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CONSERVAÇÃO IN VITRO DE GERMOPLASMA DE MANDIOCA (Manihot 
esculenta Crantz) EM DIFERENTES TEMPERATURAS E CONCENTRAÇÕES DE 

NITRATO DE PRATA  
 
 
RESUMO: 
 
A manutenção de condições de crescimento mínimo associada ao uso de agentes 
osmóticos que promovam a redução do crescimento das plantas, e o aumento do 
intervalo entre os subcultivos, são fatores determinantes na conservação in vitro de 
germoplasma. Para que essa técnica ocorra com sucesso, é necessário reduzir as 
concentrações dos sais minerais, das vitaminas e da fonte de energia presentes no 
meio de cultura e principalmente reduzir a temperatura de cultivo, além de eliminar a 
presença do etileno mediante a adição de componentes inibidores desse gás, como o 
nitrato de prata. O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes temperaturas e 
concentrações de nitrato de prata na conservação in vitro de mandioca, visando maior 
eficiência no processo de manutenção dos acessos in vitro. O trabalho foi composto 
por dois experimentos, conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos da Embrapa 
Mandioca e Fruticultura. Em ambos, os acessos utilizados foram: Mandioca João 
Grande (BGM1325), Fécula Branca (BGM1632), BRS Kiriris (BGM1728), S/N (121) 
(BGM2004) e BRS Prata (BGM2019). Os explantes utilizados foram segmentos 
nodais de plantas de mandioca in vitro. No primeiro experimento, o meio de cultura 
utilizado foi o 8S e as plantas foram cultivadas sob temperaturas de 18 °C, 20 °C e 22 
°C, em câmaras climatizadas e a 22 °C, na sala de conservação (testemunha), sob 
fotoperíodo de 12 horas e intensidade luminosa de 20 μmol.m- 2 s- 1. No segundo 
experimento, as plantas foram cultivadas apenas sob a temperatura de 22 °C (sala de 
conservação), com o mesmo fotoperíodo e intensidade luminosa do primeiro 
experimento, cultivadas no meio de cultura 8S acrescido de 0 mg L-1 (controle), 5 mg 
L-1 e 10 mg L-1 de nitrato de prata. As variáveis analisadas para ambos os 
experimentos foram: altura da parte aérea (cm), número de brotos, número de folhas 
vivas, número de folhas senescentes, número de microestacas, peso fresco da parte 
aérea (g), peso seco da parte aérea (g), peso fresco de raízes (g) e peso seco de 
raízes (g). Para os dois experimentos foi utilizado o delineamento inteiramente 
casualizado e os dados submetidos ao teste F da análise de variância. Para as médias 
das temperaturas e concentrações de nitrato de prata foram avaliadas pelo teste de 
Tukey a 5% de significância e para a média dos acessos, utilizou-se o teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. Com o auxílio do do programa estatístico R para ambos. 
Conclui-se que independente da temperatura em estudo, os acessos BGM1325 e 
BGM1632 apresentaram menor altura da parte aérea e menor número de folhas 
senescentes. A temperatura testemunha na sala de conservação e a temperatura de 
20 °C e 22 °C demonstram resultados promissores para redução do crescimento in 
vitro, considerando a associação das variáveis altura, folhas vivas e senescentes. A 
presença de 10 mg L-1 de AgNO3 proporcionou maior número de folhas senescentes, 
apesar de nessa mesma concentração existir menor crescimento da planta em relação 
as demais concentrações e acessos. 
 
Palavras chave: Cultura de Tecidos; Protocolo; Crescimento Mínimo. 
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IN VITRO CONSERVATION OF MANDIOCA GERMOPLASM (Manihot esculenta 
Crantz) IN DIFFERENT TEMPERATURES AND CONCENTRATIONS OF SILVER 

NITRATE 
 
 

ABSTRACT: 
 
The maintenance of minimum growth conditions associated with the use of osmotic 
agents that promote the reduction of plant growth, and the increase of the interval 
between the subcultures, are determining factors in the in vitro conservation of 
germplasm. For this technique to occur successfully, it is necessary to reduce the 
concentrations of the minerals, vitamins and energy source present in the culture 
medium and especially reduce the temperature of cultivation, besides eliminating the 
presence of ethylene by the addition of inhibitory components of this gas, such as silver 
nitrate. The objective of this work was to evaluate different temperatures and 
concentrations of silver nitrate in the in vitro conservation of manioc, aiming at greater 
efficiency in the maintenance process of the in vitro accessions. The work was 
composed by two experiments, conducted in the Laboratory of Tissue Culture of 
Embrapa Mandioca and Fruticultura. In both, the accesses used were: Cassava Large 
Jojoba (BGM1325), White Fécula (BGM1632), BRS Kiriris (BGM1728), S / N (121) 
(BGM2004) and BRS Prata (BGM2019). The explants were nodal segments of 
cassava plants in vitro. In the first experiment, the culture medium used was 8S and 

the plants were grown under temperatures of 18 ° C, 20 ° C and 22 ° C in air-

conditioned rooms and at 22 ° C in the conservation room (control room) under 

photoperiod of 12 hours and light intensity of 20 μmol.m- 2 s -1. In the second 

experiment, the plants were cultivated only under the temperature of 22 ° C 

(conservation room), with the same photoperiod and light intensity of the first 
experiment, cultured in the 8S culture medium plus 0 mg L-1 (control), 5 mg L-1 and 
10 mg L-1 of silver nitrate. The variables analyzed for both experiments were: shoot 
height, number of shoots, number of live leaves, number of senescent leaves, number 
of microcuttings, fresh weight of shoot (g), shoot dry weight (g), fresh weight of roots 
(g) and dry weight of roots (g). For the two experiments, the completely randomized 
design and the data submitted to the F test of the analysis of variance were used. The 
mean values of temperatures and silver nitrate concentrations were evaluated by 
Tukey test at 5% significance and for the mean of the accessions, the Scott-Knott test 
was used at 5% probability. With the aid of the statistical program R for both. It was 
concluded that, independently of the temperature under study, the accesses BGM1325 
and BGM1632 presented lower shoot height and fewer senescent leaves. The control 

temperature in the conservation room and the temperature of 20 ° C and 22 ° C 

show promising results for in vitro growth reduction, considering the association of 
height, live and senescent leaves. The presence of 10 mg L-1 of AgNO3 provided a 
higher number of senescent leaves, although at the same concentration there was 
lower plant growth in relation to the other concentrations and accessions. 
 
KeyWords: Fabric Culture; Protocol; Minimum Growth. 
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1 INTRODUÇÃO  

 A Manihot esculenta Crantz pertence à classe das dicotiledôneas, ordem 

Euphorbiales, família Euphorbiaceae e gênero Manihot, do qual a maior diversidade 

do gênero encontra-se no Brasil, com cerca de 90 espécies (MARTINS et al., 2018).  

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de mandioca, com uma produção de 21,08 

milhões de toneladas de raízes em 2016 (FAO, 2018). 

Originária da América do Sul, a mandioca provavelmente foi domesticada e 

diversificada no Brasil (OLSEN, 2004). Seu cultivo ocorre principalmente por 

pequenos agricultores de diversas regiões tropicais e subtropicais do mundo, já que 

suas raízes constituem importante fonte de carboidratos (HOWELER et al., 2013). 

 Caracterizada por ser uma cultura de subsistência e de grande interesse para 

pequenos agricultores, consequentemente a mandioca torna-se uma cultura de 

segurança alimentar. Além disso, a mandioca é a base de matéria-prima para diversos 

produtos industriais, o que proporciona interesse constante na cultura e, portanto, 

aumenta-se a demanda e contribuição para a transformação agrícola e o crescimento 

econômico nos países emergentes (FAO, 2013). 

O desenvolvimento de novas variedades é um grande avanço no melhoramento 

genético de mandioca, logo há um aumento no potencial de rendimento da cultura. 

Devido a qualidade e produtividade da raíz da mandioca, o sistema de produção das 

variedades da cultura torna-se fundamental na diversificação do mercado, em razão 

às características específicas do amido que proporcionam sua utilização em diferentes 

áreas (ZHANG et al., 2010). 

 A conservação dos recursos genéticos de mandioca é impressidivel para 

reduzir a erosão genética, além de oferecer grande diversidade genética para 

programas de melhoramento. Logo, a avaliação de novos germoplasmas com 

definição dos acessos mais favoráveis a serem utilizados por melhoristas de plantas 

é um grande começo nesses programas de melhoramento, já que a variabilidade 

genética de acessos de mandioca é suficiente para ser explorada (KIZITO et al., 2007; 

ESUMA et al., 2012; TURYAGYENDA et al., 2012; KAWUKI et al., 2013). 

 O cultivo in vitro de germoplasma é de grande valor, pois a problemática de 

manutenção e conservação que existe nos cultivos sob condições de campo pode ser 

eliminada. O principal objetivo dos protocolos de conservação é atingir uma taxa 

máxima de sobrevivência, assim como a estabilidade genética com mínimos 

subcultivos (NAIDU e SREENATH, 1999).  
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 Dado o interesse comercial nesta cultura, a técnica de conservação in vitro 

torna-se atraente, pois garante a manutenção da integridade genética e biológica de 

um grande número de indivíduos em espaço reduzido, condições adequadas de 

cultivo, além de promover altas taxas de multiplicação em condições assépticas, 

permitindo o intercâmbio seguro de germoplasma.  

 Para conservar o germoplasma in vitro a médio/longo prazo é preciso oferecer 

ao acesso condições que favoreçam seu crescimento mínimo. De tal modo, uma 

alternativa dessa abordagem é a redução da temperatura no ambiente de cultivo e 

adição de retardantes de crescimento no meio de cultura in vitro. A redução da 

temperatura atua nas ações químicas, enzimática e crescimento microbiano no meio. 

Além disso, as mudanças na temperatura influenciam na taxa e estágio de 

desenvolvimento do patógeno, sua virulência e suas relações fisiológicas (GARRET 

et al., 2006). 

 Já no que se refere a adição de retardantes de crescimento no meio de cultura 

in vitro, está diretamente relacionado com o acúmulo e influência de gases nos 

recipientes de cultivo. O etileno é um fitohormônio gasoso que afeta o 

desenvolvimento das plantas conservadas in vitro, consequetemente a produção 

desse gás influencia na resposta dos explantes, podendo agir positiva ou 

negativamente. Por isso, existem estudos relacionados com os inibidores desse gás 

sendo o nitrato de prata (AgNO3) um dos seus inibidores (AL-BAHRANI, 2001; 

OZDEN-TOKATLI et al., 2005).  

Assim, em razão da importância social e econômica da mandioca e estudos 

que visem todos esses aspectos mencionados anteriormente, a conservação in vitro 

de germoplasma dessa cultura é fundamental para que não ocorra erosão genética.  

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes temperaturas 

e concentrações de nitrato de prata (AgNO3) na conservação in vitro de germoplasma 

de mandioca, a fim de contribuir com a otimização de protocolos para a manutenção 

dos acessos.  

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Aspectos botânicos, reprodução e toxidade da mandioca 

 A mandioca pertence à classe das Dicotiledôneas, subclasse 

Archiclamydeae, ordem Euphorbiales, família Euphorbiaceae, tribo Manihoteae, ao 

gênero Manihot e a espécie Manihot esculenta (FUKUDA; IGLESIAS, 2006). A família 
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Euphorbiaceae, composta por cerca de 8.000 espécies, estão distribuídas em 317 

gêneros. As plantas dessa família são latescentes e exibem flores diclinas e fruto 

capsular (COELHO, WAECHTER; MAYO, 2009). Está representada também por 

plantas herbáceas, arbustivas e arbóreas (JOLY, 2002), sendo que a maioria de suas 

espéciaes apresentam efeitos alucinógenos e são venenosas.  

 Conhecida por apresentar ampla adaptação às mais variadas condições de 

solo e clima, a mandioca é uma espécie diploide, monóica, alógama e perene. A 

propagação pode ser por sementes, o que possibilita a ocorrência de maior 

variabilidade, em condições naturais (REIFSCHNEIDER et al., 2014), tornando-se 

promissor aos programas de melhoramento genético. No entanto, frequentemente o 

processo de estaquia é o mais utilizado, através de segmentos do caule, chamados 

“manivas” ou “estacas” (SILVA et al., 2009; NARINA; ODENY, 2012). O benefício da 

estaquia além de redução do tempo de estabelecimento da planta em relação a 

propagação sexuada, essa técnica apresenta maior benefício a conservação das 

características agronômicas e morfológicas e da planta mãe (FUKUDA; CARVALHO, 

2006).  

 As folhas são lobulares (de três a nove lóbulos com coloração variada – verde 

escuro, claro até o roxo), caducifólias, simples, alternadas e com pecíolo longo (9 a 

20 cm de comprimento) e inseridas no caule de forma espiralada (ROGERS; APPAN, 

1976; EMBRATER 1979; CONCEIÇÃO, 1987; BERNARDES et al., 2009). Nos 

períodos de seca, as folhas sofrem redução da atividade fotossintética e abscisão 

como mecanismo de defesa, com a finalidade de impedir a transpiração excessiva 

nas condições de déficit hídrico (COELHO FILHO et al., 2009).  

 O caule apresenta diversos hábitos de ramificação: subarbustivo, ereto, 

dicotômico, tricotômico, tetracômico, com “nós” e gemas que permitem a propagação 

assexuada (NASSAR, 2000). 

 O sistema radicular da mandioca é supercial, pseudofasciculado e pivotante. 

As raízes possuem tamanhos e formas diferentes de acordo com as variedades e 

cultivos, além de apresentarem grande variação dentro e entre indivíduos de uma 

mesma cultivar (ROGERS; APPAN, 1976; CONCEIÇÃO, 1987). 

 O grande armazenamento de carboidrato encontra-se nas raízes da 

mandioca, conferindo-lhe amplo valor energético. Além disto, possui, em pequena 

quantidade, protéinas, minerais, vitaminas e fibras (ALMEIDA; FERREIRA FILHO, 

2005). Há uma extensa variação entre os genótipos de acordo com a forma, coloração, 
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peso, comprimento, profundidade, teores de amido, de carboidrato, de fibras e de 

açucares. Em plantas com reprodução sexuada a presença de raízes axiais tuberosas 

e raízes secundárias feculentas são frequentes. Nas plantas originárias de 

propagação vegetativa existe o modelo pseudo-fasciculado tuberoso, com raízes ricas 

em amido (CARVALHO, 2006). 

 A espécie Manihot esculenta Crantz tem o ácido cianídrico como principal 

responsável pela sua toxicidade. Os glicosídeos cianogênicos são outros compostos 

orgânicos cuja ação tóxica é iniciada no processo digestivo em sua primeira fase 

(hidrólise ácida) seguida para hidrólise enzimática, através da microflora intestinal 

(BALTAR, 2017).  

