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FITORREGULADORES E NITRATO DE PRATA NA CONSERVACAO
IN VITRO DE ESPECIES SILVESTRES DO GENERO Manihot

Autor: Jucieny Ferreira de Sa
Orientador: Carlos Alberto da Silva Ledo

RESUMO: A conservagdo das espécies silvestres do género Manihot em Bancos
Ativos de Germoplasma € indispensavel, pois apresentam genes com caracteristicas
de resisténcia e tolerancia a diversos fatores bidticos e abidticos, e ao serem utilizadas
nos programas de melhoramento genético da mandioca possibiltam o
desenvolvimento de variedades mais produtivas e menos susceptiveis a problemas
gue acometem essa cultura. Nesse contexto, a conservacao in vitro, em condi¢des de
crescimento minimo, é uma alternativa que, quando bem ajustada e associada ao
sistema de propagacdo da planta, favorece a manutencdo de uma copia genética,
preservando suas caracteristicas ap0s o periodo de armazenamento e reduz a
possibilidade de perdas de acessos, permitindo a manutencdo de um maior nimero
de individuos ocupando uma pequena area, além de facilitar o intercambio do
germoplasma vegetal. Portanto, este trabalho teve como objetivo contribuir para a
otimizacao de protocolos de conservacéo in vitro de germoplasma, de forma a auxiliar
na preservacdo de espécies silvestres de Manihot. Para tal, foram realizados
experimentos de conservacdo in vitro no Laboratorio de Cultura de Tecidos da
Embrapa Mandioca e Fruticultura. No primeiro capitulo foram estudadas quatro
espécies silvestres, M. pseudoglaziovii, M. tristis, M. flabellifolia e M. chlorosticta, e o
acesso BGM 0868 (Casca Fina) de M. esculenta, como testemunha. Utilizou-se o meio
de cultura MS 0,01 e cinco doses do acido abscisico - ABA (0,00 mg Lt; 0,25 mg L;
0,50 mg L; 0,75 mg Lt e 1,00 mg L1). Para o segundo capitulo foram estudadas as
espécies M. flabellifolia, M. pseudoglaziovii, M. tristis e M. caerulescens, e o BGM
0376 (Peri) de M. esculenta, utilizando-se também o meio de cultura MS 0,01 e cinco
doses de Paclobutrazol® - PBZ (0,0 mg L?; 0,0 mg L?; 0,20 mg LY; 0,30 mg Lte
0,40 mg L1). No terceiro capitulo, foram estudadas quatro espécies silvestres, M.
pseudoglaziovii, M. flabellifolia, M. caerulescens, M. chlorosticta, e a cultivar BGM
0540 de M. esculenta, utilizando também o meio de cultura MS 0,01 com seis doses
de nitrato de prata - AQNOs (0,0 mg L%; 2,5mg L; 5,0 mg L%; 7,5 mg Lt; 10,0 mg L?



e 12,5 mg L1). A adicdo do acido abscisico favoreceu a redugéo do crescimento das
plantas das espécies M. pseudoglaziovii, M. tristis e M. flabellifolia, porém, nao foi
possivel recomendar uma Unica dose para a conservagdo in vitro das espécies
estudadas considerando-se as variaveis analisadas, durante o periodo de
conservacao in vitro. Por outro lado, o PBZ provocou alteracdes morfofisioloégicas no
crescimento das plantas e as doses entre 0,10 mg L e 0,26 mg L mostraram-se
como as mais adequadas para a maioria dos acessos estudados. Com relacédo a
adicdo do nitrato de prata, as doses entre 7,28 mg L* e 8,86 mg L de AgNOs foram
as mais adequadas para a maioria dos acessos, por terem proporcionado as melhores

meédias para as variaveis estudadas no periodo de 180 dias de conservacao in vitro.

Palavras chave: cultura de tecidos; germoplasma; crescimento minimo.



