + - - - - + -
MF1 + + - - - + -
MF3 + - - + + + -

Fonte: Elaboragdo do autor.
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As enzimas amilase, protease, pectinase e celulase podem ser originarias de
microrganismos, plantas e animais. Produzidas por bactérias ou fungos, as enzimas de origem
microbiana podem representar a mais ampla classe de enzimas aplicadas no ramo da
biotecnologia. Por sua vez, as enzimas pectinoliticas sdo produzidas em diferentes combinagdes
pelas plantas e por microrganismos como fungos, leveduras e bactérias, sendo utilizadas nas
indUstrias de sucos de frutas (GRIEBELER et al., 2015). Os isolados fungicos utilizados no
presente trabalho, apenas nao foram capazes de produzir a enzima celulase.

Tanto o isolado MF1 quanto o MF3 demonstraram producdo de diferentes enzimas
extracelulares (amilase, catalase, pectinase, protease e fosfatase). O mesmo foi relatado por
Sousa, Soares e Garrido (2008) em isolados de estreptomicetos que tiveram producdo das
enzimas amilase, catalase, celulase, quitinase, xilanase e lipase. Os isolados MA2 e MADS,
entretanto, produziram apenas duas enzimas cada um. Silva et al. (2011) tiveram maior indice
de relagdo enzimatica para protease e celulase em isolados de solo de sistemas agroflorestais.
Enquanto o Aspergillus nidulans mostrou ser produtor apenas de amilase (SOARES et al.,
2010). Alta atividade celulolitica de Trichoderma reesei QM9414 foi relatada por Basso, Gallo
e Basso (2010) e o mesmo foi constatado para Penicillium sp. (NAMEIRAKPAM;
PRABAKARAN; WAHAB, 2012).

Todos os isolados fingicos mostram resposta positiva para atividade de fosfatase
(Tabela 4). No entanto, estes ja haviam sido avaliados quanto a capacidade de solubilizacéo de
fosfato de aluminio (Al), célcio (Ca) e ferro (Fe) in vitro. Estes demonstram capacidade de
disponibilizar fosforo (P) por meio de duas vias, pela solubilizacdo de fosfato inorganico,
ocorrendo reducdo do pH (CABRAL, 2012) e pela mineralizacdo, devido a sintese de enzimas
fosfatases (&cida e basica), como observado no presente trabalho. A maior fonte de atividade
de fosfatase no solo é de origem microbiana, promovendo hidrolise de P de fontes organicas
(LEI; Ya-qg, 2015). A fosfatase acida esta relacionada com a utilizag&o de fosfatos organicos do
solo, que ndo podem ser facilmente assimilados pelas plantas, na sua forma organica (ITO et
al., 2015). Assim, as plantas liberam apenas a fosfatase acida, enquanto os microrganismos
podem produzir a 4cida e alcalina (PANDEY et al., 2008).

Com isso, os microrganismos demonstram grande participagdo no ciclo do P,
contribuindo para melhor nutricdo das plantas, sendo uma vantagem sua utilizacdo como
inoculantes, uma vez que o P é encontrado no solo nas formas organicas e inorganicas e apenas
pode ser assimilado pelas plantas na sua forma solivel. A forma inorganica ocorre como
fosfatos insollveis de Ca, Fe e Al, enquanto as formas organicas sdo derivadas da

decomposic¢édode de plantas, animais e microrganismos. Varios microrganismos sao conhecidos
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por serem solubilizadores de fosfato, disponibilizando as formas insoltveis de P por meio da
atividade metabdlica, quando exsudam &cidos organicos que acidificam o meio. Por outro lado,
as fosfatases sdo capazes de transformar formas organicas de P em formas inorganicas
disponiveis para as plantas (PANDEY et al., 2008). Portanto, os isolados utilizados neste
trabalho demonstram potencial na disponibilizacdo nas formas insollveis e de transformar
formas organicas em inorgénicas de P, promovendo maior crescimento das plantas e reduzindo
0 uso de fertilizantes fosfatados.

Para producéo de sideroforos, os isolados fungicos ndo demonstraram capacidade de
sintese deste composto, de acordo com o teste utilizado (Tabela 4), ndo dispondo desse método
para o controle de patégenos de plantas.

Diversos microrganismos podem ter maultiplos mecanismos de promocdo do
crescimento vegetal, como encontrado neste trabalho, onde os isolados fungicos demonstraram
diferentes mecanismos potenciais de promotores de crescimento vegetal (Tabelas 1 e 4). Na
literatura tal caracteristica foi relatada para outros organismos, como o fungo Discosia sp., que
tem como caracteristicas a solubilizacdo de fosfato, producéo de fitase, siderdforos e acido
indolacético (RAHI et al., 2009), enquanto Penicillium menonorum produz &cido indol acético,
siderdforos e solubiliza fosfato (BABU et al., 2015). O Trichoderma asperellum Q1 tém
habilidade de solubilizar fosfato organico e inorganico, com atividade de fosfatases e fitases,
além de AIA, &cido giberélico e abscisico em meio liquido sem indutores (LEI; Ya-q, 2015).
Sousa, Soares e Garrido (2008) observaram producdo das enzimas amilase, catalase, celulase,
quitinase, xilanase, lipase, AIlA, sider6foro e solubilizacdo de fosfato por isolados de
estreptomicetos.

O isolado MA5 mostrou maior sintese do fitormonio AIA (Tabela 1), enquanto MF1
proporcionou 0s maiores pesos da massa fresca de hipocotilo e seca de cotilédones de rabanete
(Tabela 2) e os MF1 e MF3 exibiram maior capacidade de producdo de diferentes enzimas
(amilase, catalase, pectinase e protease) (Tabela 4). Com isso, 0s isolados fungicos estudados
demonstraram caracteristicas de interesse como promotores de crescimento vegetal por
producdo de fitormonios, e poderiam ser indicados como inoculantes. Ademais, por terem
capacidade de producgéo de enzimas poderiam ser indicados para atuarem em processos como
biorremediacgéo, biodegradacéo, degradacdo de substancias recalcitrantes e como agentes de
controle de patdgenos de plantas.
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4 CONCLUSOES

A maior producéo de AlA foi detectada no isolado MAD5.

Os isolados MF1 e MAS proporcionaram maior crescimento de cotilédones e
hipocotilos de rabanete.

Os isolados MF1 e MF3 demonstraram maior capacidade de producdo de diferentes

enzimas.
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CAPITULO 2

ACLIMATIZACAO DE PLANTAS MICROPROPAGADAS DE MANGABEIRA

RESUMO: A aclimatizacdo € a etapa final e critica da micropropagacéo, devido a dificuldade
de readaptagdo das plantas ao ambiente ex vitro. A inoculagdo de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) e microrganismos edaficos que possuem a habilidade de estimular o
crescimento vegetal podem favorecer, na fase de aclimatizacdo, a formagdo mais precoce da
muda, com aumento da uniformidade e do crescimento das plantas, do sistema radicular e da
parte aérea. Dentre as arvores frutiferas nativas do cerrado, a mangabeira se destaca como uma
das mais promissoras para 0s programas de exploracdo sustentavel. Objetivou-se com este
trabalho avaliar o efeito de substratos, a necessidade de camara Umida, a inoculacdo de fungos
promotores do crescimento vegetal (FPCV) e do FMA Glomus clarum na aclimatizacdo de
plantas micropropagadas de mangabeira. Provenientes do terceiro subcultivo de segmentos
nodais, obtidas de sementes preestabelecidas in vitro, as plantas no ensaio (I) foram
aclimatizadas em cinco substratos (Bioplant®, solo, areia, areia + solo (1:1) e areia + solo +
vermiculita (1:1)), na auséncia ou presenca de camara Umida (copo plastico de 300 mL
colocados invertidos sobre as plantas), em vasos. No ensaio (Il), as plantas provenientes de
sementes preestabelecidas in vitro foram aclimatizadas em vasos, testando trés substratos
(Bioplant®, solo e areia + solo + vermiculita (1:1)), na auséncia ou presenca de camara imida
e quatro tratamentos de inoculacdo: FMA; FPCV; FMA + FPCV e controle. No ensaio (1), o
substrato Bioplant® associado a cAmara Umida foram os mais adequados, proporcionando os
maiores valores para todas as varidveis: porcentagem de sobrevivéncia e enraizamento das
plantas, comprimento médio da parte aérea, nimero médio de folhas, gemas, peso da massa
fresca e seca da parta aérea e do sistema radicular e comprimento médio da maior raiz. Enquanto
no ensaio (I1), a associagdo de camara imida com um dos substratos Bioplant® ou solo + areia
+ vermiculita e a inoculagdo com FMA, beneficiou a aclimatizacdo das plantas
micropropagadas. A co-inoculacdo de FMA + FPCV se destacou em condi¢gdo de umidade

relativa menor, ou seja, na auséncia de camara imida.

Palavras-chave: Hancornia speciosa Gomes. Micropropagacao. Cerrado. Substrato. Camara

umida. Solubilizacdo de fosfato. Fitorménio.
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1 INTRODUCAO

A aclimatizacdo € a fase da micropropagacdo considerada critica, pois envolve a
passagem da planta de uma condicdo in vitro (mixotréfica) para ex vitro (autotrdfica). Nesta
fase as plantas micropropagadas sdo suscetiveis ao estresse hidrico, devido a formacao
incompleta dos estdbmatos (ainda ndo funcionais) e ao pouco desenvolvimento da cuticula das
folhas. Da mesma forma, mostram baixa eficiéncia fotossintética, absorcdo de nutrientes e
defesa contra patdgenos e pragas (OLIVEIRA et al., 2010; SCHUCK et al., 2012; SILVA, L et
al., 2006) .

As plantas obtidas por meio da micropropagacdo sao sensiveis as variacfes externas,
exigindo cuidados durante seu manejo para que nao ocorram perdas. Estas sdo dependentes da
fertilidade do substrato, que devem garantir a manutencdo mecanica do sistema radicular,
estabilidade da planta, pH adequado, suprimento de agua, nutrientes e trocas gasosas entre as
raizes e o ar atmosférico (ROCHA et al., 2008; SANTOS et al., 2006; SOARES et al., 2009).

Uma das técnicas utilizadas para diminuir perdas de plantas é a inoculacdo de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) na fase de aclimatizacdo. Eles beneficiam o crescimento de
espécies arbdéreas em viveiro, por proporcionar maior crescimento, sobrevivéncia,
uniformidade e formacdo precoce da muda, protecdo contra estresses bidticos e abioticos,
melhor desenvolvimento do sistema radicular, parte aérea e estabelecimento de uma
comunidade rizosférica benéfica (ANZANELLO; SOUZA; CASAMALLI, 2011; SAMPAIO
FILHO et al., 2012; SILVA, M et al., 2006).

Como alternativa para estimular o enraizamento durante a etapa de aclimatizacdo, pode-
se utilizar microrganismos promotores do crescimento vegetal (MAFIA et al., 2005; SILVA et
al., 2006), que estdo relacionados a producdo de fitorménios como auxinas, citocinina e
giberelina, assim como de &cidos laticos, succinicos e sider6foros (FARRAG; ABEER;
DARWESH, 2011; ZHAO; ZHANG, 2015). A inoculacdo de microrganismos solubilizadores
de fosfato, aliados ou ndo a outros microrganismos benéficos do solo, pode incrementar ainda
mais o desenvolvimento vegetal (FREY-KLETT; GARBAYE; TARKKA, 2007).

A utilizacdo do substrato adequado durante a aclimatizacdo reduz a mortalidade e
influéncia as respostas das plantas dependendo de suas caracteristicas fisicas, quimicas e
biologicas. Ele pode aumentar a porcentagem de sobrevivéncia, enraizamento e crescimento
das mudas (MOREIRA et al., 2006; PEREIRA et al., 2005; SILVA et al., 2007), garantindo
gue as mudas cheguem ao setor produtivo de forma mais rapida e barata (OLIVEIRA; COSTA;
PEREIRA, 2008).
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Entre as arvores frutiferas nativas do cerrado, a mangabeira (Hancornia speciosa
Gomes) se destaca como uma das mais promissoras para programas de exploragdo sustentavel
e reflorestamento de areas degradadas. A incorporacdo da mangabeira em sistemas horticolas
tem sido proposta como um meio para contribuir a conservacao e, também, reduzir a pobreza
em areas em que estd frutifera é nativa e cresce satisfatoriamente (ANJOS et al., 2009;
CALDAS et al., 2009).

Seus frutos sdo consumidos in natura ou processados no preparo de geleias, sorvete,
licor, doce e sucos. O latex é utilizado na medicina tradicional e a madeira na carpintaria,
confeccdo de caixas e producdo de carvdo (ANJOS et al., 2009; BARROS et al., 2010;
ENDRINGER; PEZZUTO; BRAGA, 2009; FERREIRA et al., 2007; MARINHO et al., 2011;
SAMPAIO; NOGUEIRA, 2006; SANTOS et al., 2009). A borracha tem potencial de uso
industrial, com boas caracteristicas fisico-mecanicas, com aplicacBes comerciais, como
impermeabilizacéo de tecidos e confecgédo de bolas (MACHADO et al., 2004).

Apesar de ter grande potencial para exploracéo econdmica, a falta de informacdes sobre
essa cultura vem restringindo seu cultivo comercial, tornando seu aproveitamento limitado a
pequenos produtores e a exploracdo extrativista. Ademais, por suas mudas terem crescimento
lento, comum em arvores do cerrado, esta caracteristica reduz o interesse na propagacdo da
mangaba (SANTOS et al., 2010; SOARES et al., 2007; 2009). Suas sementes tém curta
longevidade, por serem recalcitrantes, sendo necessario que a semeadura aconteca logo ap6s a
extracao do fruto, além do seu mesocarpo ter acdo inibitoria sobre a germinacdo (BARROS et
al., 2010).

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito de substratos, necessidade de camara
Umida, inoculacdo de fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) e do FMA Glomus

clarum na aclimatizacdo de plantas micropropagadas de mangabeira.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

Frutos de mangabeira de diferentes formas, tamanhos e coloracfes foram coletados de
diferentes plantas de mangabeira (Figura 1), na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo da
UNESP - Universidade Estadual Paulista, Campus de Ilha Solteira-SP. A despolpa dos frutos
foi realizada manualmente, com o auxilio de peneira de aluminio malha n°® 55. As sementes
foram lavadas sob &gua corrente, para retirar o excesso de mesocarpo aderido e, em seguida,
imersas por 1 minuto em alcool 70 % (v/v) e 30 minutos em solucdo de cloro ativo (1 %),

seguido de triplo enxadgue com &gua destilada e autoclavada em camara de fluxo laminar.

Figura 1- Planta matriz de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) com frutos (A) e (B),
detalhe de suas flores (C), diferentes coloracGes e pigmentacdo dos frutos (D) e tamanho dos

frutos (E). Barra= 10 mm.

Fonte: Elaboragdo do autor.

2.2 ESTABELECIMENTO DE SEMENTES E MULTIPLICACAO in vitro

Para o estabelecimento in vitro, as sementes foram transferidas para tubo de ensaio (25
x 150 mm) contendo 20 mL de meio de cultivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
modificado para metade da concentragdo original dos sais (MS %2), 30 g L™ de sacarose e 3,5 ¢
L de agar. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,03 antes da autoclavagem. Os tubos contendo as

sementes foram mantidos em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 h, temperatura de 25 +
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3°C, umidade relativa de 45 a 46 % e radiagdo fotossintética ativa de 45 - 55 mmoL m?s™. Para
a fase de multiplicacdo, os explantes obtidos de sementes de mangabeira germinadas in vitro
foram transferidos para tubos de ensaio contendo 20 mL de meio de cultivo WPM (LLOYD;
McCOWN, 1980), modificado para metade da concentracdo original dos sais (WPM %2), 30 g
L de sacarose e 3,5 g L de agar. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,03 antes da autoclavagem e

0s tubos contendo os explantes foram mantidos em sala de crescimento.

Ensaio | — Aclimatizagdo de plantas de mangabeira em substratos e presenca e auséncia

de cdmara umida

Plantas de mangabeira provenientes do terceiro subcultivo de segmentos nodais,
contendo duas gemas laterais, obtidas de sementes preestabelecidas in vitro, sem raizes, foram
retiradas dos tubos e colocadas em bandeja contendo dgua destilada. Posteriormente, foram
transplantadas para vasos plasticos (10,2 x 7,8 x 7,8 cm; 415 mL) contendo 0s seguintes
substratos: Bioplant®, solo (Latossolo Vermelho Distroférrico), areia, areia + solo (1:1) e areia
+ solo + vermiculita (1:1), com caracteristicas quimicas, fisicas e nutricionais apresentadas na
Figura 2 e Tabelas 1, 2 e 3, em auséncia e presenca de camara Umida (copos plasticos

transparentes de 300 mL foram colocados invertidos sobre as plantas)

Figura 2- Plantas micropropagadas de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) aclimatizadas
em substratos: Bioplant® (A); Solo (B); Areia (C); Areia + Solo (D); Areia + Solo + Vermiculita
(E); Copos pléasticos como camara umida (F) e vasos com presenga ou auséncia de cAmara

Umida (G). Barra= 10 mm.

Fonte: Elaboracdo autor.
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Tabela 1- Caracteristicas quimicas dos substratos utilizados na aclimatizacdo de plantas de
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), em presencga ou auséncia de camara Umida, em casa

de vegetacdo.

P (resina) pH K Ca Mg H+Al SB CTC Vv

Substratos

gdm? mgdm3 mmolc dm=3........cooevrreninnen. %
Areia (A) 7,0 7,0 6,1 0,3 2,0 2,0 8,0 4,3 123 350
Solo (S) 40,0 24,0 6,2 3,9 76,0 28,0 22,0 1079 1299 83,0
A+S 21,0 19,0 6,2 2,4 50,0 20,0 15,0 72,4 874 83,0

A+S+Verm 16,0 16,0 6,6 1,8 30,0 56,0 12,0 87,8 99,8 88,0
Bioplant® 1150 217,0 6,0 15,4 67,0 71,0 22,0 1534 1754 87,0

Fonte: Elaboragdo do autor.

Tabela 2- Caracteristicas fisicas dos substratos utilizados na aclimatizacdo de plantas de

mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), em presenca ou auséncia de camara Umida, em casa

de vegetacéo.
Areia Silte Argila
Substratos
............................... gKO e,

Areia (A) 990 3 7
Solo (S) 489 163 348
Areia + Solo 780 56 164
Areia + Solo + Vermiculita 814 49 137

Fonte: Elaboragdo do autor.

Tabela 3- Caracteristicas nutricionais do substrato Bioplant® utilizado na aclimatizacdo de
plantas de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), em presenca ou auséncia de camara
Umida, em casa de vegetacdo.

N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn

Substrato

Bioplant® 55 45 20 86 54 83 22 20 18212 291 60

Fonte: Elaboragdo do autor.

Os vasos contendo as plantas foram mantidos em casa de vegetacdo, com irrigacéo
manual, duas vezes ao dia, com temperatura de 26 + 3 °C e umidade relativa de 30 a 35 %. Apos
60 dias os copos plésticos foram retirados, mas as plantas permaneceram nas mesmas condi¢es
descritas anteriormente. Ao final de 120 dias foi avaliado porcentagem de sobrevivéncia e
enraizamento das plantas, comprimento médio da parte aérea e maior raiz, nimero medio de

folhas, gemas, peso da massa fresca e seca de parte aérea e de raizes.
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O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 2 x 5
(auséncia ou presenca de cadmara Umida x substratos), com 20 repeti¢Ges cada tratamento, cada
uma constituida por um vaso com uma planta. Os dados numeéricos foram avaliados
estatisticamente, mediante a analise de variancia, testando as médias pelo teste Tukey (5 %),
utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2011).

Ensaio Il — Inoculacdo de fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) e do fungo

micorrizico arbuscular (FMA) Glomus clarum em plantas de mangabeira

Trés isolados de FPCV (MA2, MAS5 e MF3), pertencentes a colecdo do Laboratorio de
Microbiologia Agricola do Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde, GO foram obtidos de
solo proximo a raizes de plantas de mangabeira e mantidos em tubos de ensaio contendo meio
de cultura GL (glicose 10 g; extrato de levedura 2 g e agar 15 g), a 5 °C.

Preparou-se uma mistura dos trés isolados de FPCV, os quais foram cultivados em
erlenmeyer de 125 mL, separadamente, contendo meio liquido GL (glicose 10 g e extrato de
levedura 2 g) e incubados a 28 °C por 72 h. Para a contagem direta foram feitas diluigdes
sucessivas e plaqueamento nas diluicdes 10 e 10°, com 3 repeticdes e incubagio a 28 °C por
72 h. Os inoculantes foram padronizados para 108 ufc mL™ e misturados na relagdo 1:1 (v:v)
no momento da inoculacdo das mudas.

O inoculante micorrizico foi constituido por G. clarum, procedente da cole¢do do
Laboratdrio de Microbiologia do Solo da Universidade Federal de Lavras - MG, e doada a
UNESP- Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Engenharia, Campus de Ilha Solteira.

As plantas de mangabeira provenientes de segmentos nodais, do terceiro sub-cultivo,
obtidos de sementes preestabelecidas in vitro, foram aclimatizadas em trés substratos
(Bioplant®, solo e areia + solo + vermiculita (1:1)), em auséncia e presenca de camara umida
(copo plastico de 300 mL, colocado sobre as plantas nos vasos) e quatro tratamentos de
inoculagdo: FMA; FPCV; FMA + FPCV e controle (auséncia de inoculag&o).

A inoculacdo do FMA ocorreu no orificio de transplantio, com 3,3 g de inoculo de FMA
(10 esporos mL™* de solo). Para a inoculagdo dos FPCV, 1 mL de inoculante liquido da mistura
destes isolados, com 108 ufc mL, foi pipetado no colo de cada planta, ap6s o transplantio.