 A quantidade de glicosídeos cianogênicos que é encontrada nas variedades 

de mandioca popularmente conhecidas, devido a sua toxicidade, como bravas e 

mansas, está presente em todos os órgãos da planta, com exceção das sementes 

(CALATAYUD; MÚNERA, 2002).  

 

2.2 A cultura da mandioca  

A mandioca é cultivada em diversos países, destacando-se por sua importância 

nutricional, servindo tanto de base alimentar para milhões de pessoas no mundo, 

como para a alimentação animal. Apresenta significativa importância socioeconômica, 

pois os agricultores familiares consomem o produto e comercializam o excedente da 

produção na forma de farinha e amido, incrementado a renda familiar. Entre os 

diversos países em que a mandioca é produzida mundialmente, destacam-se a 

Nigéria, com 57,13 milhões de toneladas, seguida da Tailândia, Brasil, Indonésia, 

Gana e República Democrática do Congo. A participação desses seis países 

representa mais de 58,66 % de toda a produção mundial de mandioca (FAO, 2018). 

A área plantada com mandioca no País chegou a 1,4 milhão de hectares, com 

produção aproximada de 21,08 milhões de toneladas, em 2016 (IBGE, 2018). O Norte 

e o Nordeste são as principais regiões produtores de mandioca no Brasil, sendo 

responsáveis por, respectivamente, 37,3 % e 24,4% da produção de raízes (IBGE, 

2018). 

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), o estado 

brasileiro que possui maior produção de raízes de mandioca é o Pará, com 

aproximadamente 4,46 milhões de toneladas em 2017, seguido por Paraná e Bahia, 

com 3,73 e 2,10 milhões de toneladas, respectivamente (IBGE, 2018). Esses três 
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estados juntos representam quase metade da produção nacional, o equivalente a 

45,5%.  

Como em diversas culturas, determinadas limitações ocorrem na produção de 

mandioca no Brasil, tais como: alta sensibilidade na competição com plantas 

espontâneas, ataque de pragas e doenças, alta deterioração fisiológica pós-colheita, 

baixa fertilidade dos solos, manivas de baixa qualidade e variedades pouco produtivas 

ou até mesmo mal adaptadas às regiões de cultivo (CARDOSO et al., 2013; 

VENTURINI et al., 2016). Apesar disso, a mandioca apresenta fundamental valor para 

o País, por se encontrar entre as culturas de maior importância para a agricultura de 

subsistência e segurança alimentar (KUNKEAW et al., 2011). 

A parte da planta mais explorada são as raízes, que possuem alto teor de amido 

e podem ser utilizadas de várias formas, tanto na alimentação humana e animal como 

em forma processada, resultando produtos dos quais o amido é predominante. Porém, 

como as raízes possuem baixo teor e qualidade de proteínas, minerais e vitaminas, 

torna-se um fator limitante para uma maior exploração da cultura.  

Segundo LATIF e MULLER (2015), na alimentação humana, as folhas são 

consumidas como vegetal ou acompanhamento de pratos principais. Especialmente 

na região Nordeste do Brasil, as folhas são desidratadas e usadas na forma de farinha 

e as hastes utilizadas como material propagativo em novos plantios. Um prato 

bastante típico nas regiões Norte e Nordeste é a maniçoba, que só pode ser 

consumida após o processo de destoxificação do composto cianogênico (HCN) 

presente nas folhas da mandioca. As raízes podem ser consumidas fritas, cozidas e 

utilizadas para preparação de biscoitos, bolos, pães, tortas etc. Na alimentação 

animal, serve de matéria prima na preparação de silagens e fenos, e quando 

desidratadas como farinhas ou raspas (CHICHERCHIO, 2013). 

Os compostos cianogênicos (HCN) presentes nas raízes da mandioca são 

fatores que determinam sua forma de aproveitamento, que é variável de uma cultivar 

para outra. Logo, as raízes podem ser classificadas como mansas ou bravas, de 

acordo com a quantidade de HCN, sendo este, responsável pela toxidade das raízes, 

tornando-se uma limitação para consumo humano (PENTEADO; FLORES, 2001). A 

maioria das variedades bravas são direcionadas para o processamento de amido e 

farinha e só podem ser consumidas depois de submetidas a processos de 

destoxificação.  
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A classificação quanto à toxicidade das variedades é de acordo com a 

concentração de glicosídeos cianogênicos. Variedades consideradas com baixa 

toxicidade contém NCN<100 mg Kg-1, e são conhecidas nas comunidades agrícolas, 

modificando entre regiões e grupos étnicos, tais como “macaxeiras”, “aipins” ou 

“mandiocas doces ou mansas”. Já as variedades que apresentam altas concentrações 

de HCN (NCN>100 mg Kg-1), são conhecidas como “mandiocas bravas” (PERONI et 

al., 2007; MCKEY et al., 2010). 

Com certeza, o amido é o componente de maior valor agregado na cultura da 

mandioca (VASCONCELOS et al., 2017), apresentando propriedades especiais, 

como viscosidade, clareza, gelatinização e sabor suave e tornando-se mais adequado 

para o uso na indústria alimentícia em comparação com o amido de cereais, que 

apresenta sabor característico de plantas desse grupo (SINGH et al., 2007). O amido 

é o único produto da mandioca com mercado internacional, competindo com o amido 

de trigo, milho e o da batata (VILPOUX, 2008).   

 

2.4 Diversidade genética e melhoramento da mandioca 

 Uma característica importante na cultura da mandioca é sua ampla diversidade 

genética, que gera uma grandeza de indivíduos capazes de se adaptar em diversas 

regiões de cultivo (NICK, 2010). Essa característica é decorrente da alta 

heterozigosidade da cultura, facilidade de polinização cruzada da espécie e da 

deiscência abrupta dos frutos, que acarreta, uma infinidade de novos genótipos 

(RIBEIRO, 2010). Existe uma larga variabilidade genética de mandioca no Brasil, onde 

encontra-se mantida em coleções de trabalho e bancos de germoplasma, que é 

representada em grande maioria por agricultores e variedades locais selecionadas 

(FUKUDA; COSTA SILVA; 2005). 

O fato da mandioca se propagar sob condições naturais através de sementes, 

torna-se um fator fundamental e favorável para os programas de melhoramento 

genético, pois isso lhe confere a ocorrência de maior variabilidade (REIFSCHNEIDER 

et al., 2014). 

No procedimento de melhoramento genético é fundamental existir a predição 

genotípica dos genótipos mais promissores, o qual é dependente da estimativa dos 

parâmetros genéticos, assim como as correlações entre as características em seleção 

(OLIVEIRA et al., 2015). 
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A ampla diversidade genética que existe na cultura da mandioca é atribuída 

pelo fato da mesma ser uma planta alógama e com extensa segregração na primeira 

geração filial (FUKUDA et al., 2002). Por essa razão, a mandioca é geradora de uma 

infinidade de indivíduos capazes de adaptação a diversas regiões ecogeográficas de 

cultivo. 

O melhoramento genético da mandioca obteve avanços significativos, 

principalmente com o aumento do potencial de rendimento da cultura por meio do 

desenvolvimento de novas variedades. Ademais, além da produtividade e qualidade 

da raíz, a variedade da mandioca como componente do sistema de produção exerce 

um desempenho essencial na diversidade do mercado devido às características do 

amido que permitem sua utilização nas diversas áreas (ZHANG et al., 2010).  

Baseado na reprodução, os germoplasmas de mandioca são empregados 

como uma fonte de variação genética para inclusão de genes com alto valor 

agronômico em novas variedades. O aumento da produtividade, teor e qualidade do 

amido e resistência à seca, doenças e pragas são características tradicionalmente 

importantes no sistema de produção de mandioca na busca de novos alelos, o que 

confere seu uso em programas de melhoramento (OLIVEIRA et al., 2016). 

Para o aumento da base genética da mandioca, o papel dos programas de 

melhoramento é incorporar novos alelos a partir do uso de novos germoplasmas, 

podendo ser tanto de espécies locais como selvagens. Desta forma, o primeiro passo 

é a avaliação de novos germoplasmas de mandioca, determinando os acessos mais 

favoráveis a serem usados pelos melhoristas de plantas (OLIVEIRA et al., 2016). 

Seja qual for o programa de melhoramento é extremamente importante a 

diversidade genética, pois o mesmo restringe-se na presença da variabilidade para a 

característica que se deseja melhorar. Partindo dessa idéia, é indispensável o pré-

melhoramento para realizar a avaliação e caracterização dos recursos genéticos 

disponíveis, já que, é através da expressão fenotípica que se deduz a presença e 

grandeza da diversidade (NICK, 2010).  

 

2.5 Métodos de conservação de germoplasma 

Como há uma grande preocupação com a prevenção da erosão genética, 

despertou-se o interesse pela conservação do recurso genético vegetal há mais de 30 

anos, de forma a protegê-lo de perdas e assegurar seu uso quando necessário. Os 



8 
 

  

germoplasmas vegetais podem ser conservados na forma de órgãos vegetativos, no 

campo, na forma de sementes e pólen (SOUZA et al., 2009b). 

Para reduzir a erosão genética e fornecer parte da diversidade genética é 

essencial a conservação dos recursos genéticos (FUKUDA et al., 2005). 

Há duas estratégias de conservação de germoplasma: in situ e ex situ. In situ 

envolve a conservação de ecossistemas e componentes da diversidade biológica, 

onde o germoplasma é mantido no seu habitat natural, como parques e reservas 

florestais. Enquanto que a conservação ex situ envolve a preservação de recursos 

genéticos em condições diferentes aos de ocorrência natural com transferência para 

condições de armazenamento artificais, sob forma de condições de campo, em 

laboratório, e/ou por pequenos a longos prazos (SCHERWINSKI-PEREIRA; COSTA, 

2010). 

 

2.5.1 Conservação ex situ de germoplasma 

 A conservação ex situ constitui a base para os programas de melhoramento, 

não apenas com a busca de maior produtividade e alto desempenho, como também 

compõe uma questão de segurança alimentar e garantia do sucessivo uso das 

espécies vegetais essenciais para a alimentação humana. A prioridade do Brasil, 

historicamente, foi priorizar o modelo de conservação ex situ, a partir de câmaras frias, 

em coleções vivas no campo e em meio de cultura. Esse modelo de conservação 

captura o período evolutivo que a coleta foi realizada, no entanto as plantas assim 

conservadas não continuam a evoluir (SANTONIERI et al., 2016a).  

Em vista disso, tal característica indica limitações desse tipo de conservação 

para disponibilizar respostas mais rápidas relacionadas, por exemplo, a mudanças 

ambientais. Segundo a Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a 

Agricultura (FAO), a diversidade genética deverá ser mantida não apenas nos bancos 

de germoplasma, mas também nos sistemas agrícolas locais, para haver a 

participação dos agricultores (SANTONIERI et al., 2016b).  

As coleções ex situ são conhecidas como ativas e a depender do material 

utilizado a manutenção ocorre em condições diferentes, como: câmara climatizada 

com temperatura e umidade baixas; campo e casa de vegetação; criopreservação; e 

in vitro, contendo meio de cultura com baixa concentração salina (SOUZA et al., 

2009b). 
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2.6 Conservação in vitro de mandioca  

A conservação in vitro envolve a manutenção de amostras de germoplasma 

vegetal em que se empregam técnicas da cultura de tecidos em laboratório, em meio 

de cultura que induz o crescimento lento das plantas e sob condições controladas de 

temperatura, intensidade luminosa e fotoperíodo. Para evitar deterioração dos 

propágulos vegetais através de transferência periódicas para recipientes com novo 

meio de cultura é preciso que se garanta um conjunto de medidas operacionais e 

científicas (MATSUMOTO et al., 2010). 

A redução na velocidade de crescimento in vitro é geralmente obtida pela 

modificação das condições ambientais (fatores físicos), composição do meio de cultivo 

(fatores químicos) e da combinação de ambos. Quanto às condições ambientais, 

pode-se mencionar a diminuição da intensidade luminosa e do fotoperiodo e a redução 

da temperatura. Com relação ao meio de cultura, devem-se considerar os seguintes 

aspectos: redução na concentração de elementos minerais, adição de compostos 

osmoticamente ativos, como sacarose, mudanças na concentração ou natureza de 

reguladores de crescimento e acréscimo de retardantes de crescimento (REED et al., 

2013). Além disso, essa técnica in vitro visa reduzir o metabolismo celular, com a 

finalidade de aumentar o tempo entre os subcultivos (ENGELMANN, 2011). 

A utilização desse modelo de conservação elimina limitações estacionais 

encontradas nos procedimentos convencionais e contaminação por patógenos e vírus, 

e ainda promove pequena quantidade de material de partida, mão de obra 

especializada e espaço físico (FIRA et al., 2014). 

Nas culturas propagadas vegetativamente, que é o caso da mandioca, a forma 

mais comum utilizada é em condições de campo, mas também o germoplasma pode 

ser conservado in vitro ou até mesmo por meio de estocagem de sementes. A grande 

maioria das coleções no Brasil é mantida a campo, embora seja a forma menos 

eficiente em comparação com a in vitro, pois oferece riscos de perdas de acessos por 

desastres climáticos, ataque de pragas e doenças, além de ser mais onerosa. Já na 

conservação in vitro, o germoplasma é preservado de forma mais econômica e efetiva, 

pois é possível manter um grande número de indivíduos em um menor espaço físico 

(laboratório), além de minimizar o risco de perdas por fatores bióticos e abióticos 

(FUKUDA et al., 2005). 

Para a cultura da mandioca, existem diferentes técnicas de cultura de tecidos 

que podem ser utilizadas, podendo se destacar as relacionadas ao melhoramento 
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genético, especialmente no que se refere a cultura de embriões, a obtenção de 

haploides, a indução de mutações e a transformação genética (SOUZA et al., 2006), 

além da conservação in vitro de germoplasma. 

Para a conservção de germoplasma, é necessário o ajuste de protocolos 

especifícos para determinadas espécies, até mesmo em nível de acesso. Além disso, 

existe ainda uma outra limitação, que é a possibilidade de variações genéticas durante 

o cultivo, que aumentam no decorrer do tempo de armazenamento, quando os 

acessos in vitro passarem por sucessivos subcultivos, as chamadas variações 

somaclonais (ENGELMANN, 1997). Para reduzir esse problema, é possível criar 

condições de cultivo que possibilitem maior intervalo entre os subcultivos e a 

transferência periódica dos acessos para casa de vegetação ou campo 

(MATSUMOTO et al., 2010). 