FITORREGULATORS AND SILVER NITRATE IN THE IN VITRO
CONSERVATION OF WILD SPECIES OF THE GENUS Manihot

Author: Jucieny Ferreira de S&
Advisor: Carlos Alberto da Silva Ledo

ABSTRACT: The conservation of wild species of the genus Manihot in Active
Germplasm Banks is essential, as they present genes with characteristics of resistance
and tolerance to several biotic and abiotic factors, and when used in cassava genetic
improvement programs, they enable the development of more productive varieties and
less susceptible to problems that affect this culture. In this context, in vitro
conservation, under minimal growth conditions, is an alternative that, when well
adjusted and associated with the plant propagation system, favors the maintenance of
a genetic copy, preserving its characteristics after the storage period and reducing the
possibility of loss of accessions, allowing the maintenance of a greater number of
individuals occupying a small area, in addition to facilitating the exchange of plant
germplasm.Therefore, this work aimed to contribute to the optimization of in vitro
germplasm conservation protocols, in order to assist in the preservation of wild species
of Manihot. To this end, in vitro conservation experiments were carried out at the
Tissue Culture Laboratory of Embrapa Cassava and Fruticultura. In the first chapter,
four wild species were studied, M. pseudoglaziovii, M. tristis, M. flabellifolia and M.
chlorosticta, and accession BGM 0868 (Thin Bark) of M. esculenta, as a control. The
culture medium MS 0.01 and five doses of abscisic acid - ABA (0.00 mg L*; 0.25 mg
L-1; 0.50 mg Lt; 0.75 mg L't and 1.00 mg L1). For the second chapter, the species M.
flabellifolia, M. pseudoglaziovii, M. tristis and M. caerulescens, and the BGM 0376
(Peri) of M. esculenta were studied, also using the culture medium MS 0.01 and five
doses of Paclobutrazol® - PBZ (0.0 mg L%; 0.10 mg L; 0.20 mg L; 0.30 mg L and
0.40 mg L). In the third chapter, four wild species were studied, M. pseudoglaziovii,
M. flabellifolia, M. caerulescens, M. chlorosticta, and the cultivar BGM 0540 of M.
esculenta, also using the culture medium MS 0.01 with six doses of silver nitrate -
AgNO3 (0.0 mg L; 2.5mg Lt; 5.0 mg L; 7.5 mg Lt; 10.0 mg L't and 12.5 mg L),
The addition of abscisic acid favored the reduction of plant growth of the species M.
pseudoglaziovii, M. tristis and M. flabellifolia, however, it was not possible to

recommend a single dose for the in vitro conservation of the species studied,



considering the variables analyzed, during the in vitro storage period. On the other
hand, PBZ caused morphophysiological changes in plant growth and doses between
0.10 mg L't and 0.26 mg L"! proved to be the most adequate for most of the accessions
studied. Regarding the addition of silver nitrate, doses between 7.28 mg L* and 8.86
mg Lt of AgNO3 were the most suitable for most accessions, as they provided the
best means for the variables studied in the study period of 180 days of in vitro

conservation.

Keywords: tissue culture, germplasm; minimal growth.



REFERENCIAL TEORICO

O GENERO Manihot

O género Manihot é nativo das regides tropicais, com a principal concentracao
de espécies no México e no Brasil (ROGERS; APPAN 1973; NASSAR, 1978). Dessas,
de acordo com os dados da Flora do Brasil (2020), 104 espécies ocorrem no Brasil,
sendo 92 nativas. Ainda em conformidade com Rogers; Appan (1973), o centro de
diversidade do género Manihot situa-se no Brasil, com cerca de 80% de suas espécies
apresentando polimorfismo vegetativo, retratando um grande potencial para ser
utilizado nos programas de melhoramento genético.

Nassar (2000) reconhece quatro centros da diversidade genética de espécies
do género Manihot: o primeiro € o Brasil central, englobando os estados de Goias e
Minas Gerais, 0 segundo compreende o Sudoeste do México, o terceiro € o Nordeste
do Brasil e o quarto abrange o Oeste do Mato Grosso do Sul e o Nordeste da Bolivia.
O Brasil possui, portanto, uma ampla diversidade genética de espécies de Manihot,
que esta distribuida nos seus diferentes ecossistemas. De acordo com Ledo et al.
(2010), a maior representatividade de espécies silvestres de Manihot encontra-se no
bioma Cerrado.

Segundo os dados da Flora do Brasil (2020), na regido Nordeste do Pais
ocorrem 33 espécies do género Manihot, sendo elas: M. alterniflora P. Carvalho & M.
Martins, M. anomala Pohl, M. baccata Allem, M. bellidifolia P. Carvalho & M. Martins,
M. brachyandra Pax & K. Hoffm., M. breviloba P. Carvalho & M. Martins, M.
caerulescens Pohl, M. carthaginensis (Jacq.) Mull. Arg., M. compositifolia Allem, M.
diamantinensis Allem, M. dichotoma Ule, M. elongata P. Carvalho & M. Martins, M.
fortalezensis Nassar, D. G. Ribeiro, Bonfim & P. T. C. Gomes, M. glaziovii Mill.Arg.,
M. gracilis Pohl, M. jacobinensis Mull. Arg., M. janiphoides Mull. Arg., M. leptophylla
Pax, M. longiracemosa P. Carvalho & M. Martins, M. macrocarpa P. Carvalho & M.
Martins, M. maracasensis Ule, M. pandurata M. Martins & M. Mend., M. pohliana Mll.
Arg., M. pohlii Wawra, M. quinquefolia Pohl, M. quinquepartita Huber ex D. J. Rogers
& Appan, M. reflexifolia P. Carvalho & M. Martins, M. reniformis Pohl, M. tripartita
(Spreng.) Mull. Arg., M. triphylla Pohl, M. tristis Mull. Arg., M. weddelliana Baill e M.

zehntneri Ule.
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A maioria das plantas desse género sao arbustos, que possuem quantidades
diferenciadas de compostos cianogénicos, bastante varidveis em seus 0rgaos
vegetativos, porém uniformes em suas estruturas reprodutivas, apresentando-se
monoicas (ROGERS; APPAN, 1973).