Os vasos plasticos (10,2 x 7,8 x 7,8 cm; 415 mL) contendo as plantas foram mantidos
em casa de vegetacdo, com irrigacdo manual duas vezes ao dia, no volume de 15 mL, com
temperatura de 26 = 3 °C e umidade relativa de 30 a 35 %. Apds 60 dias 0s copos plasticos

foram retirados e as plantas mantidas nas mesmas condi¢fes ambientais descritas
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anteriormente. Ao final de 120 dias elas foram avaliadas para porcentagem de sobrevivéncia,
enraizamento das plantas, comprimento médio da parte aérea, maior raiz, nUmero médio de
folhas, gemas, peso da massa fresca e seca da parte aérea e raizes e a relacdo peso da massa
seca das raizes/peso da massa seca de parte aérea (PMSR/PMSP),

O delineamento foi inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 2 x 3 x 4 (auséncia e
presenca de cAmara Umida x substratos x tratamentos de inoculacdo), com 20 repeti¢des cada
tratamento, cada uma constituida por um vaso com uma planta, totalizando 480 unidades
experimentais. Os dados numéricos foram avaliados estatisticamente, mediante a analise de
variancia, testando as médias pelo teste Scott-Knott (5 %), utilizando o software SISVAR
(FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinagdo in vitro das sementes de mangabeira com a emisséo da radicula ocorreu
entre 10 e 15 dias apos a transferéncia para o meio de cultivo (Figura 3A e 3B), seguido da
emissdo dos cotilédones foliares aos 20 dias (Figuras 3C, 3D e 3E). A emergéncia do epicotilo
aconteceu aos 30 dias (Figura 3F), tendo este coloracdo avermelhada, caracteristica também
descrita por Cabral et al. (2013) e Lédo et al. (2007). As plantas (Figura 3G e 3H) obtidas foram

mantidas in vitro para obtencdo de explantes.

Figura 3- Inicio da germinacdo das sementes de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) in
vitro (A), coloracdo vermelha do hipocétilo (B), inicio da emergéncia dos cotilédones foliares
(C e D), cotilédones totalmente emergidos (E), primeiras folhas emergidas e presenca de raizes

adventicias (F), planta com 60 dias de cultivo in vitro (G) e com coloragdo vermelha no caule,

caracteristica da espécie (H). Barra= 10 mm.
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Fonte: Elaborag&o do autor.

Ap6s o primeiro sub-cultivo, os cotilédones foram transferidos para tubos de ensaio
contendo meio de cultivo, para dar origem a novas brotac6es laterais (Figura 4 A). O mesmo
procedimento foi realizado por mais dois sub-cultivos (intervalo de 30 dias entre os sub-
cultivos). O nimero de brotacdes laterais foi de uma ou duas por cotilédones, sendo essas as
mais vigorosas (Figuras 4B, 4C e 4D). As plantas bem formadas, vigorosas, com coloracéo
verde-escura bem acentuada, caracteristica da espécie, contendo ou ndo formacdo de raizes

adventicias (Figuras 4E e 4F), foram escolhidas para a fase de aclimatizacéo.
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Figura 4- Cotilédones foliares de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) apds o primeiro
sub-cultivo (A), cotilédones com uma brotacdo lateral (B e C), cotilédones com duas brotacGes
laterais (D), plantas com presenca (E) e auséncia de raiz adventicia (F) aos 120 dias de cultivo

in vitro. Barra= 10 mm.

Fonte: Elaboracédo do autor.

Ensaio | — Aclimatizacdo de plantas de mangabeira em substratos em presenga e auséncia

de cAmara Umida.

O emprego da camara Umida foi essencial para garantir a sobrevivéncia e crescimento
das mudas nos diferentes substratos, exceto para o substrato solo (Tabela 4). Este exibiu tanto
a maior porcentagem de sobrevivéncia quanto de enraizamento na auséncia de camara Umida
(13,3 % para ambas).

Na presenca da cAmara umida, o Bioplant® e a areia + solo proporcionaram maior
sobrevivéncia de plantas (42,1 e 32,9 %, respectivamente), enquanto a maior porcentagem de
enraizamento (50,8 %) foi observada no Bioplant®. A areia, como substrato, na auséncia de
camara Umida, acarretou na perda de todas as plantas de mangabeira, devido a baixa retencéo

de agua.
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Tabela 4- Porcentagem de sobrevivéncia e enraizamento de plantas micropropragadas de
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) aclimatizadas em substratos, na presenga ou auséncia

de cAmara Umida.

Camara Umida

Substratos Auséncia Presenca Auséncia Presenca
Sobrevivéncia (%) Enraizamento (%)

Solo 13,3 Aa 9,8 Bb 13,3 Aa 6,6 Bb
Areia 0,0 Bb 13,3 Ba 0,0 Bb 13,3 Ba
Bioplant® 6,6 Bb 42,1 Aa 6,6 Bb 50,8 Aa
Areia + solo 6,6 Bb 32,9 Aa 6,6 Bb 29,7 Ba
Areia + solo + verm 6,6 Bb 16,5 Ba 6,6 Bb 16,5 Ba
Valor de F 244" 4,36"

CV (%) 92,27 84,38

Nota: Médias seguidas pela mesma letra, minascula na linha e maitscula na coluna, para cada varidvel, ndo diferem
entre si a 5% de probabilidade pelo teste Scott Knott. Verm= vermiculita. "Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente
de variagao.

Fonte: Elaboragdo do autor.

Na auséncia da camara umida, a perda de umidade pela planta € maior, culminando em
maior absorcdo desta, presente no substrato. Como o substrato solo armazena maior teor de
agua tende a compensar a maior perda de agua pela planta por meio da evapotranspiracao. 1sso
ocorre devido o substrato solo utilizado exibir alta microporosidade (Tabela 2), com os maiores
teores de silte e argila quando comparado aos outros, sendo esta a caracteristica responsavel
pela maior taxa de retencdo de agua (SUGUINO et al., 2011). Com isso as plantas de
mangabeira aclimatizadas utilizando substrato solo tiveram as melhores médias de crescimento
em condicgdes de teor de umidade baixo (auséncia de cdmara Umida).

Para porcentagem de sobrevivéncia, enraizamento, comprimento médio de parte aérea
e maior raiz, nimero médio de folhas, gema e peso da massa fresca e seca da parte aérea e raiz
das plantas ocorreu interacdo substratos x cdmara Umida (Tabelas 4, 5 e 6). Com a utilizacdo de
camara Umida as maiores porcentagens de sobrevivéncia das plantas de mangabeira ocorreram
na presenca de substratos com maior macroporosidade e menor capacidade de retencdo de dgua
como o Bioplant®e areia + solo (Tabelas 1 e 2).

Com a menor perda de agua na presenca da camara Umida, no substrato solo, em
decorréncia da sua maior capacidade de armazenamento de agua e, possivelmente, pela baixa
aeracao para as raizes e favorecimento da proliferacdo de fungos, constatou-se morte das mudas
ou comprometimento no enraizamento (Tabela 4). A maior porcentagem de enraizamento, com
formagéo de maior volume de raizes adventicias, foi obtida utilizando Bioplant® mais camara

umida (Figura 5).
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Tabela 5- Comprimento médio da parte aérea, nUmero médio de folhas, gemas e comprimento
médio da maior raiz de plantas micropropragadas de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes)

aclimatizadas em substratos, em presenca ou auséncia de cdmara umida, em casa de vegetacéo.

Camara Umida

Substratos Auséncia Presenca Auséncia Presenca
Comprimento médio da
parte aérea (cm)

Numero médio de folhas

Solo 2,12 Aa 1,15 Ba 2,00 Aa 0,87 Ba
Areia 0,00 Bb 3,50 Ba 0,00 Bb 3,75 Ba
Bioplant® 1,30 Ab 10,50 Aa 1,25 Ab 9,12 Aa
Areia + solo 0,90 Ab 4,80 Ba 0,50 Ab 5,25 Ba
Areia + solo + verm 0,97 Aa 2,86 Ba 2,50 Aa 3,37 Ba
Valor de F 517" 2,90

CV (%) 82,86 101,21

Comprimento médio da

Numero médio de gemas X )
maior raiz (cm)

Solo 4,50 Aa 2,25 Ba 4,02 Aa 1,08 Bb
Areia 0,00 Bb 13,00 Aa 0,00 Bb 2,77 Ba
Bioplant® 2,50 Ab 16,50 Aa 1,60 Bb 12,02 Aa
Areia + solo 1,00 Ab 11,75 Aa 0,00 Bb 5,76 Ba
Areia + solo + verm 5,00 Aa 6,25 Ba 1,92 Bb 4,63 Ba
Valor de F* 3,71" 3,69"

CV (%) 86,18 106,13

Nota: Médias seguidas pela mesma letra, minscula na linha e maiuscula na coluna, para cada variavel, ndo diferem
entre si a 5% de probabilidade pelo teste Scott Knott. verm= vermiculita. "Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente
de variago.

Fonte: Elaboragdo do autor.

As particulas com maior diametro que constituem um substrato sdo responsaveis pela
formacdo de poros maiores (macroporos), que sdo ocupados pelo ar e tem influéncia direta
sobre o crescimento das raizes, enquanto as particulas de menor diametro sdo responsaveis pela
formacéo de poros menores (microporos), que séo ocupados por agua (SCHUCK et al., 2012),
0 que justifica a diferenca dos resultados para porcentagem de sobrevivéncia e enraizamento
entre os substratos Bioplant® e solo, em presenca e auséncia de camara (imida (Tabela 4).

Para comprimento médio da parte aérea, numero médio de folhas e gemas, entre os
substratos, na auséncia de camara Umida, a areia foi inferior aos outros substratos, tendo
ocorrido morte de todas as plantas aclimatizadas de mangabeira neste substrato, enquanto os
demais substratos ndo diferiram entre si (Tabela 5). Para 0 comprimento da maior raiz, o
substrato solo proporcionou o maior valor. Utilizando cAmara imida, o Bioplant® proporcionou

as maiores médias para comprimento médio de parte aérea, nimero médio de folhas e
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comprimento médio da maior raiz. Para 0 niUmero médio de gemas, 0os maiores valores foram

observados para areia, Bioplant® e areia + solo.

Tabela 6- Peso da massa fresca e seca de parte aérea e raizes de plantas micropropragadas de
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) aclimatizadas em substratos, em presenca ou

auséncia de cdmara umida, em casa de vegetagao.

Camara Umida

Substratos Auséncia Presenca Auséncia Presenca
Massa fresca da .
parte erea () Massa fresca das raizes (g)
Solo 0,040 Aa 0,022 Ba 0,014 Aa 0,016 Ba
Areia 0,000 Aa 0,071 Ba 0,000 Aa 0,009 Ba
Bioplant® 0,028 Ab 0,730 Aa 0,007 Ab 0,395 Aa
Areia + solo 0,008 Aa 0,099 Ba 0,000 Aa 0,022 Ba
Areia + solo + verm 0,033 Aa 0,073 Ba 0,004 Aa 0,022 Ba
Valor de F 473" 479"
CV (%) 173,70 220,62
Massa seca da Massa seca das raizes (g)
parte aérea (g)
Solo 0,014 Aa 0,007 Ba 0,012 Aa 0,005 Ba
Areia 0,000 Aa 0,016 Ba 0,000 Aa 0,009 Ba
Bioplant® 0,009 Ab 0,231 Aa 0,004 Ab 0,126 Aa
Areia + solo 0,002 Aa 0,029 Ba 0,000 Aa 0,013 Ba
Areia + solo + verm 0,009 Aa 0,022 Ba 0,002 Aa 0,008 Ba
Valor de F 4.64" 5,317
CV (%) 182,09 179,14

Nota: Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e maiuscula na coluna, para cada varidvel, ndo diferem
entre si a 5% de probabilidade pelo teste Scott Knott. verm= vermiculita. *Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente
de variago.

Fonte: Elaboragdo do autor.

Figura 5- Formacdo de raizes em plantas micropropragadas de mangabeira (Hancornia
speciosa Gomes) aclimatizadas em Bioplant®, com presenca de camara Umida, em casa de

vegetacéo.

Fonte: Elaborcédo do autor.
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Os maiores valores médios, de comprimento médio da parte aérea, nimero médio de
folhas e gemas foram obtidos com os substratos areia, Bioplant® e areia + solo com a utilizagéo
da camara umida. Para comprimento médio da maior raiz apenas o substrato solo obteve menor
valor médio, na presenca de camara Umida. A formacéo do sistema radicular das plantas de
mangabeira foi influenciada pelos substratos e pela presenca ou auséncia de camara Umida
(Tabela 5). O principal efeito da utilizacdo do substrato adequado durante a fase de
aclimatizacdo é na formacdo de raizes, 0 que permitird, consequentemente, no aumento do
crescimento da parte aérea das plantas (COUTO; WAGNER JUNIOR; QUEZADA, 2003).

Para 0 peso da massa fresca e seca da parte aérea e raizes, ndo houve diferenca quando
na auséncia de cdmara Umida. Entre a presenca e auséncia de cdmara Umida, os maiores valores
para peso da massa fresca e seca da parte aérea e raizes foram observados no substrato
Bioplant®, com cAmara imida (Tabela 6).

Plantas de mangabeira no momento da aclimatizacdo tinham em média duas gemas e
nenhuma raiz (Figura 6A). As que foram aclimatizadas em auséncia de cAmara Umida, no
substrato areia, ndo sobreviveram. Em substrato solo tiveram maior formacdo de raizes
adventicias e de novas folhas expandidas (Figura 6B). Algumas plantas no substrato areia +
solo, ndo tiveram bom crescimento, com auséncia de formacéo de raizes, novas folhas e com
entrends longos, permanecendo com aspecto parecido ao dos explantes utilizados inicialmente
para a aclimatizacédo (Figuras 6A e 6C).

No substrato areia + solo + vermiculita ocorreu formacéo de brotacdes, menor nimero
de raizes adventicias, tendo uma unica raiz principal e formacdo de folhas expandidas (Figura
6D). No Bioplant®, as plantas exibiram grande nimero de raizes adventicias, formagéo de
folhas expandidas, com coloragdo avermelhada, caracteristica da espécie (Figura 6E).

As plantas de mangabeira mostraram maior crescimento na presenca de camara Umida,
enquanto que as cultivadas no substrato areia foram menores e de coloracdo verde clara, com
pigmentacdo vermelha nas folhas, duas raizes principais, sem formag&o de raizes adventicias
(Figura 6F). Em substrato solo, as folhas ficaram expandidas, com presenca de raizes
adventicias (Figura 6G). No tratamento com areia + solo elas mostraram-se estioladas, com
menor nimero de folhas expandidas, entrends longos e menor formacao de raizes (Figura 6H).
Na mistura areia + solo + vermiculita, com folhas expandidas, existiu formacdo de raizes
adventicias e entrenos curtos (Figura 61). No substrato Bioplant®, as plantas mostraram maior
formacéo de folhas expandidas grandes, entrenos curtos e grande volume de raizes adventicias
(Figura 6J).
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Figura 6- Plantas micropropragadas de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes)
aclimatizadas em substratos, em presenca e auséncia de cdmara Umida, em casa de vegetacao.
Explantes de mangaba utilizados para a aclimatizacdo (A). Substratos com auséncia de camara
umida: Solo (B); Areia + Solo (C); Areia + Solo + Vermiculita (D); Bioplant® (E). Substratos
com presenca de cdmra Umida: Areia (F); Solo (G); Areia + Solo (H); Areia + Solo +

Vermiculita (1) e Bioplant® (J). Barra= 10 mm.

Fonte: Elaboragéo do autor.

Para todas as variaveis avaliadas, no substrato Bioplant® foram verificados os maiores
valores quando associado a cadmara Umida. Esses resultados podem estar relacionados com a
maior exigéncia de umidade pelas mudas de mangabeira, uma vez que as plantas
micropropagadas sdo muito sensiveis a desidratacdo durante a aclimatiza¢do. Alguns autores
citam que a transferéncia das condigdes in vitro com elevada umidade, para ex vitro com baixa
umidade, entre outros fatores, resulta em perdas de plantas, devido ao dessecamento e ao menor
crescimento das que sobrevivem (BRAGA et al., 2011; MOREIRA et al., 2006; ROCHA et al.,
2009). Tal resultado foi observado por Lima et al. (2007) que, trabalhando com Mentha viridis,
onde as microestacas da espécie foram mantidas em casa de vegetagdo com 70% de umidade
relativa do ar, e relatada por Locatelli,Vitovski e Lovato (2002), que mantiveram mudas de
macieira durante a aclimatizacdo sob alta umidade relativa do ar, proximo a 100%.

Desta forma, para a aclimatizacdo de plantas micropropagadas de mangabeira, 0
substrato Bioplant® na presenca de camara umida foi o mais adequado, proporcionando os
maiores comprimentos médio da parte aérea, nimero médio de folhas, gemas, massa fresca e

seca de parta aérea e raizes, comprimento médio da maior raiz, porcentagem de sobrevivéncia
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e enraizamento. Estes resultados, possivelmente, devem-se ao fato do substrato ter
caracteristicas fisicas (maior macroporosidade) e quimicas (matéria organica e nutrientes)

adequadas para o crescimento e desenvolvimento de mudas.

Ensaio Il — Inoculacéo de fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) e do fungo

micorrizico arbuscular (FMA) Glomus clarum em plantas de mangabeira

A porcentagem de sobrevivéncia, enraizamento e a relagdo PMSR/PMSP das mudas de
mangabeira foi influenciada pelo tipo de substrato e pela interacdo camara imida. x tratamentos
de inoculagdo (Tabelas 7 e 8). O Bioplant® foi o substrato que proporcionou a maior
porcentagem de sobrevivéncia, enquanto que para porcentagem de enraizamento e para a
relagdo PMSR/PMSP as melhores médias foram verificadas para os substratos Bioplant®e solo
+ areia + vermiculita (Tabela 7).

O melhor desempenho das mudas no Bioplant® e solo + areia + vermiculita, pode ser
elucidado pela maior porcentagem de enraizamento nestes substratos (Tabela 7). A alta
porosidade dos substratos deve ter favorecer o enraizamento das mudas, proporcionando
sistema radicular mais ramificado, parte aérea com emissdo de novas folhas e expansdo das
existentes (LOPES et al., 2008). O Bioplant® apresentou um ganho de 196, 193 e 300 % na
sobrevivéncia das mudas, enraizamento e relacdo massa seca de raizes/massa seca de parte
aérea, respectivamente, comparado ao substrato solo. Tal resultado deve-se ao fato de substratos
formados por um Unico material ndo ter suficientes espacos de aeracdo associado a elevada
capacidade de retencdo de &gua, caracteristicas necessarias para a aclimatizacdo de plantas

micropropagadas (Tabela 7).

Tabela 7- Porcentagem de sobrevivéncia, enraizamento e relacdo peso da massa seca das
raizes/peso da massa seca da parte aérea (PMSR/PMSP) de mudas micropropagadas de

mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), aclimatizadas em substratos, em casa de vegetacao.

Substratos Sobrevivéncia (%) Enraizamento (%) PMSR/PMSP
Solo 9,4C 25,0B 0,13B
Bioplant® 27,8 A 73,4 A 0,52 A
Solo + areia + verm 192 B 61,1 A 0,48 A
Valor de F 10,73" 8,03" 3,15"
CV (%) 60,9 67,1 53,0

Nota: Médias seguidas pela mesma letra mailscula entre substratos na coluna, para casa variavel, ndo diferem
entre si a 5% de probabilidade pelo teste Scott Knott. verm.=vermiculita. "Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente
de variacéo.

Fonte: Elaboracdo do autor.
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Os produtores, usualmente, utilizam uma mistura de substratos durante a aclimatizagéo,
ou um substrato comercial, devido sua uniformidade de composicdo quimica, fisica e
capacidade de retencdo de agua (SCHUCK et al., 2012; SKREBSKY; NICOLOSO;
MALDANER, 2006). Além disso, o substrato solo utilizado foi peneirado, o que levou a quebra
dos seus agregados, diminuindo seus macroporos. Resultados semelhantes durante esta fase
foram relatados para mudas de jenipapeiro (Genipa americana L.), onde a maior porcentagem
de sobrevivéncia foi obtida em substrato organico (50 %) (ROCHA et al., 2008). Entretanto,
para plantas de mirtileiro, a mistura de substratos vermiculita expandida de granulometria
média + serragem curtida de Pinus e Plantmax + vermiculita expandida de granulométria média
foram os mais adequados para maior enraizamento ex vitro (PELIZZA et al., 2012).

Entre auséncia e presenca de cAmara Umida, a maior porcentagem de sobrevivéncia das
mudas foi com a inoculacdo isolada de FMA e FPCV utilizando camara Umida. O maior
enraizamento, no entanto, foi proporcionado com a inoculacdo de FMA e no tratamento
controle, com presenca de cdmara Umida (Tabela 8). Entre os tratamentos de inocula¢do, em
auséncia de camara umida ocorreu maior porcentagem de sobrevivéncia e enraizamento com a
co-inoculacdo FMA + FPCV (Figura 7A e 7B). Entretanto, em presenca de cdmara Umida, a
inoculagéo isolada do FMA proporcionou uma maior sobrevivéncia e enraizamento das mudas
(Tabela 8).

Tabela 8- Porcentagem de sobrevivéncia e enraizamento de mudas micropropagadas de
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), aclimatizadas em auséncia ou presenca camara
Umida e tratamentos de inoculacdo com fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) e

fungo micorrizico arbuscular (FMA) Glomus clarum, em casa de vegetacao.

Camara Umida

Inoculacéo Auséncia Presenca Auséncia Presenca
Sobrevivéncia (%) Enraizamento (%)

FMA 10,0 Bb 35,0 Aa 33,3Bb 100,0 Aa
FPCV 10,0 Bb 23,6 Ba 50,0 Ba 52,4 Ba
FMA + FPCV 20,0 Aa 27,5 Ba 62,5 Aa 66,7 Ba
Controle 5,0 Ba 10,0 Ca 16,7 Cb 33,3 Ca
Valor de F 3,417 4,25"

CV (%) 60,8 67,1

Nota: Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e maitscula na coluna, para casa variavel, nao diferem
entre si a 5% de probabilidade pelo teste Scott Knott. *Significativo a 5%. CV (%) = coeficiente de variagéo.
Fonte: Elaboragdo do autor.
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Figura 7- Plantas de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) aclimatizadas em auséncia de
camara umida, diferentes substratos e inoculagéo de fungos promotores do crescimento vegetal
(FPCV) e do fungo micorrizico arbuscular (FMA) Glomus clarum, em casa de vegetacao.
Substratos Bioplant® + FMA + FPCV (A); Solo + Areia + Vermiculita + FMA + FPCV (B).

Barra= 10 mm.

Fonte: Elaboragdo do autor.