Atualmente, o CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical, Colômbia) 

conserva a maior e mais diversificada coleção de mandioca do mundo. A maior parte 

dessa concentrada diversidade é originária da Colômbia, com outros 24% vindos do 

Brasil. Outros países da América do Sul contribuíram para essa coleção com 21%, 

América Central e Caribe com 7% e Ásia com 7%. Já os recursos genéticos de 

mandioca na África são conservados no IITA (International Institute of Tropical 

Agriculture), na Nigéria. O banco de genes do CIAT distribuiu mais de meio milhão de 

amostras de acessos oriundos de 141 países para solicitantes em mais de 160 países. 

Existem 6.643 acessos de mandioca mantidos no banco do CIAT, sendo que todos os 

materiais foram indexados e verificados para estarem livres do mosaico comum da 

mandioca, vírus do mosaico das nervuras e vírus de couro de sapo (CIAT, 2018). A 

Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas – Bahia, mantém 1.543 

acessos de mandioca em campo e 540 em laboratório (in vitro), envolvendo também 

as espécies silvestres. 

 

2.7 Temperatura na conservação in vitro de germoplasma 

A temperatura exerce grande influência para todos os seres vivos, tanto para 

atividades fisiológicas como no controle das taxas de reações metabólicas nas células 

(MOLLO, 2009). Para plantas que são cultivadas in vitro, a influência da temperatura 

permite o controle das variáveis que serão avaliadas, gerando, assim, um vasto 

conhecimento, de maneira a propiciar a formação de coleções sob crescimento lento, 
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e, consequentemente, reduzir a necessidade de constantes subcultivos (ISLAM et al., 

2005).  

Como já registrado anteriormente, diante de várias metodologias para 

promover o crescimento lento de plantas em coleções in vitro, as que mais se 

destacam são a redução da luz, do oxigênio, da concentração de nutrientes e da 

temperatura (FOGAÇA et al., 2006). Para WITHERS (1985), o primeiro fator que 

deverá ser testado para comprovar a influência no crescimento é a redução da 

temperatura, visto que ela diminui a ação de enzimas e o metabolismo geral no cultivo 

in vitro de plantas (LEMOS et al., 2002). 

Diversas mudanças são ocasionadas no metabolismo das plantas por conta 

das baixas temperaturas, tais como: arquitetura da parede celular, alterações no ciclo 

celular, acúmulo de acúcares, fluidez da membrana, modificaçãoes dos pigmentos 

fotossintéticos e rearranjo do citoesqueleto (HALDIMANN 1999; TAIZ e ZEIGER, 

2006; BENSON, 2008).  

O ambiente em que a planta está submetida também exerce grande influência 

no seu crescimento, desenvolvimento e resposta morfogênica. As salas de 

crescimento, onde as plantas são mantidas, apresentam determinadas temperaturas 

de acordo com a finalidade do cultivo, seja a conservação in vitro de germoplasma ou 

a micropropagação, e podem ser reguladas com a utilização de condicionadores de 

ar. Fotoperíodo (ciclos de claro/escuro) e intensidade luminosa são outros fatores que 

devem ser controlados em sistemas de cultivo in vitro de plantas. É interessante 

mencionar também que além das salas de conservação, nas câmaras climatizadas, 

conhecidas como BOD, a temperatura e o fotoperíodo podem ser regulados para 

permitir o crescimento lento das plantas in vitro. 

 

2.8 Nitrato de prata na conservação in vitro de mandioca 

Em geral, os meios de cultura básicos que se utilizam na conservação in vitro 

são os mesmos adotados na micropropagação de plantas. Porém, modificações são 

introduzidas na composição dos meios para promover a redução do crescimento das 

plantas e aumentar o intervalo entre os subcultivos. Essas modificações geralmente 

envolvem a redução na concentração de sais minerais, de vitaminas e na fonte de 

energia (carboidrato) que compõem o meio (MATSUMOTO et al., 2010). 

O etileno é um fitohormônio gasoso que afeta diretamente o desenvolvimento 

das plantas conservadas in vitro, bem como sua embriogênese (BANDEIRA et al., 
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2007). A produção e ação desse gás no cultivo in vitro afetam a resposta do explante, 

podendo agir de forma positiva ou negativa (DONINI et al., 2011).  Algumas outras 

funções são atribuídas ao etileno, entre elas: ativação de respostas de plantas a 

estresses diversos e sinalização de outros fitormônios, como o ácido jasmônico, o 

ácido salicílico e o ácido abscísico, influenciando, desse modo, diretamente no 

processo morfogênico (ADIE et al., 2007; KWON et al., 2009). 

Por conta da ação negativa do etileno, existem estudos relacionados com os 

inibidores desse gás, sendo o nitrato de prata (AgNO3) uma substância que possui 

esta capacidade (AL-KHAYRI, 2001; OZDEN-TOKATLI et al., 2005). Segundo LUZ 

(1995) o nitrato de prata adicionado ao meio de cultura pode, adicionalmente, 

promover a embriogênese somática. 

O intuito principal de eliminar a ação do etileno é o bloqueio da sua biossíntese 

ou ação deste regulador. As substâncias químicas utilizadas como o ácido 

aminoacético (AOA) e aminoetóxi-vinil-glicina (AVG) atuam bloqueando a conversão 

do S-Adenosilmetionina (Adomet) em ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) 

e operam como inibidores de enzimas. Os íons de prata, do nitrato de prata, competem 

com o íon cobalto que atuam bloqueando a conversão do ACC em etileno, sendo 

então um forte inibidor desse gás (TAIZ; ZAIGER, 2004). Segundo KUMAR e YADAV 

(2009), o nitrato de prata é um forte inibidor da ação desse fitohormônio, pelo fato de 

competir por sítios de ligação dos receptores do etileno localizados nas membranas. 

 O nitrato de prata (AgNO3) acrescentado ao meio de cultura com baixas 

temperaturas vem sendo estudado por muitos pesquisadores. REZENDE et al (2017) 

estudou o efeito da substância na conservação in vitro de germoplasma de mandioca 

(Manihot esculenta Crantz), onde o objetivo foi avaliar a redução do crescimento das 

plantas in vitro, bem como sua tolerância em baixas temperaturas. ZHANG et al. 

(2001), avaliaram o efeito do nitrato de prata para melhorar a eficiência de 

regeneração do germoplasma de mandioca, onde obtiveram respostas significativas 

com redução na formação de calos e melhora na frequência da regenaração, em todas 

as cultivares testadas. 
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DIFERENTES TEMPERATURAS NA CONSERVAÇÃO IN VITRO DE 
GERMOPLASMA DE MANDIOCA (Manihot esculenta Crantz) 

 
 
RESUMO: 
 
O cultivo in vitro é a forma mais efetiva e econômica que pode ser utilizada para 
conservação do germoplasma, admitindo um grande número de indivíduos em um 
pequeno espaço físico. A partir desse cultivo, é possível desenvolver uma coleção de 
plantas sob crescimento lento utilizando baixas temperaturas, de modo a diminuir a 
necessidade de constantes subcultivos. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar 
o crescimento in vitro de acessos de mandioca em diferentes temperaturas, para 
auxiliar na otimização de protocolos na conservação in vitro de germoplasma. O 
experimento foi conduzido no Laboratório de Cultura de Tecidos da Embrapa 
Mandioca e Fruticultura e foram testadas três temperaturas em câmaras climatizadas, 
18 °C, 20 °C e 22 °C, e a temperatura de 22 °C em sala de conservação de 
germoplasma (testemunha). Foram utilizados cinco acessos: Mandioca João Grande 
(BGM1325), Fécula Branca (BGM1632), BRS Kiriris (BGM1728), S/N (121) 
(BGM2004) e BRS Prata (BGM2019). Realizou-se a avaliação após 90 dias de cultivo, 
mediante as seguintes variáveis: altura da parte aérea (cm), número de brotos, 
número de folhas vivas, número de folhas senescentes, número de microestacas, 
pesos fresco e seco da parte aérea (g) e pesos fresco e seco de raizes (g). O 
experimento foi instalado no delineamento inteiramente casualizado em esquema 
fatorial 5 (acessos) x 4 (temperaturas), com vinte repetições. Os dados coletados 
foram submetidos ao teste F da análise de variância e avliados pelos testes de Tukey 
e de Scott-Knott a 5% de probabilidade, com auxílio do programa estatístico R. A 
temperatura testemunha (22°C em sala de conservação) propiciou menores valores 
médios de altura da parte aérea da planta, com destaque para os acessos BGM1325, 
BGM1632 e BGM2019. Já para os acessos BGM1728 e BGM2004, o menor 
crescimento das plantas ocorreu na temperatura de 18 °C (câmara climatizada). 
Conclui-se que independente da temperatura em estudo os acessos BGM1325 e 
BGM1632 apresentaram menor altura da parte aérea. Os BGM1325, BGM1632 e 
BGM2004 se destacaram com melhores resultados considerando a associação de 
menor crescimento, menor número de folhas senescentes e maior número de folhas 
vivas. A temperatura testemunha e a de 20 °C e 22 °C demonstram resultados 
promissores para as três variáveis fundamentais em estudos de conservação in vitro.  
  
Palavra-chave: Cultura de Tecidos; Crescimento Lento; Protocolo.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



27 
 

  

DIFFERENT ENVIRONMENTS AND TEMPERATURES IN IN VITRO 

CONSERVATION OF MANDIOCA GERMOPLASMA (Manihot esculenta Crantz) 

 

 
ABSTRACT: 
 
In vitro cultivation is the most effective and economical way of conserving germplasm, 
admitting a large number of individuals in a small physical space. From this cultivation, 
it is possible to develop a collection of slow growing plants using low temperatures, in 
order to reduce the need for subculture constants. Thus, the objective of this work was 
to evaluate the in vitro growth of cassava accesses at different temperatures, to help 
optimize protocols for the in vitro conservation of germplasm. The experiment was 
carried out in the Laboratory of Tissue Culture of Embrapa Mandioca and Fruticultura 
and three temperatures were tested in air-conditioned chambers, 18 ° C, 20 ° C and 
22 ° C, and again the temperature of 22 ° C in the germplasm conservation room 
(witness). Five accessions were used: Manioc João Grande (BGM1325), Fécula 
Branca (BGM1632), BRS Kiriris (BGM1728), S / N (121) (BGM2004) and BRS Prata 
(BGM2019). After 90 days of cultivation, the following variables were evaluated: shoot 
height, number of shoots, number of live leaves, number of dead leaves, number of 
micro-shoots, fresh and dry weight of shoot g) and fresh and dry weights of roots (g). 
The experiment was installed in a completely randomized design in factorial scheme 5 
(accesses) x 4 (temperatures), with twenty replications. The collected data were 
submitted to the F test of the analysis of variance and Tukey's tests were applied at 
5% significance and Scott-Knott's test at 5% probability using the statistical program 
R. The control temperature (conservation room) lower mean height values of the aerial 
part of the plant, with emphasis on accesses BGM1325, BGM1632 and BGM2019. As 
for the accessions BGM1728 and BGM2004, the lowest plant growth occurred at a 
temperature of 18 ° C (air-conditioned room). It was concluded that, independently of 
the temperature under study, accesses BGM1325 and BGM1632 presented lower 
shoot height. BGM1325, BGM1632 and BGM2004 stood out with better results 
considering the association of lower growth, lower number of senescent leaves and 
greater number of live leaves. The control temperature and 20 ° C and 22 ° C showed 
promising results for the three key variables in in vitro conservation studies. 

 

Keywords: Fabric Culture; Slow Growth; Protocol. 
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INTRODUÇÃO 

A mandioca é consumida em diversas regiões tropicais do mundo. Sua raíz 

está entre os produtos mais colhidos nacionalmente, estando atrás apenas do arroz, 

milho, soja e trigo, em área colhida (hectares), na safra de 2017, correspondente a 

1.407.345 hectares (IBGE, 2018). O consumo in natura e da farinha é bastante 

elevado nas regiões norte e nordeste do Brasil, consequetemente tornando-se base 

alimentar para milhares de pessoas dessas regiões (CEREDA; VILPOUX, 2010; 

DÓSEA et al., 2010; OLUWAMUKOMI et al., 2011).  

Para o aumento da base genética da mandioca, o papel dos programas de 

melhoramento é incorporar novos alelos a partir do uso de novos germoplasmas, 

podendo ser tanto de espécies locais como selvagens. Desta forma, o primeiro passo 

é a avaliação de novos germoplasmas de mandioca, determinando os acessos mais 

favoráveis a serem usados pelos melhoristas de plantas (OLIVEIRA et al., 2016). 

A conservação ex situ constitui a base para os programas de melhoramento, 

não apenas com a busca de maior produtividade e alto desempenho, como também 

compõe uma questão de segurança alimentar e garantia do sucessivo uso das 

espécies vegetais essenciais para a alimentação humana. As coleções ex situ são 

conhecidas como ativas e a depender do material utilizado a manutenção ocorre em 

condições diferentes, como: câmara climatizada com temperatura e umidade baixas; 

campo e casa de vegetação; criopreservação; e in vitro, contendo meio de cultura com 

baixa concentração salina (SOUZA et al., 2009). 

A metodologia de conservação de coleções de plantas deve se adequar ao seu 

sistema de propagação e garantir a viabilidade do material após o tempo de 

armazenamento (VIEIRA, 2013). O modelo de conservação in vitro, com técnicas de 

cultura de tecidos, envolve a busca por estratégias de conservação para 

estabelecimento de duplicatas de segurança.  

Diversos fatores contribuem para a redução do metabolismo de plantas 

conservadas in vitro, com destaque para o uso de reguladores osmóticos e outros 

compostos no meio de cultura. Em relação à incumbação, a incidência de luz, 

fotoperíodo e temperatura, são grandes influenciadores no crescimento das plantas 

(REED et al., 2013). 

A temperatura permite o controle das variáveis que serão avaliadas em plantas 

cultivadas in vitro, gerando, assim, um vasto conhecimento, de maneira a propiciar a 

formação de coleções sob crescimento lento, e, consequentemente, reduzir a 
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necessidade de constantes subcultivos (ISLAM et al., 2005). Diversas mudanças são 

ocasionadas no metabolismo das plantas por conta das baixas temperaturas, tais 

como: arquitetura da parede celular, alterações no ciclo celular, acúmulo de acúcares, 

fluidez da membrana, modificaçãoes dos pigmentos fotossintéticos e rearranjo do 

citoesqueleto (HALDIMANN 1999; TAIZ; ZEIGER, 2006; BENSON, 2008).  

Porém, embora existam métodos de conservação in vitro para mandioca, esta 

é uma espécie cujas respostas morfofisiológicas in vitro variam entre os genótipos, 

implicando a necessidade de studos para determinação de protocolos eficientes para 

um maior número de genótipos. Com isso, consequetemente aumenta-se a 

estabilidade genética e favorece-se a gestão (VIEIRA, 2013). 