Corroborando com os resultados obtidos no presente trabalho, a inoculagdo de FMA,
além de assegurar uma rapida formacao e melhor desenvolvimento do sistema radicular em
mudas micropropagadas de macieira, mostrou-se benéfica na formacdo do sistema radicular,
proporcionou maior crescimento e producao de mudas com potencial para estabelecimento em
viveiro ou campo (AKAR-KACAR et al., 2010; ZEMKE et al., 2003). A inoculagédo do FMA
Gigaspora margarita durante a fase de aclimatizagdo proporcionou maior crescimento de
mudas de bananeira (LINS; TRINDADE; ROCHA, 2003; TRINDADE; LINS; MAIA, 2003).

Glomus mosseae aumentou a taxa de sobrevivéncia de mudas aclimatizadas de jambu
(Spilanthes acmella), gerando maior crescimento da parte aérea, numero de brotaces, folhas
por planta e maior area foliar. Mudas micropropagadas de citrus inoculadas com esse fungo
exibiram maior taxa fotossintética, transpiracéo e condutancia estomatica (WU; ZOU; WANG,
2011; YADAV; SINGH; AGGARWAL, 2012).

A inoculagéo de outros microrganismos promotores de crescimento vegetal durante a
aclimatizacdo de mudas micropropagadas também é benéfica, como pode ser observado com a
inoculagdo de Azospirillum brasilense, Bacillus megaterium e Klebsiella pneumoniae em
mudas de tamareira (Phoenix dactylifera), que proporciona aumento no crescimento e
sobrevivéncia das mudas (FARRAG; ABEER; DARWESH, 2011).
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Durante a aclimatizacéo de trés frutiferas (ameixa Mr.S 2/5 (Prunus cerasifera x P.
spinosa), hibrido GF 677 (Prunus persica x P. amigdalus) e macd MM 106 (NorthenSpy x M1),
ainoculacéo de A. brasilense Sp245 promoveu maior crescimento das mudas (VETTORI et al.,
2010). A inoculacdo de plantas de gengibre vermelho (Alpinia purpurata) durante a
aclimatizacdo com Azospirillum sp. e Azotobacter sp. aumentou a taxa de sobrevivéncia, o
didmetro de caule, a massa seca de raiz e 0 nimero de brotacdes das plantas (OVANDO-
MEDINA et al., 2007).

A co-inoculacdo FMA + FPCV, no presente trabalho, foi benéfica na auséncia de camara
Umida, em ambiente com baixa umidade, demonstrando que a co-inoculagdo auxilia na
adaptacdo de mudas de mangabeira a estresses ambientais (Figura 7A e 7B). Com isso, a
inoculacdo do FMA em conjunto com outros microrganismos pode assegurar o estabelecimento
da micorriza e aumentar os beneficios desta associa¢do (LOCATELLI; VITOVSKI; LOVATO,
2002). Como observado por Oliveira et al. (2010), a inoculacdo de Bacillus pumilus associada
com Glomus etunicatum + G. margarita estimulou a colonizagdo micorrizica de gengibre-
magnifico (Zinger spectabile). Mudas micropropagadas de banana inoculadas com Glomus
manihotis + Bacillus spp. apresentaram maior massa fresca e seca de parte aérea e comprimento
médio de parte aérea, area foliar (RODRIGUEZ-ROMERO; GUERRA; JAIZME-VEJA,
2005).

Para comprimento medio de parte aérea, nimero médio de folhas, gemas, comprimento
médio da maior raiz, massa fresca de parte aérea e raizes houve influéncia da auséncia e
presenca de cdmara Umida e substratos. Plantas de mangabeira aclimatizadas na presenca de
camara Umida tiveram maior comprimento médio de parte aérea, nimero médio de folhas,
gemas, comprimento médio da maior raiz, massa fresca de parte aérea e raizes (Tabela 9).

Tal resultado pode ser explicado, devido a perda de agua de plantas produzidas in vitro
ser um dos principais fatores negativos envolvidos na aclimatizagdo, sendo necessario manter
a umidade alta e a temperatura amena no inicio do processo de aclimatiza¢do, com o uso da
camara imida. Esta mantém a umidade relativa do ar alta diminuindo a taxa de transpiragédo das
folhas, pois umidades inferiores a 50% podem resultar em altos niveis de transpiracdo, causando
estresse hidrico as plantas (ROCHA et al., 2008; SCARANARI; LEAL; PELLEGRINO, 2008)

Quanto ao tipo de substrato, os maiores valores médios para comprimento médio de
parte aérea, nimero médio de folhas e gemas foram obtidos no Bioplant® e solo + areia +
vermiculita, ndo ocorrendo beneficio do substrato solo para o crescimento das plantas
micropropagadas de mangabeira. Para comprimento médio da maior raiz, massa fresca de parte

aérea e raizes, o substrato Bioplant® proporcionou os maiores valores médio (Tabela 10).
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Tabela 9- Comprimento médio de parte aérea, nimero médio de folhas, gemas, comprimento
médio da maior raiz, peso da massa fresca da parte aérea e raizes de mudas micropropagadas
de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), aclimatizadas em presenca ou auséncia de camara

umida, em casa de vegetacdo.

A o Comprimento médio de NUmero médio NUmero médio
Camara umida .
parte aérea (cm) de folhas de gemas
Auséncia 2,01B 1,81 B 4,11B
Presenca 3,55 A 3,83A 7,26 A
Valor de F 9,20" 10,01" 9,73"
CV (%) 66,65 82,26 64,44
Comprimento médioda  Peso da massa fresca  Peso da massa fresca
maior raiz (cm) da parte aérea (Q) das raizes (g)
Auséncia 2,56 B 0,03B 0,01B
Presenca 4,85 A 0,08 A 0,07 A
Valor de F 5,53" 9,27" 4,79
CV (%) 95,5 103,8 143,3

Nota: Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna, para casa varidvel, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste Scott Knott. "Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente de variagio.
Fonte: Elaboragdo do autor.

Tabela 10- Comprimento médio de parte aérea, nimero médio de folhas, gemas, comprimento
médio da maior raiz, peso da massa fresca da parte aérea e raizes de mudas micropropagadas

de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), aclimatizadas em substratos.

Comprimento médio de Ndmero médio Ndmero médio
Substratos )
parte aérea (cm) de folhas de gemas
Solo 1,26 B 1,25B 250B
Bioplant® 397 A 387 A 727 A
Solo + areia + verm 2,89 A 3,17 A 6,94 A
Valor de F 9,40" 5,74 8,77"
C.V (%) 66,65 82,26 64,44
Comprimento médio da  Peso da massa fresca  Peso da massa fresca
maior raiz (cm) da parte aérea (g) das raizes (g)
Solo 1,59 B 0,02B 0,01B
Bioplant® 5,50 A 0,09 A 0,09 A
Solo + areia + verm 3,72B 0,05B 0,02B
Valor de F 5,29" 4,76" 3,42"
CV (%) 95,45 103,78 143,26

Nota: Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna, para casa varidvel, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste Scott Knott. Verm= vermiculita. "Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente de variag&o.
Fonte: Elaboragdo do autor.

As plantas de mangabeira aclimatizadas em presenga de camara umida, utilizando o

substrato Bioplant®, mostraram formacdo de raizes adventicias e folhas expandidas (Figura
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8A). Em Bioplant® com inoculacdo do FMA, as plantas exibiram maior formagdo de raizes
adventicias e folhas expandidas, quando comparadas com a aclimatizagdo nesse substrato sem
a inoculacdo (Figura 8B). No Bioplant® as plantas inoculadas com FPCV mostraram o menor
comprimento de parte aérea, com formacéo de folhas expandidas, porém maior formacéo de
raizes adventicias e volume destas (Figura 8C). No entanto, as plantas aclimatizadas em
Bioplant®, inoculadas com FMA + FPCV, apresentaram as caracteristicas descritas

anteriormente, porém com menor formacao e volume de raizes adventicias (Figura 8D).

Figura 8- Plantas de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) aclimatizadas em presenca de
camara Umida, substratos e inoculadas com fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV)
e fungo micorrizico arbuscular (FMA) Glomus clarum, em casa de vegetacdo. Substrato
Bioplant® (A); Bioplant® + FMA (B); Bioplant® + FPCV (C); Bioplant® + FMA + FPCV (D);
Solo + areia + vermiculita (E); Solo + areia + vermiculita + FMA (F); Solo + areia + vermiculita
+ FPCV (G) e Solo + areia + vermiculita + FMA + FPCV (H). Barra= 10 mm.

Fonte: Elaboragdo do autor.

Em solo + areia + vermiculita, as plantas obtidas eram menores, com folhas expandidas
e nimero reduzido de raizes adventicias (Figura 8E). As plantas aclimatizadas em solo + areia
+ vermiculita + FMA continham folhas expandidas menores com pigmentacdo vermelha e

formagcdo de raizes (Figura 8F), enquanto em solo + areia + vermiculita + FPCV, as plantas
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eram parecidas com as descritas anteriormente, porém o volume de raizes formadas era menor
(Figura 8G). Em solo + areia + vermiculita + FMA + FPCV, as plantas tinham menor
comprimento medio de parte aérea, numero reduzido de folhas expandidas e volume de raizes
adventicias (Figura 8H).

As mudas micropropagadas de mangabeira foram beneficiadas com a utilizagdo do
substrato Bioplant® e cAmara Umida durante a fase de aclimatizagdo, apresentando maior
porcentagem de sobrevivéncia, enraizamento e crescimento das plantas. A inoculacdo de FMA
também favoreceu a porcentagem de sobrevivéncia e enraizamento das mudas, sendo que em
condigdes de teor de umidade baixo, sem cdmara Umida, a co-inoculacdo FMA + FPCV
favoreceu a adaptacao das plantas de mangabeira a condi¢des adversas.
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4 CONCLUSOES

A aclimatizacdo de plantas micropropagadas de mangabeira é favorecida com a
utilizagdo do substrato Bioplant® e cAmara imida. O substrato solo proporciona maior beneficio
as plantas durante a aclimatizacdo em condi¢bes de baixo teor de umidade relativa, ou seja,
auséncia de cdmara umida.

A utilizacdo de cAmara Umida, os substratos Bioplant® e solo + areia + vermiculita e a
inoculacdo isolada de FMA proporciona maior beneficio para aclimatizacdo de plantas
micropropagadas de mangabeira. A co-inoculacdo de FMA + FPCV se destaca na auséncia de

camara Umida, ou seja, em condi¢do de umidade relativa menor.
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CAPITULO 3

SUBSTRATOS, CAMARA UMIDA E FUNGOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO
VEGETAL NA ACLIMATIZACAO DE PLANTAS MICROPROPAGADAS DE
MANGABEIRA

RESUMO: A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) se destaca entre as arvores frutiferas
nativas do cerrado como uma das mais promissoras para exploracdo sustentavel. A
aclimatizacdo é a etapa final da micropropagacéo, porém € uma fase critica devido a dificuldade
de readaptagdo das plantas ao ambiente ex vitro. A inoculacdo de fungos promotores do
crescimento na fase de aclimatizacdo favorece a formacdo mais precoce da muda, maior
crescimento das plantas, aumento da uniformidade do material obtido e maior desenvolvimento
do sistema radicular e da parte aérea. Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito de
diferentes substratos, tipos de cAmara Umida (copo e saco plastico) e inoculagdo ex vitro de
fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) em mistura e do fungo micorrizico
arbuscular (FMA) Glomus clarum na aclimatizacdo de plantas micropropagadas de mangabeira.
Para ambos o0s ensaios, as plantas micropropagadas foram provenientes do terceiro subcultivo
de segmentos nodais, obtidos de sementes preestabelecidas in vitro. No ensaio (1), estas foram
aclimatizadas em cinco substratos (Bioplant®, solo, areia, areia + solo (1:1) e areia + solo +
vermiculita (1:1:1)), com dois tipos de camara umida: copo plastico e saco plastico, em vasos.
Enquanto que no ensaio (I1), foram aclimatizadas no substrato Bioplant® que recebeu quatro
tratamentos de inoculagdo: FMA, FPCV, FMA + FPCV e controle ndo inoculado. O substrato
Bioplant® e 0 saco plastico como cdmara Umida s&o os mais adequados para a aclimatizagio de
plantas de mangabeira por possibilitar maior porcentagem de sobrevivéncia de plantas, peso da
massa seca das folhas, caule, raiz e relacdo peso da massa seca das raizes/peso da massa seca
da parte aérea. A inoculacdo de FPCV proporcionou a maior porcentagem de sobrevivéncia das
plantas durante a aclimatizacdo, enquanto a co-inoculagdo FMA + FPCV promoveu maior

crescimento das plantas aclimatizadas de mangabeira.

Palavras-chave: Frutiferas do cerrado. Producdo de mudas. Hancornia speciosa Gomes.

Micorriza arbuscular. Fitormoénio.
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1 INTRODUCAO

A necessidade de um grande numero de mudas de alta qualidade e baixo valor de
producdo, para instalacdo de pomares, requer o uso de métodos intensivos de propagacdo. A
micropropagacéo utilizando técnicas de cultura de tecidos é a alternativa mais empregada com
a finalidade de obter um grande nimero de plantas uniformes, independente da época do ano.
Ela é importante na propagacdo de diferentes espécies que, assim como a mangabeira,
apresentam baixa taxa de germinagdo (LEDO et al., 2007; SOARES et al., 2007a).

Plantas micropropagadas, porém, quando aclimatizadas, sofrem com a adaptacdo ao
ambiente ex vitro, sendo as perdas de plantas devido a transferéncia das condiges in vitro para
casa de vegetacdo. Como neesta etapa necessitam ativar a fotossintese e a absorcdo de agua e
nutrientes, ficam mais suscetiveis ao deficit hidrico (OLIVEIRA et al., 2010). Assim, 0 Sucesso
da etapa de aclimatizacéo depende da eficiéncia do enraizamento.

Como alternativa para estimular o enraizamento durante a etapa de aclimatizacdo pode
ser utilizado microrganismos promotores do crescimento vegetal, como por exemplo,
solubilizadores de fosfato, ou os relacionados a producdo de fitormdnios, como auxinas,
giberelinas, citocininas, &cidos laticos e succinicos (GRAVEL; ANTOUN; TWEDDELL,
2007; MAFIA et al., 2005; SILVA et al., 2006; RADWAN; MOHAMED,; REIS, 2004).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), por meio da associa¢do simbidtica, sdo
amplamente reconhecidos pelos diversos efeitos positivos proporcionados as plantas. Eles
auxiliam no crescimento em decorréncia do aumento da area de solo explorada pelas raizes,
promovendo maior absorcdo de nutrientes por parte da planta (LIMA et al.,, 2006),
especialmente do fésforo (P), aumentando a tolerancia a estresses bi6ticos e abidticos. O uso
destes microrganismos em de mudas de espécies arbOreas em viveiro, pode beneficiar o
desenvolvimento, maximizando sua capacidade de estabelecimento em campo (ANZANELLO;
SOUZA; CASAMALLI, 2011; MATOS; SILVA; BRASIL, 2002).

Durante a aclimatizacdo, o substrato adequado reduz a mortalidade das plantas, mas a
resposta das plantas pode ser influenciar mediante suas caracteristicas (MOREIRA et al., 2006;
PEREIRA et al., 2005; SILVA et al., 2007). Suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas
podem facilitar ou limitar a sobrevivéncia, formacdo de novas raizes e 0 consequente
crescimento das plantas (OLIVEIRA; COSTA; PEREIRA, 2008). Desta forma, podem
contribuir significativamente para que as mudas micropropagadas cheguem ao setor produtivo
de forma mais rapida e barata.

Entre as arvores frutiferas nativas do cerrado, a mangabeira (Hancornia speciosa
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Gomes) se destaca como uma das mais promissoras para 0s programas de exploracéo
sustentavel. A incorporacdo da mangabeira em sistemas de horticultura tem sido proposta como
um meio para contribuir para a sua conservacao e, também, reduzir a pobreza em areas em que
esta frutifera é nativa e cresce satisfatoriamente. Apesar de ter grande potencial para exploracdo
econOmica, a falta de informacdes sobre esta cultura vem restringindo seu cultivo comercial,
tornando o seu aproveitamento limitado a pequenos produtores e a exploragdo extrativista
(COSTA et al., 2005; SANTOS et al., 2010; SOARES et al., 2007a; 2009).

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito de diferentes substratos, tipos de cAmara
umida (copo e saco plastico) e inoculacéo ex vitro de fungos promotores do crescimento vegetal
(FPCV) em mistura e do FMA Glomus clarum na aclimatizacdo de plantas micropropagadas

de mangabeira.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal utilizado foi retirado de frutos de diferentes plantas de mangabeira
coletados na Fazenda Gameleira, municipio de Montes Claros de Goias-GO. Apos a despolpa
manual, as sementes foram desinfestadas superficialmente, permanecendo 1 min em alcool 70
% (v/v) e 30 min em solucéo de cloro ativo (1 %). O triplo enxague foi realizado em camara de
fluxo laminar com agua destilada e autoclavada, e elas foram transferidas, uma a uma, para tubo
de ensaio (25 x 150 mm) contendo 20 mL de meio de cultivo MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) modificado para a metade da concentracdo original dos sais (MS %), mais vitaminas, 30
g L de sacarose e 3,5 g L de 4gar (Dinamica®).

O pH foi ajustado para 5,7 £ 0,03 antes da autoclavagem. Apds inoculacdo, as sementes
foram mantidas sob fotoperiodo de 16 h, temperatura de 23 £ 3 °C, umidade relativa de 45 a 46
% e radiaco fotossintética ativa de 45 - 55 umol m? s, permanecendo para fornecer explantes

preestabelecidos in vitro.

2.2 PRE-ACLIMATIZACAO DE PLANTAS DE MANGABEIRA

Para a pré-aclimatizacdo as plantas foram transferidas para frascos (12 x 5 cm) contendo
25 mL de meio de cultivo WPM (LLOYD; MCCOW, 1980), modificado para a metade da
concentragéo original dos sais (WPM %), mais vitaminas, 30 g L de sacarose e 3,5 g L de
agar. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,03 antes da autoclavagem. Em cada frasco foi adicionado
cinco plantas, as quais foram mantidas em sala de crescimento, com descrito no item 2.1.

Apos 20 dias, os frascos foram transferidos para arméario com radiacdo fotossintética
ativa de 120 pmol m2 s, fotoperiodo de 16 h, com temperatura de 27 + 3 °C e umidade relativa
de 48 a 50 % (Figura 1A). As tampas de polipropileno dos frascos foram inicialmente
destravadas, posteriormente deixadas semiabertas e, em seguida, retiradas, tendo 24 h entre
cada etapa deste procedimento (Figuras 1B a 1E).

As plantas apds esse periodo foram removidas do meio de cultivo (Figura 2A e 2B),

colocadas em bandeja contendo agua destilada e as raizes existentes retiradas.
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Figura 1- Pré-aclimatizacdo de plantas micropropagadas de mangabeira. Frascos com plantas
de mangabeira no armério (A), com as tampas destravadas (B), com tampas semi-abertas (C),

tampa dos frascos retirada (D) e frascos sem as tampas de polipropileno (E).

Fonte: Elaboracdo do autor.

Ensaio | — Aclimatizacéo de plantas de mangabeira em substratos e cAmara Umida

As plantas foram transplantadas para vasos plasticos (10,2 x 7,8 x 7,8 cm; 415 mL)
contendo os seguintes substratos: Bioplant®, solo, areia, areia + solo (1:1), areia + solo +
vermiculita (1:1:1), com caracteristicas quimicas, fisicas e quimicas descritas nas Tabelas 1, 2
e 3, e submetidas a dois tipos de camara Umida: copo plastico transparente de 300 mL colocados
sobre as plantas e saco plastico de 1 L envolvendo o vaso (Figura 2C e 2D).

Ao final de 120 dias foi avaliado porcentagem de sobrevivéncia, comprimento médio
da parte aérea, maior raiz, entrends, nimero médio de folhas, gemas, entrends, diametro médio
de caule, volume de raiz, peso da massa fresca e seca das folhas, caule, raiz, parte aérea, total e
peso da massa seca das raizes/ peso da massa seca da parte aérea (PMSR/PMSP), area foliar e
razdo da area foliar.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 2 x 5 (tipo
de camara Umida x tipos de substratos), com 20 repeticGes cada tratamento, cada uma

constituida por um vaso com uma planta. Os dados numéricos foram avaliados estatisticamente,
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mediante a analise de variancia, testando as médias pelo teste Tukey (5%), utilizando o software
SISVAR (FERREIRA, 2011).

Tabela 1- Caracteristicas quimicas dos substratos utilizados na aclimatizacdo de plantas de
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), em presenga ou auséncia de camara Umida, em casa

de vegetacéo.

P (resina) pH K Ca Mg H+Al SB CTC Vv

Substratos

gdm? mgdm3® mmole dm3.......ccccooviirrnn, %
Areia (A) 7,0 7,0 6,1 0,3 2,0 2,0 8,0 4,3 123 350
Solo (S) 40,0 24,0 6,2 3,9 76,0 28,0 220 1079 1299 83,0
A+S 21,0 19,0 6,2 2,4 50,0 20,0 15,0 72,4 87,4 83,0
A+S+Verm 16,0 16,0 6,6 1,8 30,0 56,0 12,0 87,8 99,8 88,0

Bioplant® 1150 217,0 6,0 15,4 67,0 71,0 220 1534 1754 87,0

Fonte: Elaborag&o do autor.

Tabela 2- Caracteristicas nutricionais do substrato Bioplant® utilizado na aclimatizacio de
plantas de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), em presenca ou auséncia de camara
Umida, em casa de vegetacdo.

N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn

Substrato

Bioplant® 55 45 20 86 54 83 22 20 18212 291 60

Fonte: Elaboragéo do autor.

Tabela 3- Caracteristicas fisicas dos substratos utilizados na aclimatizacdo de plantas de
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), em presenca ou auséncia de cAmara Umida, em casa

de vegetacdo.

Areia Silte Argila
Substratos
............................... GKO
Areia (A) 990 3 7
Solo (S) 489 163 348
Areia + Solo 780 56 164
Areia + Solo + Vermiculita 814 49 137

Fonte: Elaboragdo do autor.
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Figura 2- Aclimatizacdo de plantas de mangabeira em casa de vegetagdo. Plantas de
mangabeira apos terem sido retiradas dos frascos com meio de cultivo (A e B); vasos com saco
plastico (C); vasos com copo pléastico (D); Vasos com 0s copos e sacos plasticos (E); Plantas

sem 0s copos e sacos plasticos aos 100 dias de implantacéo (F). Barra= 10 mm.