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento in vitro de 

acessos de mandioca em diferentes temperaturas, para auxiliar na otimização de 

protocolos de conservação in vitro de germoplasma. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Local e material vegetal  

O experimento foi realizado no Laboratório de Cultura de Tecidos da Embrapa 

Mandioca e Fruticultura, na cidade de Cruz das Almas, Bahia. Foram utilizados cinco 

acessos de mandioca cujos códigos (BGMs), nomes vulgar, origem, parentais e locais 

de procedência no Brasil constam na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Relação acessos brasileiros de mandioca, com seus respectivos códigos 
(BGMs), nomes vulgares, origem, parentais e locais de procedência. 
 

Acesso Nome vulgar Origem Parentais 
Coleta (lugar 

e data) 

BGM1325 
Mandioca João 

Grande 
Coleta - 

Afogados da 
Ingazeira, PE, 

1991 

BGM1632 Fécula Branca  Coleta - 
São Mateus -

PR, 1995 

BGM1728 BRS Kiriris Cruzamento 

Parental feminino: 
BGM 0921; parental 

masculino: 
desconhecido 

- 

BGM2004 S/N (121) Coleta - 
Urucará, AM, 

2005 

BGM2019 BRS Prata Cruzamento 
parental feminino: 

BGM 1044; parental 
- 
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masculino: 
desconhecido 

 

Preparo do meio de cultura   

O meio de cultura básico utilizado foi o “8S”, desenvolvido no Centro 

Internacional de Agricultura Tropical – CIAT, Cali, Colômbia (CIAT, 1984) e que se 

utiliza rotineiramente na cultura da mandioca, acrescido de 30 g L-1 de sacarose. O 

pH dos meios foi ajustado para 5,8 acrescentando, quando necessário, NaOH ou HCl 

1N. O meio foi solidificado com Phytagel® (2,2 g L-1), dissolvido por aquecimento em 

forno de micro-ondas. Por fim, uma alíquota de 10 mL foi distribuída por tubo de ensaio 

de 25 mm de diâmetro e 150 mm de tamanho, em um total de 20 tubos por tratamento, 

que foram fechados com papel de alumínio, embalados em sacos plásticos e 

submetidos à autoclavagem por 20 minutos, a 120 °C. 

 

Instalação do experimento 

Essa etapa foi realizada em câmara de fluxo laminar com o auxílio de pinça e 

bisturi (Figura 1), as plantas foram seccionadas em segmentos nodais de 

aproximadamente 1 cm, contendo uma gema. Cada explante foi posteriormente 

introduzido no tubo de ensaio contendo 10 mL do meio de cultura, fechado com filme 

de PVC e etiquetado com o código de identificação correspondente ao acesso e ao 

ambiente/temperatura. As culturas então foram armazenadas em sala de conservação 

a 22 °C (testemunha) (Figura 2) e câmaras climatizadas a 18 °C, 20 °C e 22 °C (Figura 

3), sob condições ambientais que favorecem o crescimento lento das plantas: 

fotoperíodo de 12 horas com intensidade luminosa de 20 μmol.m-2.s-1 para ambos 

ambientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 1. Processo de seccionamento de plantas micropropagadas para obtenção dos 
explantes de mandioca.  
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Figura 2. Acessos de mandioca submetidos à temperatura de 22 °C na sala de conservação 
in vitro de germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 3. Acessos de mandioca submetidos às temperaturas de 18 °C, 20 °C e 22 °C em 
câmaras climatizadas. 
 

Avaliação do experimento 

Aos 90 dias, foram avaliadas as seguintes variáveis: a) altura da parte aérea 

(APA; cm); b) número de brotos (NB); c) número de folhas vivas (NFV); d) número de 

folhas senescentes (NFS); e) número de microestacas (NM); f) peso fresco da parte 

aérea (PFPA; g) peso seco da parte aérea (PSPA; g); h) peso fresco de raízes (PFR; 

g) e i) peso seco de raízes (PSR; g).  

Para avaliar a altura da parte aérea da planta foi utilizada uma régua, medindo 

a planta a partir da base até a parte apical. Para as variáveis peso fresco e seco da 

parte aérea e de raízes a avaliação foi feita utilizando balança digital (Figura 4). Para 

as variáveis peso seco da parte aérea e de raízes utilizou-se estufa com circulação de 

ar forçada a 70 °C, onde as plantas permaneceram por 48 horas (Figura 5). 
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Figura 4. Balança digital utilizada para determianr os pesos fresco e seco da parte aérea e 

de raízes das plantas de mandioca submetidas às temperaturas de 22 °C na sala de 

conservação e 18 °C, 20 °C e 22 °C em câmaras climatizadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.  Estufas empregadas para secagem da parte aérea e de raízes das plantas de 

mandioca submetidas às temperaturas de 22 °C na sala de conservação e 18 °C, 20 °C e 22 

°C em câmaras climatizadas. 

 

Análise estatística 

O experimento foi instalado no delineamento experimental inteiramente 

casualizado em esquema fatorial 5 (acessos) x 4 (temperaturas), com 20 repetições, 

cada uma representada por uma planta cultivada em um tubo de ensaio.  

Os dados coletados na avaliação foram submetidos ao teste F da análise de 

variância. Para as médias das temperaturas e dos acessos foram aplicadas, 

respectivamente, pelo teste de Tukey e pelo teste de Scott-Knott a 5% de 

probabilidade. As análises foram realizadas com auxílio do programa estatístico R (R 

CORE TEAM, 2018). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Em estudos de conservação in vitro buscam-se protocolos que estabeleçam a 

redução do metabolismo das plantas e subcultivos em maiores intervalos de tempo, 

porém, menor crescimento, menor valor de folhas senescentes e maior número de 

folhas vivas. Sendo assim, é fundamental a associação entre essas variáveis como 

forma de identificar o crescimento mínimo, não inviabilizando a multiplicação, 

recuperação e resgate subsequente das plantas. 

Na Tabela 1, é apresentada a análise de variância, onde é possível observar 

que houve efeito altamente significativo (p<0,01) da interação Temperaturas x 

Acessos para número de brotos (NB), número de folhas vivas (NFV), número de folhas 

senescentes (NFS), altura da parte aérea (APA), peso fresco da parte aérea (PFPA), 

peso seco da parte aérea (PSPA) e peso seco de raízes (PSR), enquanto para as 

variáveis número de microestacas (NM) e peso fresco de raízes (PFR) houve efeito 

significativo a 5% de probabilidade. O peso seco de raízes, dentro do fator 

temperatura, foi a única variável que não apresentou efeito siginificativo (p>0,05).  

Os coeficientes de variação (CV) obtidos oscilaram entre 16,56% e 49,53% 

para número de brotos e número de folhas vivas, respectivamente. Esses valores 

podem estar associados à instabilidade das plantas em experimentos in vitro, sendo 

considerados normais para trabalhos em cultura de tecidos vegetais. No entanto, cada 

variável é influenciada por diferentes fatores desconhecidos e não controlados, 

necessitando assim de faixas de classificação do CV específicas para inferir sobre a 

precisão experimental (WERNER et al., 2012). Isso demonstra que, apesar do 

controle nas condições de cultivo, a distribuição dos dados de resposta não costuma 

seguir o pressuposto da normalidade, gerando CV’s bastante elevados (CARVALHO, 

2013). Em estudo relacionado com micropropagação de Manihot esculenta Crantz 

foram encontrados CV’s com variações entre 18,99% e 63,51% (VIDAL et al., 2013).   

Resultados similares aos coeficientes de variação foram encontrados também em 

estudo envolvendo a conservação in vitro de espécies silvestres de Manihot, onde os 

CV’s variaram entre 10,54% e 36,96% (SILVEIRA, 2017). Se tratando da mandioca, é 

possível que a causa desses altos coeficientes de variação seja pela dificuldade em 

se homogeneizar a condição das microestacas utilizada na instalação do experimento, 

provavelmente devido a eventos fisiológicos que ocorrem nas fases de enraizamento 

e crescimento. 
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Tabela 1. Resumo da análise de variância para número de brotos (NB), número de folhas vivas (NFV), número de folhas senescentes (NFS), 

altura da parte aérea (APA; em cm), número de microestacas (NM), peso fresco da parte aérea (PFPA), peso seco da parte aérea (PFR), peso 
fresco de raízes (PFR) e peso seco de raízes, todas em g, dos acessos (BGM1325, BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019), em função 
das temperaturas de 18 °C, 20 °C e 22 °C (câmara climatizada), e 22 °C (controle; sala de conservação) a que foram submetidos. 
 

FV GL 
QM 

NB NFV NFS APA NM PFPA PSPA PFR PSR 

Temperatura 3 0,13666** 18,15957** 7,99024** 130,96046** 23,49469** 0,15136** 0,00152** 0,01035* 0,00003ns 

Acessos 4 0,13374** 37,39009** 3,04907** 227,08028** 47,51078** 0,19727** 0,00233** 0,05309** 0,00050** 

Temperatura X Acessos 12 0,14284** 3,42732** 1,63285** 25,91432** 2,97134* 0,02395** 0,00016** 0,00608* 0,00006** 

Erro 79 0,03335 1,18311 0,33806 4,03071 1,60372 0,00430 0,00006 0,00300 0,00002 

CV (%)  16,56 49,53 47,28 38,91 39,71 41,25 39,55 46,52 41,31 

Média Geral  1,10 2,20 1,23 5,16 3,19 0,16 0,02 0,12 0,01 

ns: não significativo; ** e * significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F. 
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As variáveis analisadas neste trabalho indicam o bom desenvolvimento das 

plantas e seu vigor, como número de brotos, número de folhas vivas, altura da parte 

aérea e número de microestacas, bem como o estádio fisiológico ou fase de 

senescência em que a planta se encontra, analisado pelo número de folhas 

senescentes. Essa última variável é fundamental para auxiliar na delimitação do 

tempo de cultivo e do momento exato para a transferência da planta para um meio de 

cultura, indicando a realização de um novo subcultivo.  

Em estudos de conservação in vitro busca-se por protocolos que estabeleçam 

a redução do metabolismo das plantas, maior intervalo entre subcultivos, menor 

crescimento, menor número de folhas senescentes e maior número de folhas vivas. 

Sendo assim, é fundamental a associação entre essas variáveis como forma de 

identificar o crescimento mínimo, não inviabilizando a multiplicação, recuperação e 

resgate subsequente das plantas. 

Na Tabela 2 é observado que o valor médio do número de brotos (NB) para os 

acessos BGM1325, BGM1632 e BGM1728 não apresentou diferença estatística entre 

as temperaturas avaliadas, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

Já para o acesso BGM2004, a temperatura testemunha foi a que propiciou o maior 

valor médio para NB, diferindo das demais temperaturas. Para o acesso BGM2019, o 

maior valor médio para essa variável ocorreu na temperatura de 18 °C (1,30), porém, 

diferiu estatisticamente apenas da temperatura de 20 °C (0,93).  

Na temperatura testemunha, o melhor resultado foi apresentado pelo acesso 

BGM2004, com valor médio de 1,72 brotos, pertencendo a um grupo distinto dos 

demais, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Para as demais 

temperaturas testadas (18 °C, 20 °C e 22 °C), não houve diferença estatística, e, com 

isso, todos acessos ficaram alocados no mesmo grupo (Tabela 2). 

Levando-se em consideração a melhor combinação entre acesso e 

temperatura, o maior valor médio (1,72) para número de brotos foi apresentado pelo 

acesso BGM2004 com a temperatura testemunha, diferindo estatisticamente dos 

demais acessos (Tabela 2). Apenas na associação do acesso BGM2019 com a 

temperatura de 20 °C a média de número de brotos ficou abaixo de 1, porém sem 

diferir estatisticamente dos demais acessos (Tabela 2).  

Em estudo semelhante, de conservação in vitro do gênero Manihot, os 

genótipos utilizados apresentaram média para o número de brotos de 1,34 cm quando 
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mantidos na temperatura de 22 ºC (sala de conservação), sob fotoperíodo de 12 horas 

(SILVEIRA, 2017). 

 
Tabela 2. Valores médios para número de brotos (NB) obtidos em cinco acessos de mandioca, 

submetidos à temperaturas de 18 °C, 20 °C e 22 °C (câmaras climatizadas) e 22 °C em sala 
de conservação (testemunha). Cruz das Almas, 2018. 
 

Acessos 
Ambientes/Temperaturas (°C) 

Testemunha (22) 18 20 22 

BGM1325 1,00 bA 1,00 aA 1,00 aA 1,00 aA 

BGM1632 1,05 bA 1,15 aA 1,03 aA 1,07 aA 

BGM1728 1,10 bA 1,20 aA 1,00 aA 1,12 aA 

BGM2004 1,72 aA 1,05 aB 1,15 aB 1,00 aB 

BGM2019 1,07 bAB 1,30 aA 0,93 aB 1,10 aAB 
Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade. 

 

Para os acessos BGM1325 e BGM2019, as temperaturas avaliadas não 

apresentaram diferença estatística pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, para 

os valores médios do número de folhas vivas (Tabela 3). Para o acesso BGM2004, o 

maior valor médio para o NFV (5,70) foi observado na temperatura de 18°C, 

diferenciando-se estatisticamente dos demais, exceto o BGM1728.  

Na conservação in vitro de mandioca, VIEIRA (2013) utilizou o mesmo meio de 

cultura (8S) e temperatura (sala de conservação a 22 °C) utilizado nesse trabalho, 

para avaliar o número de folhas vivas. Essa variável estava entre as que mais 

contribuíram para avaliar o comportamento das plantas. Dessa forma, a seleção das 

variáveis mais importantes nos estudos de conservação in vitro permite maior clareza 

nas conclusões dos resultados, assim como análises posteriores. 

O maior número de folhas vivas encontrado no estudo de SILVEIRA (2017) foi 

de 8,47, em plantas de mandioca cultivadas in vitro submetidas à temperatura de 22 

°C (sala de conservação) em meio “8S”, semelhante com a metodologia utilizada 

nesse trabalho. 

Em um estudo envolvendo a influência de condições de incubação na 

conservação in vitro de germoplasma de citrus, a condição de conservação utilizada 

foi semelhante com o presente estudo. CARVALHO (2013) encontrou diferenças no 

número de folhas verdes em cada temperatura testada. O ambiente que apresentou 

resultados semelhantes com o presente trabalho foi em câmara climatizada com 
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temperatura de 17 °C, onde a média do número de folhas verdes encontrado foi de 

4,61. 