Fonte: Elaboragdo do autor.

Ensaio Il — Inoculagéo de plantas de mangabeira na aclimatizagdo com fungos promotores

do crescimento vegetal (FPCV) e do Glomus clarum

Foram utilizados quatro FPCV (MA2, MA5, MF1 e MF3), isolados de solo préximo a
raizes de plantas de mangabeira, conforme descrito por Cabral (2012) e mantidos em tubos de
ensaio contendo meio de cultura GL (glicose 10 g; extrato de levedura 2 g e agar 15 g), em
refrigerador a 5 °C. Para a inoculacéo, foi preparada uma mistura dos quatro FPCV, tendo sido
cada isolado cultivado separadamente, em erlenmeyer de 125 mL contendo meio liquido GL
(extrato de levedura e glicose) e incubados a 28 °C por 72 h. Os inoculantes foram padronizados
para 108 ufc (unidade formadora de col6nia) mL™* utilizando cAmara de Neubauer e misturados
na relacdo 1:1 (v:v) no momento da inoculagéo das mudas.

O inoculante micorrizico foi constituido por G. clarum, procedente da cole¢do do
Laboratorio de Microbiologia do Solo da UFLA — Universidade Federal de Lavras, e doada a
UNESP- Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Engenharia, Campus de llha Solteira.

As plantas de mangabeira foram aclimatizadas em substrato Bioplant® e submetidas a
quatro tratamentos de inoculagéo: FMA, FPCV, FMA + FPCV e controle. Todos os vasos foram
envoltos com saco plastico de 1 L. As plantas que receberam G. clarum foram inoculadas no
orificio de transplantio com 3,3 g de indculo (10 esporos mL™ de solo). Para a inoculagdo dos

FPCV foi adicionado 15 mL de inoculante liquido da mistura dos isolados a 108 ufc mL?* no
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colo de cada planta.

Ao final de 120 dias foi avaliado porcentagem de sobrevivéncia das plantas,
comprimento medio da parte aérea e maior raiz, nimero medio de folhas, gemas, entrends,
diametro do caule, volume das raizes, peso da massa fresca e seca das folhas, caule, raizes, total
das plantas e area foliar. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, contendo 4
tratamentos com 20 repeti¢Bes cada, cada uma constituida por um vaso com uma planta.

Os dados foram avaliados estatisticamente, mediante a analise de variancia, testando as
médias pelo teste de Tukey (5%), utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2011).

Em ambos os ensaios, os vasos foram mantidos em casa de vegetacdo com temperatura
de 35 £ 3 °C, umidade relativa de 20 a 25 % e sombreamento de 50 %. A irrigagdo era manual,
ocorrendo trés dias na semana com volume de 15 mL por vaso. A cada duas semanas a irrigacdo
erarealizada com solucdo nutritiva, composta pelos sais do meio WPM ¥z (Tabela 4), no volume

de 15 mL por vaso.

Tabela 4- Sais do meio de cultivo WPM % utilizados para preparo da solugédo nutritiva.

Concentracado na solucédo Volume para 1

Solugdo Componentes estoque (p/ 1 litro) litro
NH4NO3; 10,009 L*
A 20 mL
Ca[NO3].4H:0 13,90 g L om
B K2S04 24,75 g L. 20 mL
C CaCl,.2H.0 240gL? 20 mL
KH2POy; 17,009 L?
D H3BOs; 0,65gL? 5mL
NazM004.2H,0 025gL?
MgS0.4.7H;0; 37,00gL?
MnSO4. 4H:0; 2,23gL?
E ZnSO4. TH:0; 0,86 g L™ >mlL
CuSO4. 5H,0 0,025g L
FeS04.7H20 2,78g L1
F Naz.EDTA 3,729 L" >mlL

Fonte: Elaboragdo do autor.

Para os tratamentos que continham saco plastico, a cada sete dias foi realizado um furo
neste, até chegar a sua abertura plena, totalizando 4 furos. Apos 30 dias 0s copos, sacos plasticos
e 0 sombreamento foram retirados e passou a ser utilizada irrigacdo automatica todos os dias e

solugéo nutritiva, a cada duas semanas, no volume de 15 mL.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaio | — Aclimatizacédo de plantas de mangabeira em substratos e camara imida

Para porcentagem de sobrevivéncia, comprimento médio da parte aérea, nimero médio
de entrenos, relacdo peso da massa seca das raizes/ peso da massa seca da parte aérea, peso da
massa seca das folhas, caule, raiz e total das plantas de mangabeira ocorreu efeito da interacdo

tipos de substratos x cdmara Umida (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5- Porcentagem de sobrevivéncia, comprimento méedio da parte aérea, nimero médio
de entrenés e relacdo peso da massa seca das raizes/peso da massa seca da parte aérea
(PMSR/PMSP) de plantas micropropragadas de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes)

aclimatizadas em substratos e cdmara Umida, em casa de vegetacao.

Camara Umida
Copo plastico  Saco plastico ~ Copo plastico  Saco plastico

Substratos - i

Sobrevivéncia (%) ((:jomprlme[]to .

a parte aérea (cm)

Solo 10,0Cb 35,0 Ba 5,25 Aa 10,00 Ba
Areia 15,0 Ca 20,0 Ca 5,00 Aa 7,20 Ba
Bioplant® 100,0 Aa 90,0 Ab 6,83 Aa 6,56 Ba
Areia + solo 10,0 Ca 10,0 Ca 8,50 Aa 7,50 Ba
Areia + Solo + Verm 30,0 Bb 40,0 Ba 10,00 Ab 15,69 Aa
Valor de F 8,18" 2,71"
CV (%) 15,39 42,36

NUmero de entrends PMSR/PMSP
Solo 4,00 Bb 9,78 Aa 0,12 Bb 0,25 Aa
Areia 6,33 Aa 9,00 Aa 0,25 Aa 0,26 Aa
Bioplant® 7,27 Aa 7,30 Ba 0,25 Aa 0,25 Aa
Areia + solo 5,00 Ba 5,00 Ba 0,11 Ba 0,13 Ba
Areia + Solo + Verm 8,86 Aa 10,00 Aa 0,25 Aa 0,23 Aa
Valor de F 2,98" 3,67
CV (%) 26,43 17,68

Nota: Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e maidscula na coluna, para cada variavel, nao diferem
entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey. Verm= vermiculita. *Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente de
variacao.

Fonte: Elaboragdo do autor.

Como as plantas de mangabeira passaram por fase de pré-aclimatizagdo, esta pode ter
proporcionado maior sobrevivéncia das plantas, juntamente com os outros fatores estudados.

Resultado semelhante foi relatado para plantas de videira cv. Bordd (Vitis labrusca L.) e

Eucalyptus saligna onde a fase de pré-aclimatizacdo beneficiou a sobrevivéncia das plantas
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(SCHUCK et al., 2012; SILVA et al., 2011).

A utilizacdo de uma pré-aclimatizacdo antes da remocéo das plantas dos frascos, tem
sido apontado por outros autores (NASCIMENTO et al., 2008; SCHUCK et al., 2012; SILVA
et al., 2011; VILLA et al., 2006) como um método eficiente de rustificacdo de plantas
micropropagadas, antes de estas serem levadas para ambiente ex vitro, proporcionando maior
sobrevivéncia. Durante essa fase € proporcionado maior troca gasosas as plantas por meio da
retirada da vedacdo utilizada, por periodos de tempo até a retirada total. Ainda, ocorrera
exposicdo a umidade relativa do ar mais baixa a que no interior dos frascos de cultivo e maior
intensidade luminosa (MARTINS et al., 2011; MOURA et al., 2012).

Tabela 6- Peso da massa seca das folhas, caule, raiz e total de plantas micropropragadas de
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) aclimatizadas em diferentes substratos e camara

Umida, em casa de vegetacdo.

Camara Umida

Substratos Copo plastico Saco plastico  Copo plastico Saco pléastico
Massa seca das folhas (g) Massa seca do caule (g)
Solo 0,85 Bb 1,80 Aa 0,68 Bb 1,42 Ba
Areia 1,35 Aa 1,58 Aa 1,30 Aa 1,34 Ba
Bioplant® 1,61 Aa 1,65 Aa 1,35 Aa 1,39 Ba
Areia + solo 1,00 Ba 1,06 Ba 0,69 Ba 0,73 Ca
Areia + Solo + Verm 1,78 Aa 1,52 Aa 1,41 Ab 2,05 Aa
Valor de F 2,64" 491"
CV (%) 25,00 19,51
Massa seca das raizes (g) Massa seca total (g)
Solo 0,70 Bb 1,53 Aa 2,23 Bb 4,74 Aa
Areia 1,39 Aa 1,53 Aa 4,04 Aa 4,46 Aa
Bioplant® 1,46 Aa 1,52 Aa 4,42 Aa 4,56 Aa
Areia + solo 0,66 Ba 0,87 Ba 2,36 Ba 2,67 Ba
Areia + Solo + Verm 1,53 Aa 1,66 Aa 4,73 Aa 5,23 Aa
Valor de F 3,03" 2,85"
CV (%) 18,38 18,76

Nota: Médias seguidas pela mesma letra, minascula na linha e maiuscula na coluna, para cada variavel, ndo diferem
entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey. Ver= vermiculita. *Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente de
variacao.

Fonte: Elaboragdo do autor.

Dentre os substratos testados, quando o copo pléastico foi utilizando como camara umida,
gerando a maior porcentagem de sobrevivéncia das plantas ocorreu no Bioplant® (Tabela 5).

No entanto, para numero médio de entrends e relacio PMSR/PMSP, os substratos areia,
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Bioplant® e areia + solo + vermiculita proporcionaram as maiores médias. N&o ocorreu
influéncia dos substratos para comprimento médio da parte aérea.

Ao ser utilizado o saco plastico como camara Umida, o substrato Bioplant® garantiu
maior porcentagem de sobrevivéncia, enquanto o substrato areia + solo + vermiculita mostrou
maior comprimento medio de parte aérea. Maior numero de entrends foi obtido utilizando os
substratos solo, areia e areia + solo + vermiculita, enquanto a areia + solo exibiu menor valor
médio para PMSR/PMSP (Tabela 5).

Entre os tipos de camara Umida, maior porcentagem de sobrevivéncia de mudas foi
verificada no substrato Bioplant® (100 %). Maior comprimento médio de parte aérea foi
proporcionado utilizando saco plastico no substrato areia + solo + vermiculita, e 0 maior
nimero médio de entrends (9,78), enquanto maior relagio PMSR/PMSP (0,25) ocorreu no
substrato solo com saco plastico como camara umida (Tabela 5).

Para peso da massa seca das folhas, caule, raiz e total, entre os substratos utilizando
copo plastico, areia, Bioplant® e areia + solo + vermiculita mostraram os maiores valores
médios. Com o saco plastico como camara Umida, o0 peso da massa seca das folhas, raiz e total
foram maiores nos substratos solo, areia, Bioplant® e areia + solo + vermiculita, porém para
peso da massa seca do caule o substrato areia + solo + vermiculita proporcionou maior valor
médio. Com o saco plastico como cadmara Umida foi verificado as maiores médias no substrato
solo para peso da massa seca das folhas, raiz e total das plantas de mangabeira. Para peso da
massa seca do caule, o substrato solo e areia + solo + vermiculita proporcionaram maiores
valores médios (Tabela 6).

Para numero de folhas, gemas, didmetro de caule, comprimento médio da maior raiz,
entrends e razdo da area foliar foram observados efeitos isolados dos tipos de substratos (Tabela
7). O substrato areia + solo + vermiculita proporcionou maior nimero médio de folhas,
comprimento de entrends, peso da massa fresca das folhas e total. Para nimero de gemas,
didmetro de caule, area foliar e razdo da area foliar os substratos solo e areia + solo + vermiculita
geraram maiores valores médios, porém o substrato areia + solo mostrou os menores valores
médios para comprimento médio da maior raiz e peso da massa fresca de caule (Tabela 7).

Para peso da massa fresca das folhas, caule, total e area foliar ocorreu influéncia dos
fatores substrato e cdmara Umida isolados, enquanto que para peso fresco e volume de raizes

houve efeito apenas para tipos de cdmara umida (Tabela 7 e 8).
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Tabela 7- Peso da massa fresca das folhas, caule, total, comprimento medio de entrends, area
foliar e razdo da area foliar de plantas micropropragadas de mangabeira (Hancornia speciosa

Gomes) aclimatizadas em substratos, em casa de vegetacéo.

Comprimento  Comprimento

Substratos (;\mmero Ndmero de Diametro de médio da maior  de entrends
e folhas gemas caule (mm) raiz (cm) (cm)
Solo 9,18B 12,54 A 0,071 A 10,32 A 0,96 B
Areia 8,25 B 10,25 B 0,060 B 9,81 A 0,83B
Bioplant® 7,32B 10,07 B 0,060 B 11,85 A 0,96 B
Areia+solo 6,75 B 7,50B 0,035 C 6,50 B 0,80B
Areia+Solo+Verm 13,07 A 1493 A 0,080 A 11,87 A 137A
Valor de F 9,64" 7,31" 6,45" 2,39" 2,92"
CV (%) 38,59 32,01 32,34 34,30 47,27
Substratos Massa fresca  Massa fresca  Massa fresca  Area foliar Rgzéo da area
das folhas (g)  do caule (g) total (g) (cm?) foliar (cm? mg?)
Solo 2,57B 151A 594 B 6,29 A 132 A
Areia 2,03B 1,47 A 5,41 B 2,92 B 0,69 B
Bioplant® 245B 157A 6,06 B 4,27B 0,96 B
Areia+solo 1,89B 091B 4,22B 4,78 B 0,94B
Areia+Solo+Verm 2,54 A 1,82 A 7,64 A 8,12 A 1,62 A
Valor de F 4,32" 6,17" 3,75 8,10" 5,46"
CV (%) 38,46 21,04 29,62 48,00 48,80

Notas: Médias seguidas pela mesma letra maitscula entre substratos nao diferem entre si a 5% de probabilidade
pelo teste Tukey. Verm= vermiculita. *Significativo a 5%. CV (%) = coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaboragéo do autor.

Tabela 8- Peso da massa fresca das folhas, caule, raiz, total, volume de raiz e area foliar de
plantas micropropragadas de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) aclimatizadas em
diferentes camaras Umidas, em casa de vegetacao.

Camara Gmida Massa fresca das folhas Massa fresca do Massa fresca das raizes
(9 caule (9) 9

Copo pléastico 2,31B 1,48 B 1,83B
Saco plastico 2,85 A 1,64 A 2,18 A
Valor de F 5,14" 4,33" 542"

C.V (%) 38,46 21,04 31,40

Massa fresca total (g) Volume de raiz (ml) Avrea foliar (cm?)

Copo pléstico 5,62B 0,65B 450B
Saco plastico 6,67 A 1,00 A 574 A
Valor de F 5,85" 9,11" 452"

C.V (%) 29,62 58,11 48,00

Notas: Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste Scott Knott. *Significativo a 5%. C.V (%)= coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaborag&o do autor.
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Independente da cdmara Umida utilizada, as mudas de mangabeira mostraram maior
porcentagem de sobrevivéncias no Bioplant®. Tal resultado pode ser explicado, pelo fato dos
demais substratos ndo terem espacos suficientes para aeracédo, associado a elevada capacidade
de retencdo de A&gua, caracteristicas necessarias para a aclimatizacdo de plantas
micropropagadas. Com isso, os produtores utilizam uma mistura de substratos durante essa fase
ou substrato comercial, devido sua uniformidade de composi¢do quimica, fisica e capacidade
de retencdo de agua (SCHUCK et al., 2012; SKREBSKY; NICOLOSO; MALDANER, 2006).

Quanto as caracteristicas quimicas e nutricionais dos substratos, observa-se que tanto o
Bioplant® quanto o solo + areia + vermiculita encontram-se em equilibrio, com niveis
adequados de nutrientes (Tabelas 1 e 2). Além da alta porosidade dos substratos (Tabela 3),
favorecer o enraizamento das mudas, proporcionando sistema radicular mais ramificado, parte
aérea com emissdo de novas folhas e expansdo das existentes (LOPES et al., 2008). Substratos
com boa aeracdo afetam o teor de &gua retido e o seu equilibrio com a aeragdo, permitindo
melhor crescimento do sistema radicular juntamente com uma adequada disponibilidade de
nutrientes (SOBRINHO et al., 2010).

A utilizacdo do substrato organico Bioplant® favoreceu o crescimento das plantas de
mangabeira neste trabalho. Mesmo resultado foi obtido em mudas de abacaxizeiro cv. Pérola,
com maior crescimento de parte aérea e raiz (MOREIRA et al., 2006). Para plantas de
abacaxizeiro cv. Smooth Cayenne o substrato Plantmax® + hiimus na aclimatizaco é o mais
adequado (SILVA et al., 2012). Maior massa fresca e seca de raiz de abacaxizeiro (Ananas
comosus) Imperial (CATUNDA et al., 2008). O maior acumulo de matéria fresca e
desenvolvimento de raiz de amoreira-preta (Rubus spp.) foi obtido durante a aclimatizagéo
(VILLA et al., 2006) com o Plantmax®.

A utilizacdo de substrato organico foi recomendada na aclimatizacdo de videira cv.
Bordd (Vitis labrusca) (SCHUCK et al., 2012). O substrato Ecoterra® proporciona sistema
radicular bem desenvolvido e maior parte aérea de plantas de jenipapeiro (Genipa americana)
(ROCHA et al., 2008), enquanto o substrato organico Tecnomax® foi recomendado para
aclimatizacdo de plantas de amoreira-preta (PELIZZA et al., 2013).

A mistura de Plantmax + vermiculita é recomendada para a aclimatizacdo de plantas de
mirtilo (Vaccinium spp.) (PELIZZA et al.,, 2011), enquanto que para aclimatizagcdo de
abacaxizeiro “Gomo de Mel”, a vermiculita isoladamente foi a mais adequado (BRAGA et al.,
2011). Freire etal. (2011), trabalhando com plantas de mangaba oriundas da cultura de embriao,
obtiveram maior crescimento da parte aérea, nimero de folhas e de nds nos substratos areia +

po da casca de coco seco (1:1) e vermiculita + areia (1:1).
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A utilizagdo de saco plastico como cdmara Umida proporcionou maior peso da massa
fresca das folhas, caule, raiz, total das plantas, volume de raiz e area foliar das plantas de
mangabeira (Tabela 8). A maior retencdo de agua pelo sistema utilizando saco plastico como
camara Umida proporcionou maior crescimento das plantas de mangabeira, enquanto que o uso
de copo pléstico acarretou em perdas de agua, possivelmente devido o método que apenas cobrir
a plantas deixando o substrato exposto, acarretando em menor crescimento destas (Tabelas 5,
6 e 8).

Tais resultados podem ser explicados devido a perda de agua de plantas produzidas in
vitro ser um dos principais fatores negativos envolvidos na aclimatizagio. E necessario manter
a umidade alta e a temperatura amena no inicio do processo de aclimatizacdo, com uso de
camara umida. Ao manter a alta umidade relativa do ar, diminui a taxa de transpiracdo das
folhas, evitando estresse hidrico as plantas (ROCHA et al., 2008; SCARANARI; LEAL;
PELLEGRINO, 2008). No entanto, a necessidade de aclimatizagdo utilizando cobertura
plastica, como cdmara Umida, ndo se adequada para todas as espécies. A aclimatizacdo de
plantas de mirtileiro (Vaccinium spp.) ndo é recomendado a utilizacdo de cobertura plastica
como camara Umida (PELIZZA et al., 2011).

As mudas de mangabeira, quando aclimatizadas utilizando saco plastico, visualmente
exibiram maior crescimento, formacé&o de raiz, folhas com coloragéo caracteristica da planta de
verde escuro, com tons avermelhado e expandidas com entrends curtos (Figuras 3A, 3B, 3C,
3D e 3E). No substrato areia, as mudas tinham formacéo de folhas expandidas, porém com
coloracdo verde clara, sem ocorréncia a pigmentacdo avermelhada e com formacao de raiz
(Figura 3A). No substrato solo e Bioplant®, as mudas tinham folhas de coloragio escura e
expandidas e pigmentacdo avermelhada, com formacao de raiz (Figuras 3B e 3C). Na mistura
areia + solo e areia + solo + vermiculita, as mudas exibiram formacdo de folhas maiores e
expandidas com coloracdo verde escura, entrenos curtos e formacao de raiz (Figuras 3D e 3E).

Quando as mudas foram aclimatizadas utilizando copo pléstico, houve menor
crescimento, com formacéo de raizes e as folhas mostravam coloracéo verde clara (Figuras 3F,
3G, 3H, 3l e 3J). Estas ndo mostraram crescimento satisfatorio no substrato areia, com menor
formacéo de raiz, folhas com coloracdo verde clara, médias expandidas e caule fino (Figura
3F). No substrato solo, Bioplant®, areia + solo e areia + solo + vermiculita apesar das mudas
terem folhas grandes expandidas, estas eram de coloracdo verde clara, mas em todos houve

formagéo de raiz (Figuras 3G, 3H, 3l e 3J).
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Figura 3- Plantas aclimatizadas de Hancornia speciosa Gomes, em casa de vegetacao.
Substratos com saco plastico como camara Umida: Areia (A); Solo (B); Bioplant® (C); Areia +
Solo (D); Areia + Solo + Vermiculita (E). Substratos com copo plastico como camara Umida:
Areia (F); Solo (G); Bioplant® (H); Areia + Solo (1); Areia + Solo + Vermiculita (J). Barra: 10

mm.

Fonte: Elaboragdo do autor.

Os maiores crescimentos das plantas de mangabeira foram verificados com o uso de
saco plastico como camara Umida, o que pode ser explicado pela maior retencdo de agua pelo
sistema, enquanto o uso de copo plastico acarretou em perdas de agua, devido o método apenas
cobrir a plantas deixando o substrato exposto. O substrato Bioplant®, devido sua menor
capacidade de retencdo de &gua e maior macroporosidade, foi 0 mais adequado para 0 uso
durante a aclimatizagdo, promovendo maior porcentagem de sobrevivéncia das plantas, peso da
massa seca das folhas, caule, raiz e relacdo peso da massa seca das raizes/ peso da massa seca

da parte aérea.

Ensaio Il — Inoculagédo de plantas de mangabeira na aclimatizacdo com fungos promotores

do crescimento vegetal (FPCV) e Glomus clarum

As maiores porcentagens de sobrevivéncia das mudas de mangabeira foram verificadas
com a inoculagdo dos FPCV (Tabela 9), enquanto a eficiéncia simbidtica mostrou-se positiva
com os tratamentos de inoculacdo, sendo os maiores verificados com a inoculagdo de FPCV e
FMA + FPCV.
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Tabela 9- Porcentagem de sobrevivéncia e eficiéncia simbidtica das mudas micropropagadas
de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) inoculadas com fungos promotores do
crescimento vegetal (FPCV) e fungo micorrizico arbuscular (FMA) Glomus clarum na

aclimatizacdo, em casa de vegetacéo.

Tratamentos Sobrevivéncia (%) Eficiéncia simbiotica (%)®
FMA 45,0 B 12,23

FPCV 62,5 A 13,41

FMA + FPCV 475B 13,18

Controle 350C -

Valor de F 1,10" -

CV (%) 15,35 -

Notas: Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna, para cada varidvel, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. “Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente de variacdo. VEficiéncia simbidtica
= [(matéria seca de parte aérea da planta inoculada/ matéria seca da parte aérea do controle) -1] X 100.

Fonte: Elaborag&o do autor.

Plantas de mangabeira inoculadas com FMA, FPCV ou co-inoculagdo FMA + FPCV
exibiram os maiores valores médios para comprimento médio da parte aérea, peso da massa

seca das folhas, peso da massa fresca, seca total e area foliar (Tabela 10).

Tabela 10- Comprimento médio da parte aérea, peso da massa seca das folhas, peso da massa
fresca e seca total das plantas micropropagadas de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes)
inoculadas com fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) e fungo micorrizico

arbuscular (FMA) Glomus clarum na aclimatizacao, em casa de vegetacao.

Comprimento

g™ Massa seca  Massa fresca Massa seca  Area foliar
Tratamentos médio da parte

aérea (cm) das folhas (g) total (Q) total (g) (cm?)
FMA 7,06 A 2,47 A 8,76 A 721 A 8,76 A
FPCV 6,48 A 2,52 A 9,24 A 733A 9,24 A
FMA+FPCV 7,06 A 2,52 A 8,87 A 7,28 A 8,87 A
Controle 4,33 B 2,01B 7,48 B 6,57 B 7,48 B
Valor de F 2,87" 4,26" 5,53" 6,43" 2,93"
C.V (%) 46,86 19,58 15,07 7,75 54,46

Nota: Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. *Significativo a 5%. C.V (%)= coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaboragdo do autor.

A inoculagdo dos FPCV proporcionou alta taxa de porcentagem de sobrevivéncia e
crescimento das mudas micropropagadas de mangabeira na fase de aclimatizacdo (Tabelas 9 e

10). Os microrganismos utilizados neste trabalho além de sintetizarem fitormdnios, como
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auxinas, também sdo solubilizadores de fosfato, podendo disponibilizar fosforo para as plantas,
promovendo um maior crescimento.

Os resultados deste trabalho corroboram com os obtidos com a inoculacdo de outros
microrganismos promotores do crescimento vegetal durante a aclimatizagdo de mudas
micropropagadas. A inoculagdo de Azospirillum brasilense, Bacillus megaterium e Klebsiella
pneumoniae em mudas de tamareira (Phoenix dactylifera) proporcionou aumento no
crescimento e sobrevivéncia das mudas (FARRAG; ABEER; DARWESH, 2011).

Durante a aclimatizacdo de trés frutiferas (ameixa Mr.S 2/5 (Prunus cerasifera x P.
spinosa), hibrido GF 677 (Prunus persica x P. amigdalus) e macd MM 106 (NorthenSpy x M1)
a inoculacdo de A. brasilense Sp245 possibilitou maior crescimento das mudas (VETTORI et
al., 2010). A inoculacdo de plantas de gengibre vermelho (Alpinia purpurata) durante a
aclimatizacdo com Azospirillum sp. e Azotobacter sp. aumentou a taxa de sobrevivéncia, o
didmetro de caule, a massa seca de raiz e 0 numero de brotacbes das plantas (OVANDO-
MEDINA et al., 2007).

Na fase de aclimatizacdo das plantas micropropagadas de mangabeira, 0 maior
crescimento foi exibido pelas plantas inoculadas com G. clarum (Tabela 10). Resultados
semelhantes foram observados por Akar-Kagar et al. (2010) com a inoculacdo de FMA em
mudas micropropagadas de macieira, Oliveira et al. (2011) em mudas de tapeinoquilo
(Tapeinochilos ananassae) e Nunes et al. (2008) em porta-enxerto de pessegueiro cv. Okinawa.

A inoculacdo do FMA Gigaspora margarita mostrou-se benéfico para o crescimento de
mudas de bananeira e mirtileiro (FARIAS et al., 2014; LINS; TRINDADE; ROCHA, 2003;
TRINDADE; LINS; MAIA, 2003), enquanto para o jambu (Spilanthes acmella) a inoculagéo
de G. mosseae aumentou a taxa de sobrevivéncia das mudas e garantiu maior crescimento da
parte aérea, numero de brotacdes, folhas por planta e maior area foliar. Mudas micropropagadas
de citrus inoculadas com este mesmo FMA apresentaram maior taxa fotossintética, transpiragcdo
e conduténcia estomatica (WU; ZOU; WANG, 2011; YADAV; SINGH; AGGARWAL, 2012).

A co-inoculacdo FMA + FPCV proporcionou maior comprimento medio da maior raiz.
Maior nimero médio de entrends foi verificado com inoculacdo de FMA, enquanto que maiores
valores médios de peso da massa fresca das folhas e raiz das plantas de mangabeira ocorreram
com a inoculacdo de FPCV (Tabela 11).

A co-inoculacdo FMA + FPCV proporcionou aumento do crescimento das plantas de
mangabeira (Tabela 3) no presente trabalho. Com isso, a inoculagdo do FMA em conjunto com
outros microrganismos tem mostrado assegurar o estabelecimento da micorriza e aumentar os
beneficios desta associacdo (LOCATELLI; VITOVSKI; LOVATO, 2002). Como observado



100

por Oliveira et al. (2010) a inoculagéo de Bacillus pumilus associada com Glomus etunicatum
+ G. margarita estimulou a colonizagdo micorrizica de gengibre-magnifico (Zinger spectabile).
Mudas micropropagadas de banana inoculadas com Glomus manihotis + Bacillus spp. exibiram
maior massa fresca e seca de parte aérea, comprimento médio de parte aérea, area foliar
(RODRIGUEZ-ROMERO; GUERRA; JAIZME-VEJA, 2005).

Tabela 11- Comprimento da maior raiz, nimero de entrends, area foliar, peso da massa fresca
das folhas e raizes de mudas micropropagadas de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes)
inoculadas com fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) e fungo micorrizico
arbuscular (FMA) Glomus clarum na aclimatizacao, em casa de vegetacéo.

Comprimento da NUmero meédio  Massa fresca Massa fresca

Tratamentos maior raiz (cm) de entrenos das folhas (g)  das raizes (g)
FMA 13,26 AB 7,78 A 3,13 AB 3,12 AB
FPCV 15,01 AB 6,82 AB 3,19 A 354 A
FMA + FPCV 15,52 A 7,13 AB 3,08 AB 3,28 AB
Controle 11,45B 6,25 B 2,41 B 2,69B
Valor de F 3,28" 2,40" 2,61 3,58"
CV (%) 29,58 23,64 29,77 24,40

Nota: Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. *Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaboragéo do autor.

No entanto, ndo ocorreu influéncia das inoculacdes para nimero de folhas, numero de
gemas, diametro de caule, volume de raiz, peso da massa fresca do caule, peso e raiz.
Visualmente as mudas de mangabeira aos 120 dias inoculadas com FMA, FPCV e FMA +
FPCV exibiram maior comprimento médio de parte aérea, formacao de folhas expandidas de
coloracdo verde, entrends (Figuras 4A, 4B e 4C) e formacdo de raizes (Figuras 4E, 4F e 4G).
Enquanto que as mudas do tratamento controle eram menores, com menor nimero de folhas
(Figura 4D) e formacéo de raizes (Figura 4H).

A inoculagdo das mudas micropropagadas de mangabeira com FPCV na fase de
aclimatizacao foi benéfica por proporcionar maior porcentagem de sobrevivéncia, area foliar,
comprimento médio da parte area, peso da massa fresca das folhas, raizes, total e seca das folhas
e total das plantas. A co-inoculagdo, no entanto, garantiu maior comprimento medio da parte

aérea, maior raiz, area foliar, peso da massa fresca total das plantas e seca das folhas e total.
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Figura 4- Plantas de mangabeira inoculadas com fungos promotores do crescimento vegetal
e fungo micorrizico arbuscular (FMA) Glomus clarum, aclimatizadas em casa de vegetagao.
FMA (A); FPCV (B); FMA + FPCV (C); Controle (D). Formacdo de raizes ap0s 0s
tratamentos de inoculacdo. FMA (E); FPCV (F); FMA + FPCV (G); Controle (H). Barra= 10

mm.

Fonte: Elaboragdo do autor.
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4 CONCLUSAO

O substrato Bioplant® e o saco pléastico como camara timida sdo os mais adequados para
a aclimatizacdo de plantas de mangabeira, proporcionando maior porcentagem de sobrevivéncia
e crescimento das plantas.

A inoculagdo de FPCV possibilitou maior porcentagem de sobrevivéncia, enquanto a
co-inoculagao FMA + FPCV beneficiou 0 maior crescimento das plantas micropropagadas de

mangabeira durante a aclimatizacao.
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CAPITULO 4

PLANTAS MICROPROPAGADAS DE MANGABEIRA INOCULADAS in vitro E ex
vitro COM FUNGOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO E ACLIMATIZADAS
COM Glomus clarum

RESUMO: Durante a aclimatizacgdo de plantas micropropagadas, a inoculacdo de
microrganismos benéficos pode acelerar sua adaptacdo e crescimento. Os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) colonizam o solo, garantindo uma maior zona de absorcéo de nutrientes.
Os microrganismos promotores do crescimento proporcionam supressao de doencas, aumento
da producdo e/ou alteracdo da concentracdo de fitormonios e absorcdo de nutrientes. A
mangabeira, uma arvore de porte médio, ocorre naturalmente em solos marginais para fins
agricolas, é resistente ao fogo e tem aplica¢des agro-industriais. Objetivou-se com este trabalho,
avaliar a inoculag&o in vitro e ex vitro de fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV),
isolados ou em presenca do FMA Glomus clarum, na aclimatizacao de plantas micropropagadas
de mangabeira. No Ensaio (I), quatro FPCV (MA2, MA5, MF1 e MF3) foram inoculados no
colo das plantas micropropagadas in vitro e ap6s 15 dias foram aclimatizadas em presenca ou
auséncia de G. clarum, em substrato Bioplant®. As plantas de mangabeira no Ensaio (1) foram
aclimatizadas em substrato Bioplant® e submetidas a cinco tratamentos de inoculagio com
FPCV: MA2, MA5, MF1, MF3 e controle, em presenca ou auséncia de G. clarum. A inoculacdo
in vitro de MF1 beneficiou as plantas aclimatizadas, sendo observados o maior comprimento
médio da parte aérea, peso da massa fresca da parte aérea e massa seca das raizes. Quando a
inoculacdo in vitro do isolado MF1 foi associada a aclimatizacdo das plantas que receberam G.
clarum, proporcionou maior sobrevivéncia e enraizamento das plantas de mangabeira. A
inoculacdo ex vitro de MA2 possibilita alta taxa de sobrevivéncia e enraizamento das plantas,
enquanto a inoculagéo isolada de G. clarum beneficia 0 maior nUmero médio de gemas e

entrends em plantas aclimatizadas de mangabeira.

Palavras-chave: Hancornia speciosa Gomes. Cerrado. Micropropagacdo. Promogéo do

crescimento vegetal. Fungo micorrizico arbuscular.
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1 INTRODUCAO

O sucesso da micropropagacdo depende da eficiéncia na fase critica de aclimatizacéo,
uma vez que esta etapa envolve a transicdo de condigdes in vitro para ex vitro. Nesta fase as
plantas necessitam ativar a fotossintese e a absorcdo de agua e nutrientes, estando mais
suscetiveis ao déficit hidrico. Assim, o sucesso da etapa de aclimatizacdo depende da eficiéncia
do enraizamento (OLIVEIRA et al., 2010).

Na propagacdo in vitro, porém, devido aos métodos de desinfestacdo utilizados, ocorre
a retirada de microrganismos que podem beneficiar a cultura, como o0s promotores do
crescimento vegetal. A reintroducdo destes microrganismos durante a micropropagacdo de
plantas tem sido recomendada, pois entre os efeitos benéficos esta o aumento da toleréncia a
estresses bioticos e abidticos, maior crescimento das plantas, area foliar, nimero de folhas e
matéria seca e aumento da resisténcia a patdégenos no transplante, implicando em reducéo do
tempo de aclimatizacdo e maior sobrevivéncia das mudas apés o transplante (MARIANO et al.,
2004; SANTOS et al., 2005; WEBER et al., 2003).

O uso de microrganismos benéficos durante a aclimatizacdo de plantas, isolados ou
combinados, exercem funcBes importantes para a sobrevivéncia e aumentos de produtividade.
Durante a aclimatizacdo, fungos micorrizicos arbusculares (FMA) podem aumentar a superficie
de contato com o solo, favorecendo as plantas com uma maior absorcéo de nutrientes. De outra
forma, os microrganismos promotores do crescimento de plantas proporcionam supressédo de
doencas, aumento da producédo e/ou alteracdo da concentracdo de fitorménios e eficiéncia na
absorcdo de nutrientes (LOCATELLI; LOVATO, 2002; OLIVEIRA et al., 2010). Estes
microrganismos tém sido usados com sucesso para melhorar a aclimatizacéo de varias espécies
de fruteiras micropropagadas (CAVALCANTE; GOTO; MAIA, 2009; STANCATO;
SILVEIRA, 2010).

A mangaba (Hancornia speciosa Gomes) pertence a Familia Apocynaceae, sendo uma
frutifera com grande potencial para exploracdo econbmica. Ela pode ser encontrada
naturalmente no Brasil, cuja distribuicdo ocorre em areas da caatinga, cerrado, mata atlantica e
floresta amazonica. Seus frutos sdo apreciados pelo seu aroma, sabor e digestibilidade, podendo
ser consumidos in natura ou processados na forma de sorvete, pudim, geleia, vinho, vinagre,
xarope e licor (BARROS et al., 2010; ENDRINGER; PEZZUTO; BRAGA, 2009; SANTOS et
al., 2010). Sua madeira é utilizada na carpintaria para confeccao de caixas e para producédo de
carvdo, e o latex utilizado para fins ornamentais e pode ser usado em aplicagcbes comerciais
(BARROS et al., 2010; SOARES et al., 2007; VIEIRA et al., 2006). O fruto da mangabeira é
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saboroso e nutritivo, sendo consumido na forma de sucos, coquetéis, doces em caldas, geleia,
sorvetes, licores, vinhos, xaropes e in natura (COSTA et al., 2005; SANTOS et al., 2009). Esta
espécie possui também aplicabilidade na farmacologia e na extracdo de latex para borracha,
demonstrando seu potencial de aproveitamento na agroindustria (PINHEIRO, 2009).
Objetivou-se com este trabalho, avaliar a inoculagéo in vitro e ex vitro de fungos
promotores do crescimento vegetal (FPCV), isoladamente ou em presenga do FMA Glomus

clarum, na aclimatizacdo de plantas micropropagadas de mangabeira.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

As plantas utilizadas eram provenientes de sementes preestabelecidas in vitro, obtidas
de frutos coletados de diferentes plantas de mangabeira na Fazenda Gameleira, municipio de
Montes Claros de Goids-GO. Ap6s a despolpa e desinfeccdo superficial, as sementes foram
transferidas para tubos de ensaio (25 x 150 mm), contendo 20 mL de meio de cultivo MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), com a metade da concentracdo original dos sais (MS 2),
vitaminas, 30 g L™ de sacarose e 3,5 g L de agar. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,03 antes da
autoclavagem. Apos a inoculacdo, as sementes foram mantidas sob fotoperiodo de 16 h,
temperatura de 25 £ 3 °C, umidade relativa de 45 a 46 % e radiagdo fotossintética ativa de 45-
55 pmol m2 s,

Com a germinacdo das sementes, as plantas obtidas foram repicadas e 0s segmentos
nodais com duas gemas laterais transferidos para tubos de ensaio contendo meio de cultivo
WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980), com a metade da concentracdo original dos sais (WPM
1), mais vitaminas, 30 g L™ de sacarose e 3,5 g L™ de agar. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,03
antes da autoclavagem. As culturas permaneceram em sala de crescimento por 30 dias, nas
condicdes descritas anteriormente.

Para o estabelecimento dos ensaios, segmentos nodais contendo duas gemas laterais
foram transferidos de tubos de ensaio para frascos (12 x 50 mm) vedados com tampa plastica
contendo 15 mL de meio de cultivo WPM %. Os frascos contendo cinco segmentos nodais

permaneceram por 15 dias, nas mesmas condicBes de crescimento descritas anteriormente.

Ensaio I — Inoculacéo in vitro de fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) em

frascos contendo plantas de mangabeira

Os fungos promotores do crescimento (MA2, MA5, MF1 e MF3) foram multiplicados
em meio BDA solido (infusdo de 200 g de batata, dextrose 20 g e agar 15 g). A partir das
col6nias, discos contendo micélio e esporos (com 5 mm de diametro) foram depositados no
centro dos frascos com 20 mL de meio de cultivo WPM %, contendo cinco plantas de
mangabeira cultivas in vitro (Figura 1A e 1F). Frascos contendo plantas ndo inoculadas foram

utilizados como controle. Apos a inoculagédo, os frascos com as plantas foram mantidos em sala
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de crescimento sob fotoperiodo de 16 h, temperatura de 25 + 3 °C, umidade relativa de 45 a 46

% e radiagéo fotossintética ativa de 45-55 pmoL m? s (Figura 1F).

Figura 1- Inoculacdo in vitro de fungos promotores do crescimento vegetal em plantas de
mangabeira. MA2 (A); MAS5 (B); MF1 (C); MF3 (D) e controle (E). Plantas de mangabeira
acondicionadas em sala de crescimento apds inoculacdo (F) e aclimatizacdo das plantas

inoculadas in vitro (G).

Fonte: Elaboragdo do autor.

Apdbs 15 dias em sala de crescimento, as plantas foram transferidas para casa de
vegetacdo, sendo aclimatizadas em substrato Bioplant®, em presenca ou auséncia de G. clarum.
Todos os vasos foram envoltos com saco plastico de 1 L.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 5 X 2
(cinco tratamentos de inoculagéo in vitro x auséncia ou presenca de G. clarum), contendo cada
20 repeticOes, cada uma constituida por um vaso com uma planta. Os dados numéricos foram
avaliados estatisticamente, mediante a analise de variancia, testando as médias pelo teste Tukey
(5%), utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2011).

Ensaio Il — Inoculacgéo ex vitro de fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) em

frascos contendo plantas de mangabeira

Ap06s 20 dias em sala de crescimento, os frascos contendo plantas de mangabeira foram
transferidos para armario com radiacao fotossintética ativa de 120 umol m2 s, fotoperiodo de
16 h, temperatura de 27 = 3 °C e umidade relativa de 48 a 50 %. As tampas de polipropileno
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dos frascos foram destravadas, posteriormente deixadas semi-abertas para, em seguida, serem
retiradas, com 24 h de intervalo entre cada uma das etapas.

Para inoculacdo ex vitro, foram utilizados quatro FPCV (MA2, MA5, MF1 e MF3),
isolados de solo préximo a raizes de plantas de mangabeira, conforme descrito por Cabral
(2012) e mantidos em tubos de ensaio contendo meio de cultura GL (glicose 10 g; extrato de
levedura 2 g e &gar 15 g) a 5 °C.

Cada isolado foi cultivado separadamente, em erlenmeyer de 125 mL contendo meio
liquido GL (extrato de levedura 2 g e glicose 10 g) e incubados a 28 °C por 72 h. No momento
da inoculagdo das mudas, o inoculante foi padronizado para 108 ufc (unidade formadora de
colnia) mL?, utilizando cAmara de Neubauer.

As plantas de mangabeira foram aclimatizadas em substrato Bioplant® e submetidas a
cinco tratamentos de inoculacdo com FPCV (MA2, MA5, MF1, MF3 e controle ndo inoculado),
em presenca ou auséncia de G. clarum. Todos os vasos foram envoltos com saco plastico de 1
L. As plantas que receberam G. clarum foram inoculadas no orificio de transplantio com 3,3 g
de indculo (10 esporos mL* de solo). Para a inoculagdo dos FPCV, foi adicionado 15 mL de
inoculante liquido de cada isolado fangico a 108 ufc mL* isoladamente no colo de cada planta.

Ao final de 120 dias, as plantas foram avaliadas para porcentagem de sobrevivéncia,
enraizamento, comprimento médio da parte aérea, maior raiz, nimero médio de folhas, gemas,
entrends, didametro médio de caule, volume de raiz, peso da massa fresca e seca das folhas,
caule, raiz, parte aérea, total, relacdo peso da massa fresca da parte aérea/peso da massa fresca
total (PMFP/PMFT), peso da massa seca da parte aérea/seco total (PMSP/PMST), peso da
massa fresca das raizes/peso da massa fresca da parte aérea (PMFR/PMFP), peso da massa seca
das raizes/peso da massa seca da parte aérea (PMSR/PMSP), area foliar e razdo da area foliar.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 2 x 5
(auséncia ou presenca de G. clarum x inoculagdo de isolados FPCV), com 20 repeti¢Oes por
tratamento, cada uma constituida por um vaso com uma planta. Os dados numericos foram
avaliados estatisticamente, mediante a analise de variancia, testando as meédias pelo teste de
Tukey (5%), utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2011).

Em ambos os ensaios, o inoculante micorrizico utilizado foi G. clarum, procedente da
colecéo do Laboratorio de Microbiologia do Solo da UFLA — Universidade Federal de Lavras,
e doada a UNESP - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Engenharia, Campus de Ilha
Solteira.