Na temperatura testemunha, o melhor resultado para NFV foi apresentado pelo 

acesso BGM2004, com valor médio de 5,05, pertencendo a um grupo estatisticamente 

distinto dos demais acessos pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Na 

temperatura de 18 °C, os acessos BGM2004 e BGM1728 apresentaram maiores 

valores médios, com 5,70 e 4,65, respectivamente, pertencendo a um grupo distinto 

dos demais acessos pelo teste estatístico.   

Para as temperaturas de 20°C e 22°C, os acessos BGM1728, BGM2004 e 

BGM2019 apresentaram os maiores valores médios para a característica avaliada, 

pertencendo ao mesmo grupo e diferenciando, portanto, dos demais. Já na 

temperatura de 18 °C os acessos BGM1728 e BGM2004 pertencem estatisticamente 

ao mesmo grupo, diferindo dos outros três acessos (BGM1325, BGM1632 e 

BGM2019). 

As melhores combinações foram observadas no acesso BGM2004 com a 

temperatura testemunha e 18 °C e no BGM1728 também na temperatura de 18 °C. 

Considerando os fatores de forma isolada, os melhores resultados para número 

de folhas vivas foram obtidos na temperatura de 18 °C e no BGM2004. 

 

Tabela 3. Valores médios para número de folhas vivas (NV) obtidos de cinco acessos de 
mandioca, BGM1325, BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019, submetidos à 
temperaturas de 18 °C, 20 °C e 22 °C (câmaras climatizadas) e 22 °C em sala de conservação 
(testemunha). 
 

Acessos 
Ambientes/Temperaturas (°C) 

Testemunha (22) 18 20 22 

BGM1325 0,50 cA 0,85 cA 0,17 bA 0,10 bA 

BGM1632 1,20 cB 3,20 bA 0,55 bB 0,37 bB 

BGM1728 3,05 bAB 4,65 aA 1,60 aB 1,87 aB 

BGM2004 5,05 aA 5,70 aA 2,30 aB 3,05 aB 

BGM2019 2,08 cA 2,22 bA 2,57 aA 2,45 aA 

Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade. 

 
Na Tabela 4, encontram-se os valores médios para a variável número de folhas 

senescentes (NFS). Para os acessos BGM1325, BGM1632 e o BGM2019, a 

temperatura que apresentou maior valor para o NFS foi a de 18 °C, diferenciando, 

assim, das demais temperaturas avaliadas, pelo teste de Tukey a 5% de 
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probabilidade. Para o BGM2004, o maior valor médio para o NFS, foi observado na 

temperatura testemunha, que não diferiu das médias alcançadas nas temperaturas de 

18 °C e 20 °C, mas foi estatisticamente superior à da temperatura de 22 °C. Já para 

o BGM1728 não houve diferença estatística para os valores médios obtidos em 

nenhuma das temperaturas avaliadas. 

Na temperatura testemunha e aos 20 °C, as maiores médias para NFS 

ocorreram nos acessos BGM1728 e BGM2004, pertencentes ao mesmo grupo e 

distintas dos demais acessos pelo agrupamento de Scott-Knott. Já nas temperaturas 

de 18 °C e 22 °C, os acessos BGM1325, BGM1632, BGM1728 e BGM2004 mostraram 

as médias mais baixas para NFS, compondo o mesmo grupo (Tabela 4). 

O resultado encontrado por SILVEIRA (2017) em relação ao número de folhas 

senescentes de plantas de mandioca in vitro, em temperatura de 22 ºC (sala de 

conservação), foi de 0,81. Sendo que as menores médias estimadas, utilizando 

plantas submetidas no mesmo meio de cultura (8S) utilizado nesse trabalho, foi entre 

as variáveis altura de planta e número de folhas senescentes.  

No estudo de CARVALHO (2013) envolvendo adequação de condições de 

crescimento mínimo para conservação in vitro de germoplasma de citros utilizando 

câmaras climatizadas com temperatura de 17 °C, o coeficiente de variação na 

interação de ambiente x genótipo para a variável número de folhas senescentes foi de 

42,78%, semelhante com o presente trabalho (47,28%). Com isso, de acordo com os 

resultados obtidos e demais estudos envolvendo experimentos na área de cultura de 

tecidos, fica evidente que os coeficientes de variação são elevados e especificamente 

para essa variável. Houve semelhança nos valores encontrados, apesar de não se 

tratar da mesma cultura, porém, trata-se da influência de condições de incubação na 

conservação de germoplasma in vitro. 

A variável número de folhas senescentes é um identificador para conservação 

in vitro, pois, o que acontece com a planta no campo, demonstra a expressão do 

processo de envelhecimento da mesma (CARVALHO, 2013). O maior problema é 

estabelecer o período apropriado que se deve realizar o subcultivo sem comprometer 

a regeneração futura das plantas (CANTO et al., 2004). Nesse contexto, esse é um 

dos maiores obstáculos para o estabelecimento de grandes coleções in vitro. 
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Tabela 4. Valores médios para número de folhas senescentes (NFS) obtidos de cinco acessos 

de mandioca, BGM1325, BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019, submetidos à 
temperaturas de 18 °C, 20 °C e 22 °C (câmaras climatizadas) e 22 °C em sala de conservação 
(testemunha). 
 

Acessos 
Ambientes/Temperaturas (°C) 

Testemunha (22) 18 20 22 

BGM1325 0,30 bB 1,90 bA 0,50 bB 0,50 bB 

BGM1632 0,27 bB 2,00 bA 0,40 bB 0,97 bB 

BGM1728 1,72 aA 1,68 bA 1,30 aA 1,35 bA 

BGM2004 1,57 aA 1,45 bAB 1,05 aAB 0,55 bB 

BGM2019 0,93 bC 3,22 aA 0,57 bC 2,23 aB 

Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade. 

 

 As plantas observadas na Figura 1 armazenadas na sala de conservação a 22 

°C, evidenciam que há resultados distintos de acessos de mandioca quando 

submetidos ao mesmo ambiente de cultivo. A Figura 1A refere-se ao BGM1728, que 

apresentou diferença siginificativa e facilmente observada em relação ao BGM1632. 

Esse acesso apresentou maior valor médio para o número de folhas senescentes, 

apresentando folhas amareladas e com aparência pouco sadia, relevando que o 

ambiente de cultivo reduz o metabolismo e compromete o desenvolvimento da planta, 

consequetemente acelerando a queda de folhas. Enquanto que a Figura 1B refere-se 

ao BGM1632 que apresentou menor valor médio para a variável número de folhas 

senescentes, com plantas mais sadias e maiores números de folhas verdes, 

demonstrando a importância da associação das variáveis número de folhas 

senescentes e número de folhas vivas. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6. Plantas de mandioca conservadas in vitro armazenadas na sala de conservação a 

22 °C referente aos acessos BGM1728 (A) e BGM1632 (B). 
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A altura é outra variável de grande importância em estudos de conservação in 

vitro e indica um dos parâmetros na redução do metabolismo da planta.  Na Tabela 5, 

os acessos BGM1325 e o BGM2019 foram superiores aos demais em todas as 

temperaturas avaliadas, não diferindo entre si, pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. Para os acessos BGM2004 e BGM1728 os maiores valores referentes 

a APA foram observados na temperatura testemunha e de 18 °C, respectivamente, 

não diferindo entre si.  

Os menores valores para a APA em todas as faixas de temperaturas 

testemunha, 18 °C, 20 °C e 22 °C ocorreu no BGM1325, com 1,60 cm, 2,82 cm, 1,74 

cm e 1,67 cm, não diferindo entre si pelo teste de Tukey. 

Na temperatura testemunha, o acesso BGM2004 apresentou o maior valor 

médio para essa característica, diferindo dos demais grupos, pelo teste de Scott-Knott 

a 5% de probabilidade. Os menores valores observados na temperatura testemunha 

foram para os acessos BGM1325, BGM1632 e o BGM2019, respectivamente 1,60 cm, 

1,64 cm e 2,68 cm, pertecendo a um grupo distinto dos demais acessos nessa mesma 

faixa de temperatura. 

As melhores combinações, levando em consideração os menores valores 

médios para altura da parte aérea, foram observadas nos acessos BGM1325 e 

BGM1632 na temperatura testemunha, com valores médios de 1,60 cm e 1,64 cm, 

respectivamente (Tabela 5). 

Foi encontrado o coeficiente de variação referente a variável altura similiar a esse 

trabalho, em que VIEIRA (2013) no estudo envolvendo conservação in vitro de 

mandioca encontrou 41,97 %.  

 
Tabela 5. Valores médios para altura da parte aérea (APA; em cm) obtidos de cinco acessos 
de mandioca, BGM1325, BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019, submetidos às 
temperaturas de 18 °C, 20 °C e 22 °C (câmaras climatizadas) e 22 °C em sala de conservação 
(testemunha). 
 

Acessos 
Ambientes/Temperaturas (°C) 

Testemunha (22) 18 20 22 

BGM1325 1,60 cA 2,82 bA 1,74 bA 1,67 bA 

BGM1632 1,64 cB 5,75 bA 2,38 bB 1,67 bB 

BGM1728 5,44 bB 14,56 aA 4,53 aB 4,98 aB 

BGM2004 11,32aB  15,50 aA 5,83 aC 7,08 aC 

BGM2019 2,68 cA 4,06 bA 3,41 bA 3,84 bA 

Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 

5% de probabilidade. 
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De acordo com a Figura 7 fica evidente a diferença de comportamento de 

crescimento entre os acessos avaliados, mostrando que o BGM1325 apresentou 

menores médias de altura em relação aos demais acessos, entretanto, o BGM2004 

se destacou para maior crescimento da parte aérea. Esse resultado podeá ser 

considerado atraente para a gestão de bancos de germoplasma in vitro, uma vez que 

um dos grandes problemas encontrados é o comportamento desigual observado entre 

os genótipos conservados. 

Para VIEIRA (2013), esse comportamento contarstante do germoplasma de 

mandioca in vitro, confirma o que se considera um dos problemas na conservação da 

cultura, que se baseia justamente na resposta específica de cada acesso em 

condições estabelecidas. A manutenção da viabilidade das plantas após o período de 

incubação é um dos fatores mais importantes na conservação in vitro, para resultar 

seu posterior resgate e concluir de forma objetiva o que se propõe.   

Conforme esses resultados fica claro mais uma vez a forte relação de genótipo-

dependência que existe no comportamento in vitro de variedades de mandioca e 

quanto pode ser restritivo e determinador para a escolha da temperatura adequada 

no ambiente de cultivo. 

No entanto, uma observação importante é que apesar de ter ocorrido esse 

comportamento desigual no crescimento das plantas, deve-se levar em consideração 

que os valores elevados encontrados neste trabalho são similares a outros estudos 

envolvendo conservação in vitro de mandioca. SILVEIRA (2017) ao estudar cinco 

experimentos distintos envolvendo conservação in vitro de mandioca, encontroue 

valores estimados para essa variável, que oscilam de 10,70 cm até 25,64 cm de altura. 

Independente da temperatura em estudo, os acessos BGM1325 e BGM1632 

apresentaram menor altura da parte aérea. 
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Figura 7. Plantas de mandioca dos acessos BGM1325, BGM1632, BGM1728 e BGM2004 

submetidas a temperatura testemunha (A), 18 °C (B), 20 °C (C) e 22 °C (D), respectivamente. 
 

Na Tabela 6, os acessos BGM1325 e BGM2019 também não diferiram para os 

valores médios de número de microestacas (NM) em nenhuma das temperaturas 

avaliadas, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Já para o acesso BGM1632, o 

maior valor referente ao NM, foi observado à 18 °C, com valor médio de 3,97, diferindo 

dos resultados apresentados nas demais temperaturas. Para os acessos BGM1728 e 

BGM2004, as maiores médias para o NM foram verificadas na temperatura 

testemunha e aos 18 °C, não diferindo entre si. Porém, o BGM1728, na temperatura 

testemunha não diferiu dos resultados observados nas temperaturas de 20 °C e 22 

°C. 

A importância da variável avaliada em determinado estudo irá depender da 

espécie utilizada. O número de microestacas não é decisivo na conservação de 

germoplasma de citros, segundo CARVALHO (2013). Mas para o germoplasma de 

mandioca essa variável torna-se bastante relevante, uma vez que na mesma planta 

obtêm-se diversas microestacas e seu desenvolvimento irá depender do tratamento 

experimental.  Existe uma complicação na quebra de dominância apical em mandioca 

in vitro e consequetemente a multiplicação torna-se dependente do número de 

microestacas (VIEIRA, 2013). 

Na temperatura testemunha, o acesso BGM2004 apresentou o maior valor 

médio para essa característica, diferindo dos demais grupos, pelo teste de Scott-Knott. 

Já na temperatura de 18 °C os acessos BGM1728 e o BGM2004 pertenceram ao 

mesmo grupo e diferiram dos demais acessos. Nas temperaturas de 20 °C e 22 °C, 
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os acessos BGM1728, BGM2004 e BGM2019 apresentaram os melhores resultados, 

pertencendo ao mesmo grupo, diferindo dos demais (Tabela 6). 

Os melhores resultados para essa variável foram observados no acesso 

BGM1728 cultivado sob a temperatura de 18 °C, com valor médio de 6,33 

microestacas, e no acesso BGM2004 nas temperaturas testemunha e 18 °C, com 

valores médios de 6,28 e 6,85 microestacas, respectivamente (Tabela 6). 

Os menores valores médios de NM foram obtidos no acesso BGM1325, para as 

temperaturas de 18 °C, 20 °C e 22 °C. E os maiores valores referente ao número de 

microestacas foram no acesso BGM2004, para todas as temperaturas testadas. 

 

Tabela 6. Valores médios para número de microestacas (NM) obtidos de cinco acessos de 
mandioca, BGM1325, BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019, submetidos à 
temperaturas de 18 °C, 20 °C e 22 °C (câmaras climatizadas) e 22 °C em sala de conservação 
(testemunha). 
 

Acessos 
Ambientes/Temperaturas (°C) 

Testemunha (22) 18 20 22 

BGM1325 1,47 cA 2,20 bA 1,08 bA 1,00 bA 

BGM1632 1,43 cB 3,97 bA 1,33 bB 1,30 bB 

BGM1728 4,27 bAB 6,33 aA 2,60 aB 3,42 aB 

BGM2004 6,28 aA 6,85 aA 4,10 aB 3,80 aB 

BGM2019 2,48 cA 3,43 bA 2,97 aA 3,05 aA 

Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade. 

 

Na Tabela 7, os acessos BGM1325 e BGM2019 novamente não diferiram para 

os valores médios de peso fresco da parte aérea (PFPA), em nenhuma das 

temperaturas avaliadas. Já para os acessos BGM1632, BGM1728 e BGM2004 os 

maiores valores referentes ao PFPA, foram observados à 18 °C, diferindo 

significadamente das médias alcançadas nas outras temperaturas.  