As plantas que receberam o FMA G. clarum foram inoculadas no orificio de transplantio

com 3,3 g de in6culo (10 esporos mL* de solo). Os vasos foram mantidos em casa de vegetacio
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com temperatura de 35 + 3 °C, umidade relativa de 20 a 25 % e sombreamento de 50 %. A

irrigacéo foi manual, ocorrendo trés dias na semana com volume de 15 mL por vaso. A cada

duas semanas a irrigacéo foi realizada com solugédo nutritiva em todos os tratamentos (Tabela

1), composta pelos sais do meio WPM %2, no volume de 15 mL por vaso.

Tabela 1- Sais do meio de cultivo WPM %2 utilizados para preparo da solugdo nutritiva.

Concentracao na solucédo

Volume para 1

Solugdo Componentes estoque (para 1 litro) litro

NHzNO3; 10,00 g L™

A Ca[NO3].4H:0 13,90 g L 20 mb

B K2SO4 24,75 g L 20 mL

C CaCl,.2H,0 2,40 g L" 20 mL

KH2PO4; 17,0g L%

D HsBOs. 0,659 L 5 mL
NazM004.2H20 0,259 L
MgSO4.7H:O: 37,00 g L
MnSOa. 4H:0; 2,23gL"

E ZnSOs. TH:0; 0,86 g L™ >mlL
CuSOs. 5H,0 0,025 g L™
FeS04.7H20 2,78g L

F Naz.EDTA 3,729 L% >mL

Fonte: Elaborag&o do autor.

A cada sete dias foi realizado um furo neste, até chegar a sua abertura plena, totalizando

4 furos. Apos 30 dias 0s copos, sacos plasticos e 0 sombreamento foram retirados e passou a

ser utilizada irrigacdo automatica todos os dias e solugdo nutritiva (Figura 1), a cada duas

semanas, no volume de 15 mL.



115

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaio | — Inoculacéo in vitro de fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) em

frascos contendo plantas de mangabeira

N&o ocorreu mortalidade de plantas de mangabeira quando inoculadas in vitro com os
fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV). A porcentagem de sobrevivéncia e
enraizamento, comprimento médio da parte aérea e peso da massa fresca da parte aérea foram

influenciados pelos fatores isolados x presenca ou auséncia de G. clarum (Tabela 2).

Tabela 2- Porcentagem de sobrevivéncia, enraizamento, comprimento médio da parte aérea e
peso da massa fresca da parte aérea de plantas micropropagadas de mangabeira inoculadas in
vitro com fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) e aclimatizadas em auséncia ou

presenca de Glomus clarum, em casa de vegetacao.

Glomus clarum

Isolados Auséncia Presenca Auséncia Presenca
Sobrevivéncia (%) Enraizamento (%)

MAZ2 66,7 Ba 66,7 Ca 60,0 Ba 60,0 Ca

MAS5 26,7 Da 26,7 Ea 26,7 Ca 26,7 Ea

MF1 66,7 Bb 86,7 Aa 46,7 Bb 80,0 Aa

MF3 60,0 Ca 53,3Db 46,7 Bb 53,3 Da

Controle 73,3 Aa 72,3 Ba 73,3 Aa 73,3 Ba

Valor de F 218,45 335,70"

CV (%) 1,40 2,18

Comprimento médio da

parte aérea (cm) Massa fresca da parte aérea (g)

MA2 5,07 Ba 6,40 Aa 3,53 Ba 3,68 Aa
MAS5 3,73 Ba 3,07 Ba 3,29 Ba 3,18 Aa
MF1 6,10 Aa 3,50 Bb 4,17 Aa 3,16 Ab
MF3 5,23 Ba 4,23 Ba 3,88 Aa 3,35 Aa
Controle 6,97 Aa 4,60 Bb 3,85 Aa 3,29 Aa
Valor de F 5,29" 11,117
CV (%) 17,19 9,40

Nota: Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e maidscula na coluna, para cada variavel, nao diferem
entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey. *Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente de variagio.
Fonte: Elaboragdo do autor.

Para porcentagem de sobrevivéncia e de enraizamento os maiores valores foram
detectados na presenca de MF1 com G. clarum e no controle com ou sem G. clarum, enquanto

0s menores valores para nas plantas inoculadas com MAS independente da presenca ou
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auséncia do FMA. Os maiores valores de comprimento médio de parte aérea foram verificados
no controle e no tratamento que recebeu MF1, ambos ndo inoculados com FMA, e no
tratamento com MA2 inoculado com G. clarum, que ndo diferiu do ndo inoculado. Para peso
de massa fresca de parte aerea, ndo houve diferenca entre os tratamentos de inocula¢do com
FPCV, na presenca de FMA, os maiores valores detectados foram na presenca de MF1 sem
inoculacdo de FMA, o qual nédo diferiu do controle sem inoculagéo ou inoculadas com MF3.
Para estas quatro variaveis, na presenca ou auséncia de FMA, os menores valores foram
detectados na presenca de MAS5 (Tabela 2).

A utilizagdo de co-inoculagdo entre FMA e outros microrganismos pode ndo ser
benéfica, devido a possibilidade de ocorrer antagonismos destes microrganismos com o0 FMA
(VASQUEZ et al., 2000). Outros autores como Martinez-Medina et al. (2011) citam que a co-
inoculacdo FMA e Trichoderma harzianum promoveu aumento da parte aérea de plantas de
meldo, enquanto que a inoculacdo de plantas de abacaxi durante a aclimatizacdo com mix de
FMA e Piriformospora indica foi considerada promissora por produzir mudas de alta qualidade
(MOREIRA et al., 2015).

InoculacGes de Gliocladium catenulatum, T. harzianum, Bacillus subtilis e T. harzianum
com B. subtilis proporcionaram maior crescimento de mudas de morango microcropropagadas
durante a aclimatizacdo (VESTBERG et al.,, 2004). Mudas micropropagadas de banana
inoculadas com Glomus manihotis e Bacillus spp. exibiram maior massa fresca e seca de parte
aérea e comprimento médio de parte aérea e foliar (RODRIGUEZ-ROMERO; GUERRA;
JAIZME-VEJA, 2005).

Entre os tratamentos sem inoculacdo de G. clarum foi verificado o maior crescimento
das plantas micropropagadas de mangabeira na fase de aclimatiza¢do, com aumento do peso da
massa fresca das folhas, caule, raiz e total, e peso seco de folhas, raiz, parte aérea e total das
plantas de mangabeira (Tabela 3).

A inoculacgéo isoladamente de G. clarum na aclimatizacéo de plantas de mangabeira ndo
promoveu crescimento (Tabela 3), mesmo também observado por Stancato e Silveira (2010) e
Kunze et al., (2014) durante a aclimatizagdo mudas de anturio e abacaxi, respectivamente. A
inoculacdo de G. clarum também nédo favoreceu o crescimento de mudas de Schizolobium
parahyba var. amazonicum, porém a presenca do FMA diminuiu a mortalidade das plantas
durante periodos de estresse (GONCALVES et al., 2015). A inoculacdo de FMA inibiu o
crescimento do porta enxerto de macieira M.9, porém sua presenca foi positiva para o
crescimento do porta enxerto Marubakaido, durante a aclimatizagdo (LOCATELLI; LOVATO,

2002). Maior porcentagem de enraizamento, comprimento de raizes e numero de raizes laterais,
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comprimento médio de parte aérea, area foliar, massa fresca e seca de parte aérea, caule e raizes

de plantas de crisdntemo foi obtida com a inoculagdo de Glomus sp. (SOHN et al., 2003)

Tabela 3- Peso da massa fresca das folhas, caule, raizes, total das plantas e seca das folhas,
raizes, parte aérea e total e das relagdes peso da massa seca da parte aérea/peso da massa seca
total das plantas (PMSP/PMST) e peso da massa seca das raizes/peso da massa seca da parte
aérea (PMSR/PMSP) de plantas micropropagadas de mangabeira aclimatizadas, em presenca

ou auséncia de Glomus clarum, em casa de vegetacao.

Massa fresca  Massa frescado  Massa fresca Massa fresca

G. clarum das folhas () caule (9) das raizes (Q) total (g)

auséncia 2,13 A 161 A 1,75 A 5,49 A

presenca 1,79B 154 B 154 B 4,88 B

Valor de F 9,81" 15,15" 12,47 12,117

CV (%) 14,88 3,16 9,75 9,29
Massa seca das Massa seca das Massa secada Massa seca total

folhas (g) raizes (g) parte aérea (g) (9)

auséncia 1,62 A 1,49 A 3,07 A 4,55 A

presenca 1,50 B 145B 2,92 B 4,38 B

Valor de F 13,23" 8,55" 15,05" 15,42"

CV (%) 5,7 2,36 3,24 2,73
PMSP/PMST  PMSR/PMSP

auséncia 0,56 B 0,49B

presenca 0,60 A 0,50 A

Valor de F 1,04" 5,15*

CV (%) 5,49 2,45

Nota: Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna néo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste
Tukey. "Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaborag&o do autor.

Para a relacdo peso da massa seca da parte aérea/peso da massa seca total (PMSP/PMST)
e peso da massa seca das raizes/ peso da massa seca da parte aérea (PMSR/PMSP) a presenca
do G. clarum na aclimatizacéo das plantas promoveu maiores valores (Tabela 3). Isto se deve
ao fato das plantas aclimatizadas com FMA terem uma maior proporcao de raiz do que de parte
aérea, como pode ser observado na Figura 2.

A inoculacdo dos isolados MF1, MF3 in vitro e o controle mostraram maior peso da
massa seca das raizes (g), enquanto MA2 proporcionou maior relagdo peso da massa fresca da
parte aérea/peso da massa fresca total (PMFP/PMFT) de plantas micropropagadas de
mangabeira. Os mesmos isolados proporcionaram os maiores valores para eficiéncia simbidtica

(Tabela 4). Os beneficios de FPCV durante a fase de aclimatizacdo, também foram relatados
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por outros autores, como Fortes et al. (2007) que obtiveram maior sobrevivéncia e enraizamento
de microestacas de Eucalyptus sp. com a inoculagdo de isolados de Trichoderma spp. e por
Gravel, Antoun e Tweddell (2007) que verificaram aumento do peso fresco de parte aérea e

raizes de plantas de tomate inoculadas com Trichoderma atroviride.

Figura 2- Plantas micropropagadas de mangabeira inoculadas in vitro com fungos promotores
do crescimento vegetal e aclimatizadas em auséncia ou presenca de Glomus clarum, em casa
de vegetacdo. Auséncia de G. clarum: MA2 (A); MA5 (B); MF1 (C); MF3 (D) e controle ndo
inoculacdo (E). Presenca de G. clarum: MA2 (F); MA5 (G); MF1 (H); MF3 (I) e controle
inoculado G. clarum (J). Barra= 10 mm.

Fonte: Elaboragdo do autor.

Como demonstrado neste trabalho, ocorreu formacao de raizes nas plantas aclimatizadas
de mangabeira (Tabela 2), as quais foram aclimatizadas sem raizes. Tal resultado pode ser
explicado devido o fato dos isolados fungicos utilizados terem a capacidade de sintetizar AlA.
Este fitormdnio promove o crescimento de raizes e proliferacdo de pelos radiculares, o que pode
melhorar a absor¢éo de nutrientes e agua do solo e, consequentemente, o crescimento da planta
(OLIVEIRA et al., 2012). Maior crescimento das plantas inoculadas de mangabeira ocorreu
guando foram inoculadas com os FPCV (Tabelas 2 e 4), sendo que os isolados fungicos
utilizados séo, ainda, solubilizadores de fosfato, podendo disponibilizar em maior quantidade o

P para as mudas, promovendo seu aumento.
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Tabela 4- Peso da massa seca das raizes, relacdo peso da massa fresca da parte aérea/peso da
massa fresca total (PSPA/PST) e Eficiéncia simbiotica de plantas micropropagadas de

mangabeira inoculadas in vitro com fungos promotores do crescimento vegetal, em casa de

vegetacao.
Massa seca das IAEfic.iéncia simbidtica
Isolados . PMFP/PMFT Auséncia Presenca
raizes (Q)
G. clarum G. clarum
MA2 1,46 B 0,69 A —2,90 ® 2,03
MA5 1,43 B 0,68 B 5,16 -2,71
MF1 1,49 A 0,68 B 1,61 —2,03
MF3 1,48 A 0,68 B 0,64 —-1,02
Controle 1,49 A 0,68 B - -
Valor de F 3,06 2,86 - -
CV (%) 2,36 1,34 - -

Nota: Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste
Tukey. "Significativo a 5% pelo teste F. CV (%) = coeficiente de variagdo. MEficiéncia simbidtica = [(matéria seca
de parte aérea da planta inoculada/ matéria seca da parte aérea do controle) -1] X 100.

Fonte: Elaborag&o do autor.

Visualmente as plantas de mangabeira aclimatizadas em auséncia de G. clarum tiveram
maior crescimento, mas quando inoculadas com MA2 in vitro apresentaram maior propor¢ao
de folhas expandidas, com menor volume e comprimento de raizes adventicias (Figura 2A). A
inoculacdo com MADB, na auséncia de FMA, proporcionou folhas expandidas maiores e menor
proporcao de suas raizes adventicias, porém com maior comprimento (Figura 2B). As plantas
inoculadas in vitro com MF1 ou MF3 (Figura 2C e 2D, respectivamente) mostraram folhas
expandidas em menor numero, raizes com menor volume, porém maior comprimento. As
plantas com auséncia de inoculacdo in vitro na aclimatizacdo apresentaram folhas expandidas
e suas raizes adventicias apresentaram maior volume e menor comprimento (Figura 2E).

Na aclimatizagdo com G. clarum, as plantas de mangabeira foram menores.
Visualmente, as inoculadas com MAZ2 in vitro tinham folhas expandidas maiores, porém em
menor numero e com maior volume de raizes adventicias (Figura 2F). As plantas inoculadas
com MA5S, MF1 e MF3 (Figura 2G, 2H e 2I, respectivamente) continham folhas expandidas
menores, entrends curtos e suas raizes adventicias de maior comprimento, porém com menor
volume. As plantas aclimatizadas sem inoculacgdo in vitro tinham folhas expandidas grandes
com pigmentacdo avermelhada e suas raizes adventicias eram pequenas, com pouco volume
(Figura 2J).

As mudas micropropagadas de mangabeira foram beneficiadas com a inoculagdo in vitro

do MF1 e aclimatizacdo com G. clarum, tendo maior porcentagem de sobrevivéncia e
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enraizamento, enquanto a auséncia do G. clarum, na aclimatizagcdo, proporcionou maior

crescimento das plantas.

Ensaio Il — Inoculacéo ex vitro de fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) em

frascos contendo plantas de mangabeira

Os maiores e 0s menores valores de sobrevivéncia e enraizamento foram verificados
para o tratamento com 0 MA2 e MAD5, sem inoculagdo com FMA, respectivamente. As plantas
responderam a co-inoculacéo (FPCV com FMA), para ambas as variaveis, quando o isolado foi
0 MAS5, com ganho médio igual ou superior a 100 % ou MF1 para maior porcentagem de
sobrevivéncia. As plantas responderam positivamente a inoculacao apenas do FMA (tratamento
controle), com acréscimo de 16, 7 e 26,5 % na porcentagem de sobrevivéncia e enraizamento,

respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5- Porcentagem de sobrevivéncia e enraizamento de plantas micropropagadas de de
mangabeira inoculadas ex vitro com fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) em

auséncia ou presenca de Glomus clarum na aclimatizacdo, em casa de vegetacao.

Glomus clarum

Isolados Auséncia Presenca Auséncia Presenca
Sobrevivéncia (%) Enraizamento (%)

MA2 60,0 Aa 26,7 Db 60,0 Aa 26,7 Cb
MAS5 20,0 Db 53,3 Aa 20,0 Eb 40,0 Aa
MF1 46,7 Bb 53,3 Aa 46,7 Ba 40,0 Ab
MF3 40,0 Ca 33,3Chb 40,0 Ca 33,3Bb
Controle 40,0 Cb 46,7 Ba 26,7 Db 33,3 Ba
Valor de F 497,83 277,78

CV (%) 3,17 3,96

Nota: Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e maidscula na coluna, para cada variavel, nao diferem
entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey. *Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente de variagéo.
Fonte: Elaborac&o do autor.

O numero médio de gemas e entrenos foram maiores com a presenca do G. clarum na
aclimatizacdo (Tabela 6). Tal resultado pode ser relacionado com o fato das plantas inoculadas
com FMA exibirem maior crescimento, e consequentemente, maior nUmero médio de gemas e

entrenos.
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Tabela 6- Numero médio de gemas e entrends de plantas micropropagadas de mangabeira

aclimatizadas em presenca ou auséncia de Glomus clarum, em casa de vegetagéo.

Glomus clarum NUmero meédio de gemas NUmero médio de entrenos
Auséncia 11,33 B 553 B

Presenca 13,87 A 7,00 A

Valor de F 8,40" 9,68"

CV (%) 19,00 20,60

Nota: Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste
Tukey. *Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente de variagao.
Fonte: Elaboracdo do autor.

A co-inoculacdo de G. clarum com MA5 e MF1 proporcionou maior sobrevivéncia e
enraizamento das plantas de mangabeira (Tabela 7). Resultados parecidos de co-inoculagédo
foram relatados para plantas de abacaxi durante a aclimatizacdo com uma mistura de FMA
(Claroideoglomus etunicatum, Dentiscutata heterogama, Rhizophagus clarus) com
Piriformospora indica, considerada adequada para producédo de alta qualidade (MOREIRA et
al., 2015). Martinez-Medina et al. (2011) observaram que a inoculacdo isolada de FMA néo
acarretou maior crescimento de plantas de meldo, porém a co-inoculacdo deste com T.
harzianum promoveu aumento da parte aérea das plantas.

A inoculacdo isolada do FMA neste trabalho proporcionou maior nimero médio de
folhas e entrends nas plantas de mangabeira (Tabela 6). Sohn et al. (2003) com a inoculacgdo do
FMA Glomus sp. encontraram maior porcentagem de enraizamento, comprimento de raizes e
namero de raizes laterais, comprimento médio de parte aérea, area foliar, massa fresca e seca
de parte aérea, caule e raizes de plantas de crisantemo (Chrysanthemum morifolium). A
inoculacdo dos FMA Glomus intraradices, G. etunicatum e Acaulospora sp. mostrou efeito
positivo no crescimento de plantas de antario (Anthurium andraeanum) durante a aclimatizacdo
(STANCATO; SILVEIRA, 2006) e de S. heterogama, G. etunicatum, G. clarum e Gigaspora
margarita promoveram maior crescimento de mudas de mirtileiro (FARIAS et al., 2014).

Entretanto, resultados negativos referentes a inoculagdo com FMA também tém sido
relatado. A inoculagdo do FMA G. intraradices durante a aclimatizagcdo de mudas de antdrio
ndo promove o crescimento destas (STANCATO; SILVEIRA, 2010). Mudas de S. parahyba
var. amazonicum inoculadas com G. clarum ndo exibiram maior crescimento, porém a
mortalidade diminuiu durante periodos de estresse (GONCALVES et al., 2015). Da mesma
forma, ndo ocorre incremento na biomassa de plantas de abacaxi quando inoculadas com FMA
R. clarus (KUNZE et al., 2014).
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Alguns autores descrevem que a utilizagdo do FMA na aclimatizagdo de mudas
micropropagadas proporciona aumento do vigor e capacidade de sobrevivéncia das plantas pela
maior absorcdo de nutrientes, aumenta a tolerancia a patdgenos radiculares, reduz o tempo de
aclimatizacdo e proporciona maior homogeneidade das plantas quanto ao crescimento ou
quanto a resposta a nutrientes (LOCATELLI; LOVATO, 2002; MARTINEZ-MEDINA et al.,
2011; MOREIRA et al., 2015). Algumas destas respostas foram observadas neste trabalho nas
mudas de mangabeira (Tabelas 5 e 6).

Para nimero médio de folhas em plantas micropropagadas de mangabeira, 0S maiores
valores foram detectados com a inoculacdo ex vitro do isolado MF3 (Tabela 7). Maior eficiéncia
simbidtica foi verificada com a inoculacdo ex vitro do isolados MA2 e MF1, na auséncia de G.
clarum, engquanto que na presenca do FMA maiores valores foram obtidos com a inoculacéo de
MA2 e MF3.

Tabela 7- Nimero médio de folhas e eficiéncia simbiética de plantas micropropagadas de
mangabeira inoculadas ex vitro com fungos promotores do crescimento vegetal na

aclimatizacdo, em casa de vegetacdo.

Eficiéncia simbidtica

NUmero médio de

Isolados f Auséncia Presenca
olhas
Glomus clarum Glomus clarum

MA?2 4,17 AB 0,33 1,34
MAJ5 3,17B -2,67 -0,67
MF1 4,67 AB 1,67 0,00

MF3 6,33 A 0,00 1,68
Controle 5,50 AB -- -

Valor de F 4,30" -- -

CV (%) 30,16 -- --

Nota: Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste
Tukey. "Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente de variagdo. MEficiéncia simbidtica = [(matéria seca de parte
aérea da planta inoculada/ matéria seca da parte aérea do controle) -1] X 100.

Fonte: Elaboragdo do autor.

A inoculacdo dos isolados fungicos promoveram o enraizamento das plantas de
mangabeira, com destaque para 0 MA2 (Tabela 5). Todos 0s microrganismos utilizados neste
trabalho sintetizam &cido indole acético (AIA), o que pode ter beneficiado as plantas
micropropagadas, visto que todas foram aclimatizadas sem raiz. A presenca deste fitormonio
promove o crescimento das raizes e proliferacdo de pelos radiculares, melhorando a absorcéo
de nutrientes e 4gua do solo e, com isso, o crescimento das plantas (OLIVEIRA et al., 2012).

Outros autores também observaram incremento no crescimento de diferentes espécies vegetais,
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quando estas foram inoculadas com FPCV. Microestacas de Eucalyptus sp. inoculadas com
isolados de Trichoderma spp. mostraram maior sobrevivéncia e enraizamento (FORTES et al.,
2007). Maior comprimento médio de raizes, massa fresca de raiz de plantas de pepino foram
verificados apos a inoculacdo com Trichoderma asperellum Q1 (LEI; Ya-q, 2015). Gravel,
Antoun e Tweddell (2007) relataram aumento do peso fresco de parte aérea e raizes de plantas
de tomate inoculadas com Trichoderma atroviride.