Na temperatura testemunha e aos 20 °C, o acesso BGM2004 apresentou os 

maiores valores médios para essa variável, diferindo dos demais acessos. Na 

temperatura de 18 °C, os acessos BGM1728 e BGM2004 pertencem ao mesmo grupo, 

diferindo, portanto dos demais. Já aos 22 °C, os acessos BGM1728, BGM2004 e 

BGM2019 apresentaram os maiores valores para PFPA, pertencendo ao mesmo 

grupo e diferindo das demais acessos (Tabela 7). 
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Os melhores resultados foram observados nos acessos BGM1728 e BGM2004 

com a temperatura de 18 °C, com valores médios de 0,48 g e 0,44 g, respectivamente 

(Tabela 7).  

 

Tabela 7. Valores médios para peso fresco da parte aérea (PFPA) (g) obtidos de cinco 
acessos de mandioca, BGM1325, BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019, submetidos 
à temperaturas de 18 °C, 20 °C e 22 °C (câmaras climatizadas) e 22 °C em sala de 
conservação (testemunha). 
  

Acessos 
Ambientes/Temperaturas (°C) 

Testemunha (22) 18 20 22 

BGM1325 0,04 cA 0,06 cA 0,03 bA 0,05 bA 

BGM1632 0,04 cB 0,21 bA 0,07 bB 0,07 bB 

BGM1728 0,16 bB 0,48 aA 0,11 bB 0,19 aB 

BGM2004 0,32 aB 0,44 aA 0,20 aC 0,20 aC 

BGM2019 0,07 cA 0,18 bA 0,08 bA 0,16 aA 

Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade. 

 

Na Tabela 8, apenas o acesso BGM1325 não diferiu para os valores médios de 

peso seco da parte aérea (PSPA), em nenhuma das temperaturas avaliadas. Já para 

os acessos BGM1728 e BGM2004 os maiores valores referentes ao PSPA foram 

observados na temperatura de 18 °C, não diferindo entre si, mas diferenciando-se 

estatisticamente dos resultados observados nas demais temperaturas. O BGM2004 

apresentou a maior média na temperatura de 18 °C, diferindo dos resultados das 

temperaturas de 20 °C e 22 °C. 

Na testemunha, o acesso BGM2004 apresentou o maior valor médio para o 

PSPA, diferindo dos demais grupos, pelo teste de Scott-Knott. Já nas temperaturas 

de 18 °C e 20 °C, os acessos BGM1728 e o BGM2004 formaram um grupo. Na 

temperatura de 22 °C, os acessos BGM1728, BGM2004 e o BGM2019 apresentaram 

os melhores resultados, pertencendo ao mesmo grupo (Tabela 8). 

As combinações dos tratamentos que propiciaram as maiores médias para 

PSPA aconteceram com os BGMs 1728 e 2004 cultivados na temperatura de 18 °C, 

com valor médio de 0,05 g em ambos os acessos (Tabela 8). 
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Tabela 8. Valores médios para peso seco da parte aérea (PSPA) (g) obtidos de cinco acessos 

de mandioca, BGM1325, BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019, submetidos à 
temperaturas de 18 °C, 20 °C e 22 °C (câmaras climatizadas) e 22 °C em sala de conservação 
(testemunha). 
 

Acessos 
Ambientes/Temperaturas (°C) 

Testemunha (22) 18 20 22 

BGM1325 0,01 cA 0,01 cA 0,00 bA 0,01 bA 

BGM1632 0,01 cB 0,03 bA 0,01 bB 0,01 bB 

BGM1728 0,02 bB 0,05 aA 0,02 aB 0,03 aB 

BGM2004 0,04 aAB 0,05 aA 0,02 aC 0,03 aBC 

BGM2019 0,01 cB 0,03 bA 0,01 bB 0,02 aAB 

Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade. 

 
Na Tabela 9, verifica-se que os acessos BGM1325, BGM2004 e BGM2019 não 

diferiram entre si para os valores médios de peso fresco da raíz (PFR), em nenhuma 

das temperaturas avaliadas. Já para os acessos BGM1632, o maior valor referente ao 

PFR, foi observado na temperatura de 18 °C (0,15 g) e diferiu dos resultados obtidos 

nas temperaturas testemunha e 20 °C, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. O 

BGM1728 apresentou os maiores valores para PFR nas temperaturas de 18 °C e 22 

°C, com valores médios de 0,18 g e 0,19 g, respectivamente, diferindo da média 

alcançada na testemunha (0,09 g). 

Na temperatura testemunha, o acesso BGM2004, apresentou a média mais alta 

para o PFR (0,19 g), formando um grupo pelo teste de Scott-Knott. Já na temperatura 

de 18 °C, os acessos BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019 apresentaram 

resultados semelhantes para PFR, pertencendo ao mesmo grupo. Nas temperaturas 

de 20 °C e 22 °C, os acessos BGM1728, BGM2004 e o BGM2019, pertencem ao 

mesmo grupo, apresentando valores médios semelhantes para PFR.  

De modo geral, os BGMs 1728 e 2004 se sobressaíram em relação aos demais 

acessos em cada um dos quatro tratamentos relacionados com fator temperatura. 
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Tabela 9. Valores médios para peso fresco de raíz (PFR) (g) obtidos de cinco acessos de 

mandioca, BGM1325, BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019, submetidos à 
temperaturas de 18 °C, 20 °C e 22 °C (câmaras climatizadas) e 22 °C em sala de conservação 
(testemunha). 
 

Acessos 
Ambientes/Temperaturas (°C) 

Testemunha (22) 18 20 22 

BGM1325 0,02 bA 0,02 bA 0,02 bA 0,05 bA 

BGM1632 0,03 bB 0,15 aA 0,03 bB 0,09 bAB 

BGM1728 0,09 bB 0,18 aA 0,15 aAB 0,19 aA 

BGM2004 0,19 aA 0,19 aA 0,12 aA 0,17 aA 

BGM2019 0,10 bA 0,16 aA 0,11 aA 0,13 aA 

Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 

5% de probabilidade. 

 

Na Tabela 10 encontram-se os dados referentes ao peso seco de rais (PSR). 

Observa-se que os acessos BGM1325, BGM2004 e BGM2019 não diferiram entre si 

para os valores médios de PSR em nenhuma das temperaturas avaliadas. Para o 

acesso BGM1632, o maior valor referente ao PSR foi observado na temperatura de 

18 °C que não diferiu das médias alcançadas aos 20 °C e 22 °C, mas foi 

estatisticamente superior à testemunha. O BGM1728 apresentou os melhores 

resultados para PSR nas temperaturas de 20 °C e 22 °C, diferindo da temperatura 

testemunha. Porém, o resultado obtido para essa característica na faixa de 18 °C não 

diferiu do resultado observado na testemunha. 

Na temperatura testemunha, os acessos BGM1728, BGM2004 e BGM2019 

apresentaram os maiores valores médios para essa característica, pertencendo ao 

mesmo grupo, pelo teste de Scott-Knott. Já na temperatura de 18 °C, os acessos 

BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019 apresentaram resultados semelhantes 

para PSR, compondo o mesmo grupo. Nas temperaturas de 20 °C e 22 °C, o acesso 

BGM1728, apresentou valores médios superiores para PSR, diferindo dos demais 

grupos (Tabela 10).  

As médias mais elevadas foram observadas no acesso BGM1728 à 20 °C e 22 

°C, respectivamente 0,021 g e 0,020 g, seguido do BGM2004 na testemunha (0,018 

g) e do BGM2019 na temperatura de 18 °C (0,017 g) (Tabela 10). 
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Tabela 10. Valores médios para peso seco de raíz (PSR) (g) obtidos de cinco acessos de 

mandioca, BGM1325, BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019, submetidos à 
temperaturas de 18 °C, 20 °C e 22 °C (câmaras climatizadas) e 22 °C em sala de conservação 
(testemunha). 
 

Acessos 
Ambientes/Temperaturas (°C) 

Testemunha (22) 18 20 22 

BGM1325 0,002 bA 0,003 bA 0,001 cA 0,005 cA 

BGM1632 0,004 bB 0,013 aA 0,006 cAB 0,009 cAB 

BGM1728 0,010 aB 0,015 aAB 0,021 aA 0,020 aA 

BGM2004 0,018 aA 0,015 aA 0,013 bA 0,014 bA 

BGM2019 0,012 aA 0,017 aA 0,013 bA 0,012 bA 

Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade. 
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CONCLUSÕES 

A temperatura de cultivo influencia no crescimento mínimo de plantas de 

mandioca conservadas in vitro. 

Os acessos BGM1325 e BGM1632 apresentaram menor altura da parte aérea e 

menor número de folhas senescentes, independente da temperatura, enquanto que o 

BGM2004 apresentou maior número de folhas verdes  

A temperatura testemunha (sala de conservação) e a temperatura de 20 °C e 

22 °C em câmara climatizada demonstram resultados promissores para redução do 

crescimento in vitro de plantas de mandioca, considerando os acessos avaliados. 
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CAPÍTULO II 

CONCENTRAÇÕES DE NITRATO DE PRATA NA CONSERVAÇÃO IN 

VITRO DE GERMOPLASMA DE MANDIOCA (Manihot esculenta 

Crantz) 
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CONCENTRAÇÕES DE NITRATO DE PRATA NA CONSERVAÇÃO IN VITRO DE 
GERMOPLASMA DE MANDIOCA (Manihot esculenta Crantz) 

 
 
RESUMO: 
 
Há uma grande diversificação no comportamento das culturas conservadas in vitro, 
principalmente no que se refere à qualidade do microambiente dentro dos fracos e as 
trocas gasosas com o ambiente externo. Em estudos que abordam o cultivo in vitro 
de plantas, o mais explorado atualmente é a influência e composição de gases nos 
recipientes de cultivo. O etileno é um gás que atua como fitohormônio, exerce 
influência no processo deteriorativo da planta e retardo do seu crescimento. O nitrato 
de prata (AgNO3) é um inibidor do etileno, que associado a temperaturas baixas 
influencia no enraizamento e multiplicação in vitro, e vem sendo estudado para reduzir 
o crescimento na conservação in vitro de germoplasmas vegetais. O objetivo deste 
trabalho foi avaliar concentrações de nitrato de prata (0 mg L-1 (controle); 5 mg L-1 e 
10 mg L-1) na redução do crescimento e da senescência de acessos de mandioca in 
vitro. Foram utilizados cinco acessos: Mandioca João Grande (BGM1325), Fécula 
Branca (BGM1632), BRS Kiriris (BGM1728), S/N (121) (BGM2004) e BRS Prata 
(BGM2019). Segmentos nodais dos acessos, provenientes da coleção in vitro da 
Embrapa Mandioca e Fruticultura foram cultivados quinze dias na sala de crescimento 
sob 26 °C, para enraizamento. Após esse período, as plantas foram transferidas para 
sala de conservação e submetidas a temperatura de 22 °C, para reduzir a taxa de 
crescimento. Realizou-se a avaliação após 90 dias de cultivo, mediante as seguintes 
variáveis: altura da parte aérea (cm), número de brotos, número de folhas vivas, 
número de folhas senescentes, número de microestacas, peso fresco da parte aérea 
(g), peso seco da parte aérea (g), peso fresco de raízes (g) e peso seco de raízes (g). 
O experimento foi instalado no delineamento inteiramente casualizado, em esquema 
fatorial 5 (acessos) x 3 (concentrações de AgNO3), com vinte repetições. Os dados 
coletados foram submetidos ao teste F da análise de variância e aplicados os testes 
de Tukey a 5% de significância e de Scott-Knott a 5% de probabilidade, com auxílio 
do programa estatístico R. Conclui-se que o BGM1325 se destacou obtendo maior 
número de folhas vivas. A ausência de nitrato de prata possibilitou a ausência de 
folhas senescentes para os acessos BGM1632 e BGM2004. A presença de 10 mg L-

1 de nitrato de prata proporcionou maior número de folhas senescentes, apesar de 
nessa mesma concentração existir menor crescimento da planta em relação as 
demais concentrações e acessos. 
 
Palavras-chave: Crescimento Mínimo; Inibidor; Protocolo. 
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CONCENTRATIONS OF SILVER NITRATE IN THE IN VITRO CONSERVATION OF 
MANDIOCA GERMOPLASMA (Manihot esculenta Crantz) 

 
 
ABSTRACT: 

 

There is a great diversification in the behavior of the cultures conserved in vitro, mainly 

regarding the quality of the microenvironment within the weak ones and the gas 

exchanges with the external environment. In studies that address the in vitro cultivation 

of plants, the most explored currently is the influence and composition of gases in the 

culture vessels. Ethylene is a gas that acts as a phytohormone, exerts influence in the 

deteriorating process of the plant and delayed its growth. Silver nitrate (AgNO3) is an 

inhibitor of ethylene, which associates with low temperatures influences rooting and 

multiplication in vitro, and has been studied to reduce growth in the in vitro conservation 

of plant germplasms. The objective of this study was to evaluate the concentrations of 

silver nitrate (0 mg L-1 (control), 5 mg L-1 and 10 mg L-1) in reducing the growth and 

senescence of cassava in vitro. Five accessions were used: Manioc João Grande 

(BGM1325), Fécula Branca (BGM1632), BRS Kiriris (BGM1728), S / N (121) 

(BGM2004) and BRS Prata (BGM2019). Nodal segments of the accessions from the 

in vitro collection of Embrapa Mandioca and Fruticultura were cultivated for 15 days in 

the growing room at 26 ° C for rooting. After this period, the plants were transferred to 

the conservation room and submitted to a temperature of 22 ° C to reduce the growth 

rate. After 90 days of cultivation, the following variables were evaluated: shoot height, 

number of shoots, number of live leaves, number of dead leaves, number of micro-

shoots, fresh weight of shoot (g), dry shoot weight (g), fresh root weight (g) and root 

dry weight (g). The experiment was installed in a completely randomized design, in 

factorial scheme 5 (accessions) x 3 (concentrations of AgNO3), with twenty repetitions. 

The collected data were submitted to the F test of the analysis of variance and Tukey's 

tests were applied at 5% significance and Scott-Knott's test at 5% probability, using 

the statistical program R. It was concluded that BGM1325 excelled at obtaining greater 

number of live leaves. The absence of silver nitrate allowed the absence of senescent 

leaves for the accessions BGM1632 and BGM2004. The presence of 10 mg L-1 of 

silver nitrate provided a higher number of senescent leaves, although at the same 

concentration there was lower plant growth in relation to the other concentrations and 

accessions. 
 