A inoculacdo com bactérias também tem mostrado ser benéfica para as plantas, como
pode ser observado com a inoculacdo de Azospirillum brasilense, Bacillus megaterium e
Klebsiella pneumoniae em mudas de tamareira (Phoenix dactylifera L.), com aumento no
crescimento e sobrevivéncia das mudas (FARRAG; ABEER; DARWESH, 2011). Durante a
aclimatizacdo de trés frutiferas (ameixa Mr.S 2/5 (Prunus cerasifera x P. spinosa), hibrido GF
677 (Prunus persica x P. amigdalus) e maca MM 106 (NorthenSpy x M1) a inoculacdo de A.
brasilense Sp245 promoveu maior crescimento das mudas (VETTORI et al., 2010). A
inoculacéo de plantas de gengibre vermelho (Alpinia purpurata Vieill) durante a aclimatizacéo
com Azospirillum sp. e Azotobacter sp. aumentou a taxa de sobrevivéncia, diametro de caule,
massa seca de raiz e nimero de brotac6es das plantas (OVANDO-MEDINA et al., 2007).

A auséncia do G. clarum na aclimatizagao proporcionou menor crescimento das plantas
de mangabeira. As plantas inoculadas ex vitro com MAZ2 tiveram maior nimero de folhas e suas
raizes tinham menor volume, porém maior comprimento (Figura 3A). As plantas inoculadas
com MADS5 exibiram menor nimero de folhas e volume de raizes adventicias, mas o maior
comprimento médio destas (Figura 3B). A inoculacdo de MF1 (Figura 3C) e MF3 (Figura 3D)
proporcionou menor numero de folhas, volume e comprimento de raizes. As plantas sem
inoculacdo de FPCV exibiram folhas expandidas maiores, mas com pigmentacao avermelhada
e menor volume de raizes (Figura 3E).

As plantas de mangabeira aclimatizadas com G. clarum mostraram maior crescimento.
Visualmente, a inoculacdo ex vitro de MA2 proporcionou folhas expandidas maiores nas
plantas de mangabeira com menor volume de raizes adventicias (Figura 3F). As plantas
inoculadas com MADS tiveram menor namero de folhas, sendo estas de menor tamanho (Figura
3G). Folhas expandidas foram maiores com a inoculacdo de MF1 (Figura 3H). A inoculagao ex
vitro de MF3 (Figura 31) e auséncia de inoculacdo de FPCV (Figura 3J) acarretou folhas de

menor expansdo na plantas e volume de raizes adventicias.
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Figura 3- Plantas micropropagadas de mangabeira aclimatizadas com fungos promotores do
crescimento vegetal e Glomus clarum, em casa de vegetacdo. Auséncia de Glomus clarum:
MA2 (A); MAS5 (B); MF1 (C); MF3 (D) e sem inoculacédo (E). Presenca de Glomus clarum:
MA2 (F); MA5S (G); MF1 (H); MF3 (1) e Glomus clarum (J). Barra= 10 mm.

Fonte: Elaborag&o do autor.

A inoculacdo ex vitro de MA2 sem G. clarum proporcionou maior porcentagem de
sobrevivéncia e enraizamento de mudas micropropagadas de mangabeira. No entanto, altas
taxas de sobrevivéncia e enraizamento também foram verificadas com a inoculagéo ex vitro de
MADS e MF1 com G. clarum, além do FMA ter proporcionado maior nimero médio de gemas

e entrends.
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4 CONCLUSOES

Maior sobrevivéncia e enraizamento das plantas de mangabeira ocorreram com a
inoculacdo in vitro do isolado fungico MF1 e com G. clarum na aclimatizacao das plantas. A
inoculagdo de MF1 in vitro proporcionou maior comprimento médio, peso da massa fresca da
parte aérea e massa seca das raizes.

Alta taxa de sobrevivéncia e enraizamento na aclimatizacdo de plantas de mangabeira
foi verificada com a inoculacédo ex vitro de MA2. A inoculacdo de G. clarum proporciona maior

namero médio de gemas e entrends em plantas aclimatizadas de mangabeira.
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CAPITULO 5

EPOCA E METODO DE INOCULACAO DE FUNGOS PROMOTORES DE
CRESCIMENTO EM PLANTAS MICROPROPAGADAS DE MANGABEIRA NA
ACLIMATIZACAO

RESUMO: A micropropagacao utilizando técnicas de cultura de tecidos € a alternativa para a
obtencdo de grande nimero de mudas uniformes, independente da época do ano, e importante
na propagacao de plantas com baixa taxa de germinagdo, como a mangabeira. Microrganismos
promotores de crescimento tém sido recomendados durante a aclimatizagdo, por estimular o
enraizamento durante esta etapa e aumentar a tolerancia aos estresses bioticos e abioticos.
Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da época e métodos de inoculacdo de fungos
promotores do crescimento vegetal (FPCV) na presenca e auséncia do fungo micorrizico
arbuscular (FMA) Glomus clarum, na aclimatizagdo de mudas micropropagadas de
mangabeira. No ensaio (l), estas foram aclimatizadas em substrato Bioplant® e submetidas a
quatro tratamentos de inoculacdo (FMA, FPCV, FMA + FPCV e controle), em cinco épocas de
inoculacdo dos FPCV (0, 5, 10, 15 e 20 dias) ap6s a aclimatizacdo. As plantas no ensaio (1)
foram aclimatizadas em substrato Bioplant® e submetidas a cinco tratamentos de inoculagio
dos FPCV: préximo ao colo da planta (1), pulverizagdo das plantas (P), | + P, P + P apds 24 h e
controle, em presenca ou auséncia de G. clarum. O in6culo com FPCV foi preparado com 4
isolados cultivados separadamente. Maior porcentagem de sobrevivéncia, enraizamento e
crescimento das plantas micropropagadas de mangabeira foi obtida com a inoculagéo de FPCV
aos 20 dias apds a aclimatizacdo. A pulverizagdo das plantas com FPCV, em presenca de G.
clarum, foi o que proporcionou maior sobrevivéncia e enraizamento das mudas, enquanto, a
inoculacdo de G. clarum proporcionou maiores relacbes peso da massa fresca da parte
aérea/peso da massa fresca total e peso da massa seca da parte aérea/peso da massa seca total
das mudas micropropagadas de mangabeira durante a aclimatizacéo.

Palavras-chave: Hancornia speciosa Gomes. Cerrado. Micropropagacdo. Fungo micorrizico

arbuscular. Fitormdnio. Solubilizador de fosfato.
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1 INTRODUCAO

Para formacdo de mudas, plantas micropropagadas devem ser submetidas a etapa final
da micropropagacdo, que € a aclimatizacdo, onde ocorre a transferéncia in vitro para ex vitro
(STANCATO; SILVEIRA, 2010). Essas sdo mais uniformes e mostram sincronia de floracéo
e frutificacdo no campo. A micropropagacéo proporciona producéo de alta qualidade e em larga
escala, em qualquer época do ano, de culturas livres de patdgenos, além de garantir grande
numero de plantas geneticamente idénticas a planta mde (MOREIRA et al., 2015; VESTBERG
et al., 2004).

A utilizagdo de microrganismos que promovem o crescimento das plantas durante a
fase de aclimatizacdo tem sido recomendada, entre outros, para estimulo do enraizamento ex
vitro, aumento da toleréncia a estresses bioticos e abidticos, promogéo de crescimento, aumento
da area foliar, nimero de folhas, matéria seca, reducdo do tempo de aclimatizagdo, aumento da
resisténcia aos patdgenos e sobrevivéncia das mudas apds o transplante (MARIANO et al.,
2004; SANTOS et al., 2005).

Estes beneficiam as plantas por meio de mecanismos diretos, como fixacdo de
nitrogénio, producdo de fitorménios, reducdo dos niveis de etileno no solo, solubilizacéo de
fosfato e secrecdo de siderdforos. As formas indiretas incluem mecanismos de biocontrole,
producdo de antibidticos, inducdo de resisténcia sistémica, entre outros, sendo que
microrganismos que possuem diversas caracteristicas podem ser utilizados como inoculantes
microbianos na agricultura (AGUADO-SANTACRUZ et al., 2012; MOREIRA; ARAUJO,
2013; OLIVEIRA et al., 2012; RAHI et al., 2009).

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) se destaca como uma das mais promissoras
frutiferas para programas de exploracao sustentavel. A incorporacdo da espécie em sistemas de
horticultura tem sido proposta como um meio para contribuir para a sua conservagao e, também,
reduzir a pobreza em areas em que esta frutifera é nativa e cresce satisfatoriamente (COSTA et
al., 2005; SANTOS et al., 2010; SOARES et al., 2007a; 2009;). Ela contém uma polpa branca,
agridoce e aromatica, sendo 80 % da polpa aproveitada na forma de sucos, sorvetes, licores,
doces, vinho e vinagre ou consumida in natura (COSTA et al., 2005; SANTOS et al., 2010).
Por ser uma planta laticifera, a presenca do latex nos frutos € uma vantagem para a preparacao
de sorvetes e geléias (SAMPAIO; NOGUEIRA, 2006; SOARES et al., 2007a).

A falta de informacgdes sobre essa cultura vem restringindo seu cultivo comercial,
tornando o seu aproveitamento limitado a pequenos produtores e a exploracdo extrativista

(COSTA et al., 2005). Sua propagacao pela via sexuada é dificultada pelo elevado grau de
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recalcitrancia de suas sementes e pelo mesocarpo agdo inibitoria sobre a germinagdo. Suas
mudas tém um crescimento lento, o0 que é comum em arvores do cerrado. Estas caracteristicas
reduzem o interesse na propagacdo convencional da mangaba e outras arvores frutiferas
(CALDAS et al., 2009; SOARES et al., 2007b; SOARES et al., 2009).

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da época e métodos de inoculagdo de
fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) na presenca e auséncia do fungo micorrizico
arbuscular (FMA) Glomus clarum, na aclimatizacdo de mudas micropropagadas de

mangabeira.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA E DESPOLPA DE FRUTOS DE MANGABEIRA

Os frutos foram coletados de diferentes plantas de mangabeira na Fazenda Gameleira,
municipio de Montes Claros de Goias - GO. A despolpa foi realizada manualmente, com auxilio
de peneira de aluminio malha n °55. As sementes foram lavadas em agua corrente, para retirar
0 excesso de mesocarpo aderido para, em seguida, serem imersas por 1 minuto em alcool 70 %
(v/v) e 30 min em solucéo de cloro ativo (1 %). O triplo enxague foi feito em camara de fluxo

laminar com agua destilada e autoclavada.

2.2 ESTABELECIMENTO DE SEMENTES E MULTIPLICACAO in vitro DE EXPLANTES
DE MANGABEIRA

As sementes foram transferidas, uma a uma, para tubo de ensaio (25 x 150 mm)
contendo 20 mL de meio de cultivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) modificado para a
metade da concentrac&o original dos sais (MS %), mais vitaminas, 30 g L™ de sacarose € 3,5 ¢
L1 de &gar. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,03 antes da autoclavagem. Os tubos de ensaios com
as sementes foram mantidos em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 h, temperatura de
25 + 3°C, umidade relativa de 45 a 46 % e radiacao fotossintética ativa de 45-55 pmol m2 s,

Para a fase de multiplicacdo in vitro, os explantes de mangabeira foram transferidos para
tubos de ensaio contendo 20 mL de meio de cultivo WPM (LLOYD; MCCOW, 1980),
modificado para a metade da concentragao original dos sais (WPM ¥%z), mais vitaminas, 30 g L
! de sacarose e 3,5 g L de agar. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,03 antes da autoclavagem. Apds

a inoculacéo, os tubos contendo os explantes foram mantidos em sala de crescimento.

2.3 PRE-ACLIMATIZACAO

As plantas de mangabeira foram transferidas para frascos (12 x 5 cm) contendo 25 mL
de meio de cultivo WPM %, mais vitaminas, 30 g L™ de sacarose e 3,5 g L™ de agar. O pH foi
ajustado para 5,7 + 0,03 antes da autoclavagem. Cada frasco tinha cinco plantas e foram
mantidos em sala de crescimento, sob fotoperiodo de 16 h, temperatura de 23 + 3 °C, umidade

relativa de 45 a 46 % e radiacio fotossintética ativa de 45-55 mmol m2s?,
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Apo6s 20 dias, os frascos foram transferidos para arméario com radiacdo fotossintética
ativa de 120 umol m=2 s, sob fotoperiodo de 16 h, temperatura de 27 + 3 °C e umidade relativa
de 48 a 50 %. As tampas de polipropileno dos frascos foram destravadas, posteriormente

deixadas semi-abertas para, em seguida, serem retiradas, tendo 24 h entre cada etapa.

Ensaio | — Epoca de inoculagdo de FPCV em mudas aclimatizadas de mangabeira, na

presenca ou auséncia do FMA Glomus clarum

Como inoculante foram utilizados uma mistura de quatro FPCV (MA2, MA5, MF1 e
MF3), isolados de solo proximo a raizes de plantas de mangabeira, conforme descrito por
Cabral (2012) e mantidos em tubos de ensaio contendo meio de cultura GL (glicose 10 g; extrato
de levedura 2 g e agar 15 g), em refrigerador a 5 °C. Cada isolado foi cultivado separadamente,
em erlenmeyer de 125 mL contendo meio liquido GL (extrato de levedura 2 g e glicose 10 g) e
incubados a 28 °C por 72 h. Os inoculantes foram padronizados para 108 ufc (unidade
formadora de col6nia) mL™? utilizando cAmara de Neubauer e, posteriormente, misturados na
relagdo 1:1 (v:v) no momento da inoculagéo das mudas.

O inoculante micorrizico foi constituido por G. clarum, procedente da cole¢do do
Laboratorio de Microbiologia do Solo da UFLA — Universidade Federal de Lavras, e doada a

UNESP- Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Engenharia, Campus de Ilha Solteira.

Aclimatizagéo e inoculagio

As plantas de mangabeira foram aclimatizadas em substrato Bioplant® e submetidas a
quatro tratamentos de inoculacdo: FMA, FPCV, FMA + FPCV e controle ndo inoculado, em
cinco épocas de inoculacdo dos FPCV (0, 5, 10, 15 e 20 dias) apds a aclimatizacdo. Todos 0s
vasos foram envoltos com saco plastico de 1 L.

As plantas que receberam G. clarum foram inoculadas no orificio de transplantio com 3,3 g de
inoculo (10 esporos mL? de solo). Para a inoculagdo do FPCV foi adicionado 15 mL de
inoculante liquido da mistura destes a 108 ufc mL™* no colo de cada planta, em cada época de
inoculacéo.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 4 x 5 (quatro
tratamentos de inoculagdo x cinco tempos de inoculacdo), com 20 repeti¢cdes por tratamento,

cada uma constituida por um vaso com uma planta. Os dados numéricos foram avaliados
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estatisticamente, mediante a anélise de variancia e as médias, analisadas por regressdo, com o
auxilio do software SISVAR (FERREIRA, 2011).

Ensaio Il — Métodos de inoculacdo de FPCV em mudas aclimatizadas de mangabeira, na

presenca ou auséncia do FMA Glomus clarum

Foram utilizados quatro isolados FPCV (MA2, MA5, MF1 e MF3) obtidos de solo
proximo a raizes de plantas de mangabeira, conforme descrito por Cabral (2012) e mantidos em
tubos de ensaio contendo meio de cultura GL (glicose 10 g; extrato de levedura 2 g e agar 15
g), em refrigerador a 5 °C. O inoculante foi composto da mistura dos quatro isolados de FPCV,

e preparado como anteriormente descrito.

Aclimatizacao e inoculacéo

As plantas de mangabeira foram aclimatizadas em substrato Bioplant® e submetidas a
cinco tratamentos de inoculacdo de FPCV: inoculacdo proximo ao colo da planta (1),
pulverizacdo das plantas (P), | + P, P + P ap0s 24 h e controle ndo inoculado, em presenca ou
auséncia de G. clarum. Apos todos os vasos foram envoltos com saco plastico de 1 L.

As plantas que receberam G. clarum foram inoculadas no orificio de transplantio com
3,3 g de indculo de FMA (10 esporos mL™ de solo). Para a inoculagdo proxima ao colo da
planta com FPCV foi adicionado 15 mL de inoculante liquido obtido da mistura dos isolados
fangicos a 108 ufc mL* e para as pulverizagdes das plantas foi utilizado mini pulverizador, onde
para cada planta foi utilizado 15 mL do inoculante liquido, anteriormente preparado.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 5 x 2
(métodos de inoculagdo de FPCV x auséncia ou presenca de FMA), com 20 repeticdes por
tratamento, cada uma constituida por um vaso contendo uma planta. Os dados numeéricos foram
avaliados estatisticamente, mediante a analise de variancia, testando as medias pelo teste de
Tukey (5%), utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2011).

Em ambos ensaios (I e Il), os vasos foram mantidos em casa de vegetacdo com
temperatura de 35 + 3 °C, umidade relativa de 20 a 25 % e sombreamento de 50 %. A irrigacédo
foi manual, ocorrendo trés dias na semana com volume de 15 mL por vaso. A cada duas
semanas, a irrigacao foi realizada com solucdo nutritiva em todos os tratamentos, composta

pelos sais do meio WPM % (Tabela 1), no volume de 15 mL por vaso.
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Tabela 1- Sais do meio de cultivo WPM %2 utilizados para preparo da solugdo nutritiva.

Concentracao na solucédo Volume para 1

Solugdo Componentes estoque (p/ 1 litro) litro
NHzNO3; 10,00 g L™

A Ca[NOs].4H:0 13,90 g L 20 mb

B K2SO4 24,759 L 20 mL

C CaCl,.2H,0 2,40 gL 20 mL
KH2POy: 17,00g L

D HsBO:s. 0,65gL* 5mL
Na2Mo004.2H,0 0,25¢gL*
MgSO4.7H:O: 37,009 L
MnSOa. 4H:0; 2,23gL"

E ZnS04. THO: 0,86 g L™ >ml

CuSOs. 5H,0 0,025 g L

FeS04.7H20 2,78 gL

F Naz.EDTA 3,72¢g L% >mL

Fonte: Elaboragdo do autor.

A cada sete dias foi realizado um furo neste, até chegar a sua abertura plena, totalizando
4 furos. Apds 30 dias os copos, sacos plasticos e 0 sombreamento foram retirados e passou a
ser utilizada irrigacdo automatica todos os dias e solucdo nutritiva, a cada duas semanas, no
volume de 15 mL.

Ao final de 120 dias foi avaliado porcentagem de sobrevivéncia, enraizamento,
comprimento médio da parte aérea, maior raiz, nimero médio de folhas, gemas, entrends,
diametro médio de caule, volume de raiz, peso da massa fresca e seca das folhas, caule, raiz,
parte aérea, total da planta, relacdo peso da massa fresca da parte aérea/peso da massa fresca
total (PMFP/PMFT), peso da massa seca da parte aérea/peso da massa seca total
(PMSP/PMST), peso da massa fresca das raizes/peso da massa fresca da parte aérea
(PMFR/PMFP) e peso da massa seca das raizes/ peso da massa seca da parte aérea
(PMSR/PMSP), area foliar e razéo da area foliar.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaio | — Epoca de inoculagdo de FPCV em mudas aclimatizadas de mangabeira, na

presenca ou auséncia do FMA Glomus clarum

Foi observado efeito de dias de inoculagdo de FPCV sobre as mudas micropropagadas,
mostrando comportamento quadratico ascendente, com as maiores porcentagens de
sobrevivéncia e enraizamento verificadas para a inoculacdo aos 20 dias apds a aclimatizacao
(Figura 1).

Figura 1- Porcentagem de sobrevivéncia e enraizamento de plantas micropropagadas de
mangabeira inoculadas com fungos promotores do crescimento vegetal em diferentes dias apos

a aclimatizacdo, em casa de vegetacao.

Porcentagem de sobrevivéneia e enraizanmento
[ ]
=]

Dias de inoculacio

——— Porcentagem de sobrevivéncia = 26,4434 - 0,5832 +0,0728 1" r’=0,76
—+ Porcentagem de enraizamento =22,8657 - 1,0025 + 0,0833 x* r'=0,83

Fonte: Elaboragdo do autor.

A inoculacdo de FPCV acarretou maior comprimento médio de maior raiz, area foliar e
razdo da area foliar das plantas aclimatizadas de mangabeira, enquanto a inoculacdo de FMA,

FPCV e FMA + FPCV promoveram maior peso da massa fresca e seca das raizes (Tabela 2).
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Tabela 2- Comprimento médio da maior raiz, area e razao da area foliar, peso da massa fresca
e seca das raizes de plantas micropropagadas de mangabeira inoculadas com fungos promotores

do crescimento vegetal (FPCV) e Glomus clarum na aclimatizacdo, em casa de vegetacao.

C,or'nprlmen?o Ar_ea Razéo Qa Massa fresca  Massa seca

Tratamentos medlc_) da maior  foliar area foliar das raizes (g) das raizes ()
raiz (cm) (cm?) (cm?. mg?)

FMA 3,50C 1,12B 0,25B 151 A 1,49 A
FPCV 9,67 A 2,47 A 0,56 A 151 A 1,48 A
FMA+FPCV 7,32B 1,27 B 0,30B 147 A 141 A
Controle 2,83C 0,57B 0,15B 1,01 B 0,99 B
Valor de F 19,55 6,01" 517" 3,58" 3,62"
CV (%) 45,39 91,44 89,91 35,11 35,18

Nota: Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste
Tukey. "Significativo a 5%. C.V (%)= coeficiente de variagao.
Fonte: Elaboragdo do autor.

Os menores pesos da massa seca das folhas, de caule e da parte aérea foram verificados
no tratamento FPCV+FMA, enguanto os tratamentos FPCV e FMA + FPCV mostraram maior
volume de raiz (Tabela 3).

Tabela 3- Peso da massa seca das folhas, caule, parte aérea e volume de raiz de plantas
micropropagadas de mangabeira inoculadas com fungos promotores do crescimento vegetal

(FPCV) e Glomus clarum na aclimatizacdo, em casa de vegetacao.