Keywords: Minimal Growth; Inhibitor; Protocol. 
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INTRODUÇÃO 

Muitas espécies de importância econômica, especialmente as propagadas 

vegetativamente, são conservadas in vitro (CANTO et al., 2004; SOUZA et al., 2009a; 

SANTA-ROSA, 2010). Esta técnica, além de apresentar a vantagem de reduzir os 

riscos existentes nas coleções de campo, possibilita o armazenamento em pequeno 

espaço físico para manutenção de grande número de plantas.  

 Os acessos conservados in vitro necessitam de condições que retardem o 

crescimento das plantas, uma vez que uma das desvantagens desta técnica é a 

necessidade constante de subcultivos, tornando-a laboriosa e sujeita ao surgimento 

de variaões somaclonais. 

A estratégia utilizada para o crescimento lento da planta consiste em diminuir 

seu metabolismo sem interferir na sua viabilidade, pela redução da intensidade 

luminosa e da temperatura, indução de estresse osmótico, adição de retardantes de 

crescimento e/ou diminuição da concentração de componentes orgânicos e salinos do 

meio de cultura (WITHERS; WILLIAMS, 1998). 

 O ambiente interno em que a planta fica submetida proporciona, geralmente, o 

acúmulo de etileno, o qual, mesmo em reduzidas concentrações, desencadeia 

inúmeros procesos, como por exemplo a abscisão foliar (NEPOMUCENO, 2006). Este 

gás é produzido pelos vegetais, agindo como regulador de crescimento e produzindo 

efeitos importantes e de grande aplicação comercial. Porém, para o cultivo in vitro, o 

acúmulo do etileno nos recipientes de cultivo afeta diretamente a resposta do 

explante, sendo positiva ou negativa (PASQUAL et al., 2002). 

A produção e acúmulo de etileno em recipientes fechados, baixas taxas de CO2 

e inibição de enzimas do ciclo de Calvin pela sacarose do meio de cultura, constituem 

fatores que interferem diretamente nas taxas fotossintéticas de plantas cultivadas in 

vitro e, por conseguinte, nos índices de multiplicação e na sobrevivência durante o 

processo de aclimatização (TANAKA et al., 2005; ARAGÓN et al., 2010).  

Por conta dos efeitos negativos do etileno nas culturas in vitro, existem estudos 

avaliando inibidores de etileno (PASQUAL et al., 2002), como o nitrato de prata 

(ALKHAYRI; AL-BAHRANY, 2001; OZDEN-TOKATLI et al., 2005). Segundo 

GIRIDHAR et al. (2001), a utilização do AgNO3 apresenta resultado satisfatório em 

estudos relacionados a multiplicação e enraizamento in vitro de Vanilla planifolia 

Andrews, uma orquidácea. 
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Estudos realizados no CIAT (Centro International de Agricultura Troipical), Cali, 

Colômbia, já avaliaram o uso de nitrato de prata para manutenção de grande número 

de acessos de mandioca, em 1995 (CIAT, 2018). Porém, devido à especificidade das 

respostas e a grande dependência de mandioca, no que se refere ao acesso (acesso-

dependência) novos ensaios precisam ser conduzidos.  

Resultados conseguidos por Montarroyos (1995), utilizando o ácido 

acetilsalicílico, e por MAFLA et al. (2000), usando o nitrato de prata, mostram que 

ambos, quando adicionados no meio de cultura, agem potencialmente como inibidores 

da ação do etileno, bem como seus efeitos atuam significantemente no crescimento 

in vitro de plantas de mandioca. Foi observado nos dois estudos que as cultivares 

utilizadas apresentaram diferentes respostas a adição destes inibidores no meio de 

cultura, confirmando a especificidade citada anteriormente e a necessidade de 

realização de mais estudos.  

Em mandioca, existem poucos estudos relacionados a influência do nitrato de 

prata na conservação in vitro de germoplasma. Devido a carência dessas 

informações, este trabalho foi realizado com o objetivo de testar diferentes 

concentrações de nitrato de prata na redução do crescimento e da senescência de 

acessos de mandioca in vitro. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Local e material vegetal  

O experimento foi realizado no Laboratório de Cultura de Tecidos da Embrapa 

Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas, Bahia. Foram utilizados cinco acessos 

de mandioca que se encontram conservados em condições in vitro. Na Tabela 1 estão 

relacionados os acessos estudados, com seu respectivo código (BGM), nome vulgar, 

origem, parentais e local de procedência no Brasil. 

 

Tabela 1. Relação de acessos brasileiros de mandioca, com seus respectivos códigos 
(BGMs), nomes vulgares, origem, parentais e locais de procedência. 
 

Acesso Nome vulgar Origem Parentais 
Coleta (lugar 

e data) 

BGM1325 
Mandioca João 

Grande 
Coleta - 

Afogados da 
Ingazeira, PE, 

1991 
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BGM1632 Fécula Branca  Coleta - 
São Mateus -

PR, 1995 

BGM1728 BRS Kiriris Cruzamento 

Parental feminino: 
BGM 0921; parental 

masculino: 
desconhecido 

- 

BGM2004 S/N (121) Coleta - 
Urucará, AM, 

2005 

BGM2019 BRS Prata Cruzamento 

parental feminino: 
BGM 1044; parental 

masculino: 
desconhecido 

- 

 
Preparo do meio de cultura  

O meio de cultura básico utilizado foi o 8S (CIAT, 1984), acrescido de 30 g. L-1 

de sacarose e das concentrações de nitrato de prata (0 mg L-1 (controle); 5 mg L-1 e 

10 mg L-1). O pH dos meios foi ajustado para 5,8 acrescentando, quando necessário 

NaOH ou HCl 1N, e solidificados com Phytagel® (2,6 g L-1), que foi dissolvido por 

aquecimento em forno de micro-ondas. Por fim, uma alíquota de 10 mL foi distribuída 

por tubo de ensaio de 25 mm de diâmetro e 150 mm de tamanho, em um total de 20 

tubos por tratamento, que foram fechados com papel de alumínio, embalados em 

sacos plásticos e submetidos a autoclavagem por 20 minutos, a 120 °C.  

 

Instalação do experimento 

Essa etapa foi realizada em câmara de fluxo laminar com o auxílio de pinça e 

bisturi (Figura 1), as plantas foram seccionadas em segmentos nodais de 

aproximadamente 1 cm, contendo uma gema. Cada explante foi posteriormente 

introduzido no tubo de ensaio contendo 10 mL do meio de cultura, fechado com filme 

de PVC e etiquetado com o código de identificação correspondente ao acesso e as 

concentrações de nitrato de prata (0 mg L-1 (controle); 5 mg L-1 e 10 mg L-1). Após o 

período de quinze dias na sala de crescimento sob 26 °C, para enraizamento, as 

plantas foram transferidas para a sala de conservação a 22 °C (Figura 2), sob 

condições ambientais que favorecem o crescimento lento das plantas: fotoperíodo de 

12 horas com intensidade luminosa de 20 μmol.m-2. s-1. 
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Figura 1. Processo de seccionamento de plantas microopropagadas para obtenção dos 

explantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Acessos de mandioca submetidos à temperatura de 22 °C na sala de conservação. 

 

Avaliação do experimento 

Após 90 dias de incubação na sala de conservação a 22 °C, as plantas foram 

avaliadas a partir das seguintes variáveis: a) altura da parte aérea (APA; cm); b) 

número de brotos (NB); c) número de folhas vivas (NFV); d) número de folhas 

senescentes (NFS); e) número de microestacas (NM); f) peso fresco da parte aérea 

(PFPA; g) peso seco da parte aérea (PSPA; g); h) peso fresco de raízes (PFR; g) e i) 

peso seco de raízes (PSR; g).  

Para avaliar a altura da parte aérea da planta foi utilizada uma régua, medindo 

a planta a partir da base até a parte apical. 

Para as variáveis peso fresco e seco da parte aérea e de raízes a avaliação foi 

feita utilizando balança digital (Figura 3). Para as variáveis peso seco da parte aérea 
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e de raízes utilizou-se estufa com circulação de ar forçada a 70 °C, onde as plantas 

permaneceram por 48 horas (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Balança digital utilizada para pesar os pesos fresco e seco da parte aérea e de 

raízes das plantas de mandioca cultivadas em meios com nitrato de prata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estufa empregada para secagem da parte aérea e de raízes das plantas de 

mandioca cultivadas em meios com nitrato de prata. 

 

Análise estatística 

O experimento foi instalado no delineamento experimental inteiramente 

casualizado, em esquema fatorial 3 (concentrações de nitrato de prata) x 5 (acessos), 

com vinte repetições, cada uma representada por uma planta cultivada em um tubo 

de ensaio.  

Os dados coletados na avaliação foram submetidos ao teste F da análise de 

variância. Para as médias das concentrações de nitrato de prata e dos acessos foram 

aplicados, respectivamente, o teste de Tukey a 5% de significância e o teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade. As análises foram realizadas com auxílio do programa 

estatístico R (R CORE TEAM, 2018). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Foram testadas diferentes concentrações de nitrato de prata, como inibidor de 

etileno e, consequentemente, retardante do crescimento, fundamentando-se que a 

redução do metabolismo é essencial para conservação in vitro de germoplasma. 

Nesse entendimento, as duas variáveis avaliadas altura da parte aérea da planta e 

número de folhas senescentes, devem apresentar médias inferiores juntamente com 

valores superiores das demais variáveis, de modo que seja a forma de identificar que 

o crescimento mínimo não inviabilizaria a recuperação posterior das plantas, assim 

como sua multiplicação.  

Observa-se na Tabela 1 o efeito altamente significativo (p < 0,01) das doses de 

nitrato de prata para as variáveis analisadas NFM, APA, PFPA e PFR. Nepomuceno 

(2006), encontrou efeito altamente significativo nas concentrações de inibidores de 

etileno, incluindo o nitrato de prata, para a variável número de brotos em angico, uma 

leguminosa arbórea de ocorrência no semiárido do Nordeste. Obteve-se também 

efeito significativo (p < 0,05) para a interação AgNO3 x Acessos para as variáveis, 

NFS, APA, NM e PFPA. Os coeficientes de variação (CV) obtidos nesse estudo 

oscilaram entre 19,26%, para número de brotos, e 91,12%, para o peso seco da parte 

aérea, valores que podem estar relacionados à instabilidade de plantas estabelecidas 

in vitro, sendo normal ocorrer essa variação para estudos em cultura de tecidos 

vegetais (WERNER et al., 2012). De forma semelhante, os CV’s encontrados por 

Miranda et al. (2016) na multiplicação in vitro de Eremanthus incanus (Less.) Less. 

variaram entre 12,25% e 99,53%. Os CV’s encontrados no estudo de Nepomuceno 

(2006) foram de 19,87%, para número de brotos, e 34,60% para comprimento da parte 

aérea. 



61 
 

  

Tabela 1. Resumo da análise de variância para número de brotos (NB), número de folhas vivas (NFV), número de folhas senescentes (NFS), 

altura da parte aérea (APA; em cm), número de microestacas (NM), peso fresco da parte aérea (PFPA; em g), peso seco da parte aérea (PSPA), 
peso fresco de raízes (PFR; em g) e peso seco de raízes (PSR; em g) dos acessos (BGM1325, BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019) 
em função de três doses de nitrato de prata - AgNO3 (0 mg L-1; 5 mg L-1 e 10 mg L-1). 
 

FV GL 
QM 

NB NFV NFS APA NM PFPA PSPA PFR PSR 

Nitrato de prata 2 0,0697ns 0,2563ns 2,4648** 38,8232** 0,4124ns 0,0186** 0,0001ns 0,0035** 0,0001* 

Acessos 4 0,2633** 28,7010** 6,5752** 483,8296** 60,4742** 0,2208** 0,0032** 0,0359** 0,0004** 

Nitrato de prata x Acessos 8 0,034ns 1,9819ns 0,9312** 11,4702** 1,7288** 0,0057* 0,0000ns 0,0011ns 0,0000ns 

Erro 54 0,0516 1,0439 0,2406 2,1979 0,4118 0,0022 0,0001 0,0004 0,0000 

CV (%)  19,26 31,30 67,38 34,08 23,95 47,79 91,12 57,69 88,01 

Média Geral  1,18 3,26 0,73 4,35 2,68 0,10 0,01 0,04 0,00 

** e * significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F. ns não significativo. 
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Na Tabela 2 são apresentados os valores médios do número de brotos nos 

cinco acessos estudados. Observa-se que, independente das doses de nitrato de 

prata, os acessos foram divididos em dois grupos, com o BGM1325 pertecendo ao 

grupo que apresentou o maior valor médio para o número de brotos, 1,40, diferindo 

do grupo dos demais acessos pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

Já no trabalho de Nepomuceno (2006) envolvendo concentrações de inibidores 

de etileno (nitrato de prata e cloreto de cobalto), a dose de 2,39 mg L-1 de nitrato de 

prata propiciou maior número de brotações em angico, com 2,08 brotações por 

explante. Para a dose de 4,78 mg L-1 de nitrato de prata encontrou-se 1,56 brotações 

por explante. 

Os inibidores da ação e da biossíntese do etileno promovem o desenvolvimento 

das brotações e aumentam o número de brotos por explante (REIS et al., 2003). No 

cultivo in vitro de Cucumis sativus L. foi observado que as concentrações de 4,78 mg 

L-1 a 23,88 mg L-1 de nitrato de prata estimularam a indução de brotações 

(MOHIUDDIM et al., 1997). 

Em estudo de melhoramento da organogênese da brotação de mandioca in 

vitro, a presença do nitrato de prata no meio de regeneração revelou efeito mais 

eficiente do que daqueles cultivados em meio sem o AgNO3 (ZHANG, et al., 2001). 

Em alguns casos, o nitrato de prata inibiu ou reduziu o enraizamento de brotações 

regeneradas (CASTILLO et al., 1998; MADSEN et al., 1998), porém na cultura da 

mandioca não houve efeito adverso no enraizamento. 

 

Tabela 2. Valores médios para número de brotos (NB), obtidos em cinco acessos de mandioca 
(BGM1325, BGM1632, BGM2004, BGM2019 e BGM1728) cultivados in vitro sob 
concentrações de nitrato de prata. 
 

Acessos Médias 

BGM1325 1,40 a 

BGM1632 1,18 b 

BGM2004 1,16 b 

BGM2019 1,08 b 

BGM1728 1,07 b 
Médias seguidas de mesma letra minúscula pertencem aos mesmos grupos pelo teste de Scott-Knott a 5% de 
probabilidade. 

 
Observa-se na Tabela 3 que para a variável número de folhas vivas, 

independente das doses de nitrato de prata avaliadas, os acessos foram separados 

em dois grupos, com novamente o BGM1325 compondo o grupo que apresentou a 

maior média, 5,71, diferindo do grupo formado pelos demais acessos. 
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Tabela 3. Valores médios para número de folhas vivas (NFV), obtidos em cinco acessos de 
mandioca (BGM1325, BGM1632, BGM2019, BGM1728 e BGM2004) cultivados in vitro sob 
concentrações de nitrato de prata. 
 

Acessos Médias 

BGM1325 5,71 a 

BGM1632 2,74 b 

BGM2019 2,58 b 

BGM1728 2,52 b 

BGM2004 2,49 b 
Médias seguidas de mesma letra minúscula pertencem aos mesmos grupos pelo teste de Scott-Knott a 5% de 
probabilidade. 

 

Na Tabela 4 são apresentados os resultados para a variável número de folhas 

senescentes (NFS). Observa-se que os acessos BGM1728, BGM2004 e BGM2019 

não diferiram entre si para essa característica, em nenhuma das doses de AgNO3 

testadas. Já as variedades BGM1325 e BGM1632 apresentaram maior NFM quando 

submetidos a dose de 10 mg L-1 de nitrato de prata, diferindo das demais doses, pelo 

teste Tukey a 5% de probabilidade.  

Para todas as concentrações de nitrato de prata testadas, o acesso BGM1325 

apresentou o maior número de folhas senescentes, diferindo dos demais grupos pelo 

teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

A interação que proporcionou o maior número de folhas senescentes foi entre o 

acesso BGM1325 e a dose de 10 mg L-1 de AgNO3, com média de 2,82. Por outro 

lado, quando os BGMs 1632 e 2004 foram cultivados em meio sem nitrato de prata 

não houve ocorrência de folhas senescentes.  

Os compostos que atuam inibindo o crescimento vegetal induzem o aumento de 

citocininas, e, consequentemente, os níveis de etileno são diminuídos, ocasionando o 

retardo na senescência (RADEMACHER, 2000). Um estudo realizado por Koyama et 

al. (2013) evidenciou que a há relação entre senescência foliar em resposta ao etileno, 

onde houve uma super expressão de genes envolvidos o processo de produção desse 

gás. 
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Tabela 4. Valores médios para número de folhas senescentes (NFS), obtidos em cinco 

acessos (BGM1325, BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019), submetidos a três doses 
de nitrato de prata (0 mg L-1; 5 mg L-1 e 10 mg L-1). 
 

Acessos 
Doses de AgNO3 (mg L-1) 

0 5 10 

BGM1325 1,30 aB 1,51 aB 2,82 aA 

BGM1632 0,00 bB 0,40 bB 1,35 bA 

BGM1728 0,12 bA 0,38 bA 0,70 cA 

BGM2004 0,00 bA 0,37 bA 0,27 cA 

BGM2019 0,31 bA 0,45 bA 0,20 cA 
Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade. 

 
Observa-se na Tabela 5 que todos os acessos não diferiram entre si para a 

variável altura da parte aérea, com exceção da dose 0, em que o acesso BGM2019 

foi estatisticamente inferior aos demais.  

A variável altura da parte aérea é decisiva no processo de conservação in vitro, 

logo os resultados encontrados foram desfavoráveis na presença de nitrato de prata, 

já que a interação que proporcionou a maior altura da parte aérea foi entre o acesso 

BGM1632 e a dose de 10 mg L-1, com 1,99 cm, não diferindo estatisticamente dos 

demais acessos (Figura 5 C). 

 Em estudo semelhante, SILVEIRA (2017) encontrou em um de seus cinco 

experimentos envolvendo a conservação in vitro de Manihot diversos valores 

relacionados com altura de planta (entre 1,00 e 1,64 cm), já que foram testadas 

diversas interações de compostos no meio de cultura, com efeito expressivo para as 

menores alturas.  

Rezende (2017) com o uso do nitrato de prata na conservação in vitro de 

mandioca (Manihot esculenta Crantz), observou que as plantas cultivadas em meio 

MS com 10 mg L-1 de AgNO3 e mantidas a 20 °C apresentaram redução no 

crescimento. No entanto, essa redução prejudicou na retomada do crescimento. Em 

outro experimento, o mesmo autor Rezende (2017) utilizou o nitrato de prata na 

conservação in vitro de batata onde obteve também a redução do crescimento das 

plantas, no entanto, o composto não foi favorável para impedir a senescência das 

plantas, evitando haver o aumento do intervalo entre os subcultivos e prolongar a 

sobrevivênvia futura. 
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Tabela 5. Valores médios para altura da parte aérea (APA), obtidos em cinco acessos 

(BGM1325, BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019) submetidos a três doses de nitrato 
de prata (0 mg L-1; 5 mg L-1 e 10 mg L-1). 
 

Acessos 
Doses de AgNO3 (mg L-1) 

0 5 10 

BGM1325 1,68 aA 1,50 aA 1,40 aA 

BGM1632 1,39 aA 1,58 aA 1,99 aA 

BGM1728 1,47 aA 1,58 aA 1,34 aA 

BGM2004 1,67 aA 1,74 aA 1,62 aA 

BGM2019 1,54 bA 1,57 aA 1,25 aA 
Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Plantas de mandioca referente ao acesso BGM1632 com ausência de nitrato de 
prata (A), 5 mg L-1 de nitrato de prata (B) e 10 mg L-1 de nitrato de prata (C). 

 

Os resultados para a variável número de microestacas mostraram que os 

acessos BGM1728, BGM2004 e BGM2019 não diferiram tanto entre, quanto dentre 

as concentrações de AgNO3 avaliadas (Tabela 6). Já o BGM1325 apresentou o maior 

NM nas doses controle e 10 mg L-1, diferindo do resultado obtido nas concentrações 

de 5 mg L-1, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. No acesso BGM1632 o maior 

valor médio foi observado na dose de 10 mg L-1 (2,45), que diferiu do resultado 

alcançado na testemunha (1,00).  

Para todas as concentrações de nitrato de prata, o acesso BGM1325 

apresentou o maior número de microestacas entre os demais de acordo com o teste 

Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

A interação que proporcionou o maior número de microestacas foi entre o 

acesso BGM1325 no tratamento controle (6,75) e na presença de 10 mg L-1 de nitrato 

de prata (6,70), não diferindo estatisticamente entre si. Enquanto que a menor média 

conseguida para essa variável ocorreu com BGM1632 cultivado também na ausência 

C B A 
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do nitrato de prata, sendo similar estatisticamente aos demais acessos submetidos a 

dose de 5 mg L-1 e 10 mg L-1 de nitrato de prata, exceto o acesso BGM1325. 

 

Tabela 6. Valores médios para o número de microestacas (NM) obtidos em cinco acessos 
(BGM1325, BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019) submetidos a três doses de nitrato 
de prata (0 mg L-1; 5 mg L-1 e 10 mg L-1). 
 

Acessos 
Doses de AgNO3 (mg L-1) 

0 5 10 

BGM1325 6,75 aA 5,23 aB 6,70 aA 

BGM1632 1,00 bB 1,90 bAB 2,45 bA 

BGM1728 1,10 bA 1,78 bA 1,65 bA 

BGM2004 1,88 bA 1,85 bA 1,60 bA 

BGM2019 1,28 bA 2,00 bA 1,65 bA 
Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade. 

 

Na Tabela 7 comprova-se que, para a variável peso fresco da parte aérea, os 

acessos BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019 não diferiram entre si, em 

nenhuma das doses testadas. Já o acesso BGM1325 apresentou o maior valor médio 

para o PFPA na dose controle (0 mg L-1) com 0,41 g, diferindo das demais 

concentrações de nitrato de prata, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.  

Para todas as doses testadas, o acesso BGM1325 apresentou o maior peso 

fresco da parte aérea (PFPA), compondo um grupo diferenciado pelo teste Scott-Knott 

a 5% de probabilidade. 

A combinação entre os tratamentos que proporcionou o maior peso fresco da 

parte aérea (PFPA) foi entre o acesso BGM1325 e a testemunha (0,41 g). Este 

resultado difere do encontrado por VARGAS (2009), onde, ao avaliar o cultivo in vitro 

e a criopreservação de mamoneira, verificou aumento do peso fresco, com a adição 

de 20 mg L-1 de nitrato de prata no meio de cultura. 

Mesmo que o presente trabalho não utilize a técnica da criopreservação e a 

cultura da mamoneira, o estudo citado acima utiliza a mesma variável (peso fresco) 

associada a utilização do nitrato de prata para redução do crescimento, sendo assim 

relevante a comparação de ambos resultados. 
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Tabela 7. Valores médios para peso fresco da parte aérea (PFPA; g) obtidos em cinco 

acessos (BGM1325, BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019) submetidos a três doses 
de nitrato de prata (0 mg L-1; 5 mg L-1 e 10 mg L-1). 
 

Acessos 
Doses de AgNO3 (mg L-1) 

0 5 10 

BGM1325 0,41 aA 0,23 aC 0,30 aB 

BGM1632 0,04 bA 0,05 bA 0,05 bA 

BGM1728 0,03 bA 0,04 bA 0,02 bA 

BGM2004 0,06 bA 0,05 bA 0,03 bA 

BGM2019 0,04 bA 0,03 bA 0,02 bA 
Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 

5% de probabilidade. 
 

Apesar de existirem muitos trabalhos relacionados com o nitrato de prata na 

cultura de tecidos vegetais, em muitas espécies de plantas e tipos de tecidos vegetais 

o nitrato de prata demonstra efeito negativo ou até mesmo inibitório (PUONTI-

KAERLAS, 1991; PALMER, 1992; JUN et al., 1997; TEO et al., 1997; KUMAR et al., 

1998). Em mandioca, foi demonstrado que a maturação e regenaração de embriões 

somáticos secundários de determinada cultivar poderia ser melhorada com o uso de 

nitrato de prata (ZHU et al., 1998). 

Na Tabela 8 são apresentados os valores médios do peso seco da parte aérea. 

Observa-se que, independente das doses testadas, os acessos foram divididos em 

dois grupos, sendo que o BGM1325 formou o grupo que apresentou o maior valor 

médio para o PSPA, diferindo do outro grupo composto pelos demais acessos pelo 

teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

Tabela 8. Valores médios para peso seco da parte aérea (PSPA; g) obtidos em cinco acessos 
de mandioca (BGM1325, BGM1632, BGM2004, BGM1728 e BGM2019) cultivados in vitro sob 
concentrações de nitrato de prata. 
 

Acessos Médias 

BGM1325 0,038 a 

BGM1632 0,006 b 

BGM2004 0,005 b 

BGM1728 0,004 b 

BGM2019 0,004 b 
Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de 
probabilidade. 

 

Na Tabela 9 constam resultados para o peso fresco de raízes, observando-se 

que os acessos BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019 não diferiram entre si 
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para essa variável, em nenhuma das doses de AGNO3. Já o BGM1325 apresentou o 

maior valor médio para o peso fresco de raízes (PFR) na ausência de nitrato de prata, 

com 0,162 g, diferindo, portanto, das demais doses, pelo teste Tukey a 5% de 

probabilidade.  

O BGM1325 apresentou estatisticamente o maior peso fresco de raízes em todas 

as concentrações de AgNO3 e formou um grupo distinto das outras variedades, pelo 

teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. A combinação que propiciou a maior 

média (0,162 g) para o PFR foi com o BGM1325 cultivado sem a presença do nitrato 

de prata, diferenciando estatisticamente dos demais acessos 

. 

Tabela 9. Valores médios para peso fresco de raízes (PFR; g) obtidos em cinco acessos 

(BGM1325, BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019) submetidos a três doses de nitrato 
de prata (0 mg L-1; 5 mg L-1 e 10 mg L-1). 
 

Acessos 
Doses de AgNO3 (mg L-1) 

0 5 10 

BGM1325 0,162 aA 0,107 aB 0,096 aB 

BGM1632 0,008 bA 0,016 bA 0,009 bA 

BGM1728 0,006 bA 0,032 bA 0,005 bA 

BGM2004 0,015 bA 0,014 bA 0,006 bA 

BGM2019 0,010 bA 0,010 bA 0,004 bA 
Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade. 

 
Na Tabela 10 observa-se que, independentemente dos acessos estudados, a 

concentração de nitrato de prata que propiciou o maior valor médio para o peso seco 

de raízes (PSR) foi a referente ao tratamento controle (0 mg L-1), que diferiu apenas 

do resultado obtido na máxima de AgNO3, 10 mg L-1, pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade.  

 

Tabela 10. Valores médios para peso seco de raízes (PSR; g) obtidos em cinco acessos de 
mandioca (BGM1325, BGM1632, BGM2004, BGM1728 e BGM2019) submetidos a três doses 
de nitrato de prata (0 mg L-1; 5 mg L-1 e 10 mg L-1). 
 

Doses de AgNO3 (mg L-1) Médias 

0 0,006 a 

5 0,004 ab 

10 0,003 b 
Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Na Tabela 11 estão os valores médios do peso seco de raízes avaliados nos seis 

acessos estudados. Observa-se que, independentemente das doses de nitrato de 

prata testadas, os acessos foram separados em dois grupos, com o BGM1325 

compondo o grupo que apresentou o maior valor médio para o PSR e diferindo dos 

demais acessos pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 
Tabela 11. Valores médios para peso seco de raízes (PSR) obtidos em cinco acessos de 
mandioca (BGM1325, BGM1632, BGM1728, BGM2004 e BGM2019) cultivados in vitro sob 
concentrações de nitrato de prata. 
 

Acessos Média 

BGM1325 0,013 a 

BGM1728 0,002 b 

BGM2004 0,002 b 

BGM1632 0,002 b 

BGM2019 0,001 b 
Médias seguidas de mesma letra minúscula pertencem aos mesmos grupos pelo teste de Scott-Knott a 5% de 
probabilidade. 

 

 Ainda assim, o presente trabalho contribui para experimentos posteriores 

baseados em novas metodologias de conservação in vitro de mandioca, uma vez que, 

a dependência genotípica entre os acessos demanda protocolos eficientes.  

  

CONCLUSÕES 

Considerando-se os acessos de mandioca e as doses avaliadas, o nitrato de 

prata não favorece a redução do crescimento em plantas de mandioca conservadas 

in vitro. 

O nitrato de prata exerce influência pouco expressiva apenas nas variáveis: 

número de folhas senescentes, número de microestacas, peso fresco da parte aérea, 

peso fresco e peso seco de raízes de acessos de mandioca in vitro. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Este trabalho é relevante para estudos de conservação in vitro de germoplasma 

de mandioca, pois os resultados obtidos permitirão que novos estudos sejam 

realizados envolvendo os fatores temperatura/ambiente e nitrato de prata. Isso 

possibilitará a adequação de fatores mais satisfatórios para a conservação in vitro de 

germoplasma de mandioca sob condições de crescimento mínimo.  

 

 