Massa secadas Massasecado Massasecada Volume de raiz
Tratamentos

folhas (Q) caule (g) parte aérea (Q) (mL)
FMA 1,49 AB 1,48 A 2,98 A 0,05B
FPCV 1,50 AB 1,47 A 2,96 A 0,27 A
FMA+FPCV 1,44 B 1,43 B 2,87B 0,22 A
Controle 1,54 A 1,49 A 3,03 A 0,07 B
Valor de F 3,13 3,43 4,07 2,75"
CV (%) 5,82 4,00 4,37 147,58

Nota: Médias seguidas pela mesma letra maiGscula na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo C.V
(%)= coeficiente de variacdo.teste Tukey. “Significativo a 5%. C.V (%)= coeficiente de variacio.
Fonte: Elaboragdo do autor.

Para as relagdes PMFP/PMFT e PMSP/PMST das plantas de mangabeira, os maiores
valores foram verificados na auséncia da inoculagdo dos FPCV (controle). As inoculagfes de
FMA, FPCV e FMA + FPCV proporcionaram os PMFR/PMFP e PMSR/PMSP (Tabela 4).
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Tabela 4- Relacdo peso da massa fresca da parte aérea/peso da massa fresca total
(PMFP/PMFT), peso da massa seca da parte aérea/peso da massa seca total (PMSP/PMST),
peso da massa fresca das raizes/peso da massa fresca da parte aérea (PMFR/PMFP) e peso da
massa seca das raizes/peso da massa seca da parte aérea (PMSR/PMSP) de plantas
micropropagadas de mangabeira inoculadas com fungos promotores do crescimento vegetal e

Glomus clarum na aclimatizacdo, em casa de vegetacéo.

Tratamentos PMFP/PMFT  PMSP/PMST  PMFR/PMFP  PMSR/PMSP

FMA 0,67B 0,67B 0,49 A 0,50 A
FPCV 0,68 B 0,66 B 0,47 A 0,50 A
FMA + FPCV 0,68 B 0,67 B 0,47 A 0,49 A
Controle 0,79 A 0,78 A 0,29B 0,32B
Valor de F 5,41 4,54" 5,82" 4,69
CV (%) 13,58 14,5 33,09 33,6

Nota: Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna néo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste
Tukey. "Significativo a 5%. CV (%) = coeficiente de variagéo.
Fonte: Elaborag&o do autor.

A inoculacdo do G. clarum, tanto isoladamente quanto em co-inoculacdo, foi pouco
benéfica para mudas micropropagadas de mangabeira na aclimatizacdo (Tabelas 2, 3 e 4),
apesar de seu uso ser recomendado nesta fase, exatamente para maior sobrevivéncia e
crescimento de algumas espécies frutiferas micropropagadas (CAVALCANTE; GOTO;
MAIA, 2009; STANCATO; SILVEIRA, 2010). Resultado parecido foi verificado com a
inoculacdo de G. clarum em mudas de S. parahyba var. amazonicum (GONCALVES et al.,
2015).

No presente trabalho, a inoculagdo do FMA ocorreu apenas no inicio da aclimatizacéo,
sendo esta a melhor época para a inoculacdo destes em muitas espécies de plantas
micropropagadas, por ser quando as plantas tém apenas primordios radiculares. Algumas
plantas se desenvolvem melhor quando a inoculagdo ocorre ap6s a aclimatizacéo
(LOCATELLI; LOVATO, 2002). E de fundamental importancia que a associagio micorrizica
seja estabelecida em curto periodo de tempo, de forma que os beneficios oriundos da simbiose
dependem da combinacdo especifica entre o isolado fungico e a variedade (LOCATELLI,
LOVATO, 2002; ANZANELLO; SOUZA; CASAMALLI, 2011), o que pode ndo ter ocorrido
com a inoculagéo das plantas de mangabeira com G. clarum.

A inoculagdo de FPCV promoveu maior crescimento das mudas micropropagadas
durante a fase de aclimatizacdo, reduzindo o estresse das plantas causado pela mudanga de

ambiente in vitro para ex vitro. Assim, a utilizagdo de inoculantes compostos por mistura de
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microrganismos propiciou maior competicdo destes com microrganismos nativos do solo, além
de promover uma maior colonizacdo e estabelecimento no novo ambiente (MITTAL et al.,
2008).

Os FPCV utilizados neste trabalho além de sintetizarem auxina, proporcionando o
enraizamento das plantas de mangabeira aclimatizadas sem raizes, também séo solubilizadores
de fosfato, podendo disponibilizar fosforo para as plantas, promovendo seu maior crescimento,
além de produzirem enzimas extracelulares que permitem atuar como agentes de controle de
patdgenos, acarretando na maior sobrevivéncia das mudas ao final da aclimatizacdo (Figura 1).

Outros autores também destacam o incremento no crescimento de diferentes plantas,
quando estas foram inoculadas com estes microrganismos, como pode ser observado em mudas
micropropagadas de morango inoculadas durante a aclimatizacio com Gliocladium
catenulatum, T. harzianum, Bacillus subtilis e T. harzianum + B. subtilis que obtiveram maior
crescimento de (VESTBERG et al., 2004). Microestacas de Eucalyptus sp. ap6s inoculacdo de
isolados de Trichoderma spp. apresentaram maior sobrevivéncia e enraizamento (FORTES et
al., 2007). Maior comprimento médio de raizes, massa fresca de raiz de plantas de pepino foram
detectadas com a inoculacédo de Trichoderma asperellum Q1 (LEI; Ya-q, 2015). Gravel, Antoun
e Tweddell (2007), relataram aumento do peso fresco de parte aérea e raizes de plantas de
tomate inoculadas com Trichoderma atroviride.

A inoculagéo de FPCV no momento da aclimatizacéo (0 dias) visualmente proporcionou
plantas com menor nimero de folhas expandidas e volume de raizes adventicias (Figura 2A).
Enquanto as plantas inoculadas aos 5 dias ap6s a aclimatizacdo com estes isolados exibiram
folhas expandidas menores, maior volume e comprimento de raizes adventicias (Figura 2B).
Aos 10 dias de inoculagdo, as plantas tiveram menor nimero, expansdo de folhas, volume e
comprimento de raizes adventicias (Figura 2C). As plantas inoculadas aos 15 dias foram as que
obtiveram folhas maiores e expandidas, com maior volume de raizes adventicias. Aos 20 dias
as plantas exibiram folhas expandidas maiores, porém em menor nimero e raizes com maior
volume e comprimento (Figura 2E).

A co-inoculagdo FMA + FPCV aos 0 (Figura 2F) e 5 dias (Figura 2G) proporcionaram
plantas com menor numero de folhas expandidas e volume de raizes adventicias. As plantas
quando inoculadas aos 10 (Figura 2H) e 15 dias (Figura 2I) mostraram as mesmas
caracteristicas das anteriores, poréem com folhas menores. Aos 20 dias, a co-inoculagdo
proporcionou as plantas de mangabeira maior nimero e tamanho de folhas e volume e

comprimento de raizes adventicias (Figura 2J).
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Figura 2- Plantas micropropagadas de mangabeira inoculadas com fungos promotores do
crescimento vegetal em diferentes dias apds a aclimatizacdo e Glomus clarum, em casa de
vegetacdo. Inoculacdo com FPCV: 0 dias (A); 5 dias (B); 10 dias (C); 15 dias (D) e 20 dias (E).
Inoculacdo com FMA + FPCV: 0 dias (F); 5 dias (G); 10 dias (H); 15 dias (1) e 20 dias (J).

Barra= 10 mm.

Fonte: Elaborag&o do autor.

As mudas micropropagadas de mangabeira foram beneficiadas com a inoculacdo da
mistura de FPCV aos 20 dias ap6s a aclimatizagdo, com maior porcentagem de sobrevivéncia
e enraizamento. A inoculagdo com FPCV proporcionou maior crescimento das plantas, obtendo
maior comprimento médio de parte aérea, area foliar, razdo da area foliar, peso da massa fresca

e seca das raizes, caule e parte aérea, além de maior relacdo PMFR/PMFP e PMSR/PMSP.

Ensaio Il — Métodos de inocula¢éo de FPCV em mudas aclimatizadas de mangabeira, na

presenca ou auséncia do FMA Glomus clarum

Entre os métodos de inoculacdo, as maiores porcentagens de sobrevivéncia e
enraizamento foram observadas na presenca do FMA associado aos tratamentos de inoculagédo
com FPCV por pulverizagdo, o qual ndo diferiu do controle, ou da inoculagdo proximo ao colo

da planta + pulverizacao das plantas (I + P), na auséncia de G. clarum (Tabela 5).
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Tabela 5- Porcentagem de sobrevivéncia, enraizamento e peso da massa fresca das raizes de
plantas micropropagadas de mangabeira aclimatizadas com diferentes métodos de inoculagdo
de fungos promotores do crescimento vegetal em auséncia ou presenca de Glomus clarum, em

casa de vegetacao.

Glomus clarum

Mét0?03~de Auséncia  Presenca  Auséncia  Presenca  Auséncia  Presenca
inoculagéo i

¢ Sobrevivéncia (%) Enraizamento (%) Massa fres(c;a; das raizes
Colodaplanta(l) 600Ba 533Cb 60,0Ba 333Cb 1,6 Aa 1,5Ab
Pulverizacéo (P) 53,3Chb 93,3 Aa 53,3Ch 80,0 Aa 1,5Ba 1,5 Aa
1+P 86,7 Aa 60,0 Bb 86,7 Aa 46,7 Bb 1,5Ba 1,6 Aa
P+P (24 h) 60,0 Ba 53,3Ch 53,3 Ca 33,3Ch 1,6 Aa 1,5 Aa
Controle 40,0 Db 93,3 Aa 40,0 Db 80,0 Aa 1,5Ba 15 Aa
Valor de F 103,82" 106,3" 3,57

CV (%) 2,0 23 4,2

Nota: Médias seguidas pela mesma letra, minscula na linha e maiuscula na coluna, para cada variavel, ndo diferem
entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey. *Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente de variago.
Fonte: Elaboragdo do autor.

Desta forma, todos os tratamentos de inoculacdo de FPCV, na auséncia de G. clarum,
diferiram do controle ndo inoculado e proporcionaram os maiores valores de sobrevivéncia e
enraizamento. O mesmo nao foi encontrado para peso da massa fresca das raizes sendo 0s
maiores valores verificados na auséncia do FMA, mas com inocula¢do proximo ao colo da
planta (I). Entre isolados de FPCV, quando ndo inoculado com FMA, os maiores valores da
massa fresca das raizes foram encontrados para os tratamentos de inocula¢do no colo da planta
(I) e pulverizadas em dois tempos (P + P 24 h) (Tabela 5).

Os FPCV utilizados neste trabalho além de sintetizarem auxinas, e com isso
promoverem o enraizamento das plantas (Tabela 5), também sdo solubilizadores de fosfato,
podendo disponibilizar fésforo para as plantas de mangabeira, promovendo o maior
crescimento destas e produzem enzimas extracelulares, podendo atuar como agentes de controle
de patogenos. Além disso, a inoculagdo destes em mistura torna-se benéfica por propicia uma
maior competicdo com micro-organismos nativos do solo, colonizagdo e estabelecimento no
novo ambiente e com isso serem capaz de expressar suas caracteristicas de promotores do
crescimento vegetal (MITTAL et al., 2008).

Independente dos tratamentos de inoculagdo com FPCV, a ndo inoculacdo de G. clarum
proporcionou 0os maiores valores para todas as variaveis estudadas, ou seja, maior comprimento
médio da parte aérea, da maior raiz, diametro médio de caule, nimero médio de entrends, peso
da massa fresca e seca das raizes, e para as relacbes PMFR/PMFP e PMSR/PMSP (Tabela 6).
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Tabela 6- Comprimento medio da parte aérea, maior raiz, didmetro medio do caule, nimero
médio de entrenos, peso da massa fresca e seca das raizes, relacdo peso da massa fresca das
raizes/peso da massa fresca da parte aérea (PMFR/PMFP) e peso da massa seca das raizes/peso
da massa seca da parte aérea (PMSR/PMSP) de plantas micropropagadas de mangabeira

inoculadas ex vitro em presenca ou auséncia de Glomus clarum na aclimatizacdo, em casa de

vegetacao.
Comprimento médio Comprimento médio Diédmetro médio NUmero médio
G. clarum . . . .
da parte aérea (cm) da maior raiz (cm)  do caule (mm) de entrends
Auséncia 4,01 A 10,43 A 183 A 6,20 A
Presenca 3,26 B 6,66 B 1,42 B 545B
Valor de F 7,00 13,72" 567" 423"
CV (%) 38,69 59,74 28,55 30,91
Peso da massa fresca Peso da massaseca .- iovEp PMSR/PMSP
das raizes (g) das raizes (g)
Auséncia 149 A 141 A 0,46 A 0,49 A
Presenca 1,27B 1,24 B 0,39B 0,42B
Valor de F 6,24" 4,52" 711" 521"
CV (%) 30,8 31,0 31,0 31,0

Nota: Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste Tukey. *Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente de variagio.
Fonte: Elaboragdo do autor.

Tais resultados corroboram com os obtidos por Stancato e Silveira (2010) e Kunze et al.
(2014) com a inoculacdo de FMA durante a aclimatizacdo mudas de anturio e abacaxi,
respectivamente. A inoculacdo de FMA também inibiu o crescimento do porta enxerto de
macieira M.9, entretanto a presenca do FMA teve efeito positivo no crescimento do porta
enxerto Marubakaido durante a aclimatizacdo (LOCATELLI; LOVATO, 2002). A maior
porcentagem de enraizamento, comprimento de raizes e nimero de raizes laterais, comprimento
médio de parte aérea, area foliar, massa fresca e seca de parte aérea, caule e raizes de plantas
de crisdntemo foi obtida com a inoculagdo de FMA (SOHN et al., 2003).

Apesar do G. clarum néo ter proporcionado aumento para algumas variaveis (Tabela 3),
a sua presenca garantiu as mudas de mangabeira maior porcentagem de sobrevivéncia e
enzaimento (Tabela 5), como também por Gongalves et al. (2015) em mudas inoculadas de S.
parahyba var. amazonicum, com reducdo de mortalidade destas durante periodos de estresse.

Para relagdes PMFP/PMFT e PMSP/PMST a presenca do FMA foi benéfica para as
plantas de mangabeira durante a aclimatizacdo (Tabela 7). A associagdo com este

microrganismo beneficia as plantas por meio da melhoria do estado nutricional, ocorrendo
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maiores taxas sobrevivéncia e alocacdo de biomassa, além de aumentar a densidade do sistema
radicular, ajudando na recuperacdo, quando as plantas sdo submetidas a estresse hidrico
(CAVALCANTE; GOTO; MAIA, 2009).

Tabela 7- Relacdo peso da massa fresca da parte aérea/peso da massa fresca total
(PMFP/PMFT) e peso da massa seca da parte aérea/peso da massa seca total (PMSP/PMST) de
plantas micropropagadas de mangabeira inoculadas ex vitro em presenca ou auséncia de

Glomus clarum na aclimatizacdo, em casa de vegetacao.

Glomus clarum PMFP/PMFT PMSP/PMST
Auséncia 0,68 B 0,67B
Presenca 0,73 A 0,72 A
Valor de F 6,50" 5,19"
CV (%) 12,5 13,35

Nota: Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste Tukey. "Significativo a 5%. CV (%)= coeficiente de variagio.
Fonte: Elaborag&o do autor.

As plantas de mangabeira obtiveram incremento na biomassa da parte aderea com a
utilizacdo do FMA (Tabela 7), a associagdo com este microrganismo promove aumento da
absorcédo de nutrientes e &gua por meio das raizes das plantas, favorecendo com isso 0 aumento
do peso da massa da parte aérea. Além de promoveram maior tolerancia a estresse, ocorrendo
baixa quantidade de perdas de plantas micropropagadas, como observado neste trabalho
(Tabela 5) (OLIVEIRA et al., 2011).

A area foliar e razdo da area foliar das plantas micropropagadas de mangabeira foram
maiores utilizando como métodos na aclimatizacdo a inoculagdo préxima ao colo das plantas +
pulverizacdo das plantas (I + P) (Tabela 8). A eficiéncia simbidtica foi positiva para a
inoculagdo préximo ao colo das plantas (1) na auséncia do G. clarum. Para a pulverizagdo das
plantas (P) e inoculacdo préximo ao colo das plantas + pulverizacdo das plantas (I + P) com a
presenca do FMA os meétodos tiveram eficiéncia simbiotica positiva.

Os resultados positivos de eficiéncia simbiotica para o0 metodo de pulverizacéo (P) de
FPCV nas plantas na presenca do FMA, corroboram com a maior porcentagem e sobrevivéncia
destas obtidas nesse método, demonstrando o efeito benéfico da metodologia utilizada
juntamente com os FPCV na obtencdo de maior nimero de mudas de mangabeira ao final da
aclimatizacdo (Tabela 5). SupBe-se que, com a pulverizacdo das plantas ocorreu uma maior

protecdo da planta com menor perda de &gua inicial e ataque de patdégenos
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Tabela 8- Area foliar, razdo da area foliar e eficiéncia simbi6tica de plantas micropropagadas
de mangabeira aclimatizadas com diferentes métodos de inoculag¢do de fungos promotores do

crescimento vegetal, em casa de vegetacéo.

Eficiéncia simbidtica®

Métodos de Area fgliar Razéo dzz é\re:ft1 Alséncia Presenca
inoculagéo (cm?) foliar (cm“mg™) G. clarum G. clarum
Colo da planta (1) 3,05 AB 0,68 AB 2,71 -0,33
Pulverizacéo (P) 2,04 AB 0,46 AB -2,37 0,33

| +P 339A 0,76 A -1,02 0,66
P+P(24h) 2,08 AB 0,47 AB —0,68 -1,67
Controle 1,24B 0,28 B - -
Valor de F 2,11° 3,69" - -
CV (%) 46,12 45,53 N N

Nota: Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste Tukey. “Significativo a 5%. CV (%) = coeficiente de variagdo. @ Eficiéncia simbidtica =
[(matéria seca de parte aérea da planta inoculada/ matéria seca da parte aérea do controle) -1] X 100.

Fonte: Elaboragdo do autor.

Na auséncia de G. clarum, a inoculacdo de FPCV préximo ao colo das plantas (I)
visualmente proporcionou plantas com maiores folhas expandidadas em menor quantidade e
raizes com volume e comprimento menores (Figura 3A). As plantas pulverizadas com FPCV
mostraram menor nimero de folhas, volume e comprimento de raizes adventicias (Figura 3B).
O método de inoculagdo proximo ao colo das plantas (1) associado a pulverizacdo das plantas
(I + P) e pulverizacdo das plantas no momento da aclimatizacdo e 24 h depois (P + P)
proporciounou maior nimero de folhas expandidas, volume e comprimento das raizes
adventicias (Figura 3C e 3D). Plantas ndo obtiveram inoculadas com FPCV e G. clarum
exibiram menor nimero de folhas, volume e comprimento de raizes adventicias (Figura 3E).

A inoculacdo dos FPCV proximo ao colo das plantas (1) na presenca de G. clarum
proporcionou plantas com folhas expandidas maiores em menor niUmero e raizes adventicias de
menor volume (Figura 3F). Enquanto a pulverizacgéo (P) das plantas micropropagadas propiciou
maior nimero de folhas, volume e comprimento de raizes adventicias (Figura 3G).

Plantas inoculadas proximo ao colo das plantas + pulverizacdo (I + P) apresentaram
menor nimero de folhas expandidas com maior comprimento e volume de raizes adventicias
(Figura 3H). Maiores folhas expandidas, com plantas de menor volume e comprimento de raizes
adventicias foram obtidas com a pulverizacdo dos FPCV no momento da aclimatizacdo e 24 h
depois (P + P). A auséncia de inocula¢do dos FPCV propiciou plantas com menor nimero de

folhas, volume e comprimento de raizes adventicias.



146

Figura 3- Plantas micropropagadas de mangabeira aclimatizadas com diferentes métodos de
inoculacéo de fungos promotores do crescimento vegetal em auséncia ou presenca de Glomus
clarum, em casa de vegetacdo. Auséncia de Glomus clarum: Inoculagdo proximo ao colo da
planta (1) (A); Pulverizacdo (P) (B); I + P (C); P + P (D) e sem inoucalcdo (E). Presenca de G.
clarum: Inoculagdo proximo ao colo da planta (1) (F); Pulverizacdo (P) (G); I + P (H); P+ P (I)

e G. clarum (J). Barra= 10 mm.

Fonte: Elaboragdo do autor.

As maiores porcentagens de sobrevivéncia e enraizamento das mudas de mangabeira
foram obtidas com os FPCV utilizando o método de inoculagdo préximo ao colo das plantas +
pulverizacdo das plantas (I + P) em auséncia de FMA ou com a pulverizacdo das plantas (P) na
presenca de G. clarum. No entanto, a segunda metodologia descrita é a mais pratica e facil de
utilizacdo, tornando possivel uma aclimatizacdo rapida e eficiente das plantas de mangabeira.

Independente do método de inoculacdo de FPCV, na auséncia de G. clarum, foi
detectado o maior crescimento das mudas, com maior comprimento médio de parte aérea, raiz,
didmetro de caule, nimero medio de entrends, peso da massa fresca e seca das raizes, relacdo
PMFR/PMFP e PMSR/PMSP. Na presenca de G. clarum as maiores relacées PMFP/PMFT e
PMSP/PMST das mudas micropropagadas de mangabeira durante a aclimatizacdo, foram

verificados
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4 CONCLUSOES

Maior porcentagem de sobrevivéncia e enraizamento de plantas micropropagadas de
mangabeira foi obtida com a inoculacdo de FPCV aos 20 dias apds a aclimatizacdo,
proporcionando maior crescimento das mudas micropropagadas de mangabeira na
aclimatizacdo.

A pulverizagdo das plantas com FPCV, em presenca de G. clarum, foi o0 método mais
adequado por proporcionar maior sobrevivéncia e enraizamento das mudas micropropagadas
de mangabeira aclimatizadas.

Com a inoculacéo de G. clarum ocorreu maiores relacdes peso da massa fresca da parte
aérea/peso da massa fresca total e peso da massa seca da parte aérea/peso da massa seca total
das mudas micropropagadas de mangabeira durante a aclimatizacéo.
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CONCLUSAO GERAL
A associagio do saco pléastico como camara Gimida com o substrato Bioplant®, seguido
da pulverizacdo de FPCV e inoculacdo do FMA Glomus clarum é o método mais adequado

para aclimatizacao de plantas micropropagadas de mangabeira, em casa de vegetacao.