Alguns estudos realizados mediante observacées de campo apontam que
muitas dessas espécies apresentam caracteristicas que podem ser fonte de genes
com grande potencial de utilizagdo. Entre elas, pode-se destacar: M. dichotoma, que
€ resistente a cochonilha da mandioca e que se destaca na elevada producédo de
raizes; M. paviaefolia Pohl, que apresenta tolerancia a toxicidade do solo; M. tripartita,
com resisténcia ao mosaico africano, possui raizes grandes e consegue se adaptar
em periodos de seca; M. pruinosa Pohl, com baixo teor de compostos cianogénicos;
M. nana Mull. Arg., que apresenta baixa estatura e M. anomala, que se caracteriza
pela capacidade de adaptacdo em locais encharcados e sombreados (NASSAR,
1978; NASSAR 2003; NASSAR et al., 2004).

Alguns autores citam que a M. glaziovii apresenta resisténcia ao mosaico
africano e a cochonilha (JENNINGS, 1976; CHAVARRIAGA et al., 2004), enquanto a
M. pseudoglaziovii Pax & K. Hoffm. é resistente & bacteriose (CHAVEZ et al., 1989;
BELTRAO et al., 2015) e, além disso, consegue se adaptar em condicdes de seca. J&
as espécies M. neusana Nassar e M. grahamii Hook expressam niveis de resisténcia
a broca da haste (CHAVEZ, 1990) e as espécies M. tristis Miill. Arg. e M. angustifolia
Pohl ex Steud possuem alto teor de amido (SHEELA et al., 2008). Em concordancia
com os estudos realizados por Carabali et al. (2010), a M. tristis Mull Arg. também
apresenta resisténcia a mosca branca e ao acaro verde.

A espécie M. flabellifolia Pohl apresenta resisténcia moderada a acaro, mosca
branca e cochonilha, e contém elevado teor de proteinas (BURBANO et al., 2007;
AKINBO et al., 2012). Algumas espécies manifestam grande adaptacdo a baixas
temperaturas, como a M. attenuata Mdill. Arg., a M. rubricaulis I. M. Johnst e a M.
grahamii Hook (CHAVEZ, 1990). Ja a M. pentaphylla Pohl se adapta bem em solos
gue possuem quantidades elevadas de calcio (NASSAR, 2003). Para Nassar (1979),
a M. chlorosticta Standl. & Goldman consegue se adaptar em areas alcalinas e a M.
violacea (Pohl) Mull. Arg. em solos que apresentam baixa retencdo de agua.

Demais estudos realizados também comprovam o potencial de outras espécies

silvestres que apresentam caracteristicas de interesse, a exemplo de M. pringlei S.



Watson, que possui baixo teor de cianeto (GOMEZ et al., 1984), e M. glaziovii Milll.
Arg., que demonstra resisténcia ao mosaico africano e a cochonilha (JENNINGS,
1976), enquanto que para Nassar et al. (2007) a espécie M. oligantha Pax & K. Hoffm.
foi identificada com altos teores de proteinas, amido e luteina, além de apresentar
niveis muito baixos de HCN e tolerancia ao frio.

Considerando que as espécies silvestres desse género possuem genes de
importancia para serem utilizados como fonte de resisténcia aos principais estresses
bidticos e abiodticos (NASSAR, 2006), diversos trabalhos de melhoramento genético
tém sido realizados envolvendo cruzamentos entre espécies silvestres e a espécie
cultivada (M. esculenta Crantz). Além disso, em outras culturas, as espécies silvestres
também sdo utilizadas por melhoristas como fonte de caracteres Uuteis, nao
encontrados em variedades da espécie cultivada (NASSAR et al., 1986; NASSAR,
2006; LEDO et al.,, 2014; SILVA et al., 2018). No caso da mandioca, esses
cruzamentos também podem ser aplicados com o intuito de aumentar a diversidade

genética nos programas de melhoramento dessa cultura.

A CULTURA DA MANDIOCA

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma espécie nativa da América do
Sul, sendo o Brasil considerado como o provavel centro de sua origem, diversidade e
domesticacédo (OLSEN, 2004). E a Unica espécie que possui valor comercial dentro
do género Manihot e, portanto, a de maior importancia agrondmica. E um arbusto
lenhoso de crescimento perene, sendo a parte aérea composta por um tronco e ramos
sobre ele, que, normalmente, pode alcancar 1 m a 3 m de altura, porém, a depender
da variedade, atingir até 4 m. Ja a parte subterranea é formada por raizes comestiveis
gue sao responsaveis pela nutricdo da planta, com disposicdo axial em torno do
tronco.

Segundo Graner (1942), a mandioca € alégama, possui reproducdo sexuada,
apresenta inflorescéncias masculinas e femininas separadas, porém presentes na
mesma planta (monoica). Além disso, apresenta protoginia expressiva, que contribui
para a polinizacdo cruzada e, provavelmente, essa caracteristica pode explicar a
elevada taxa de heterozigozidade na cultura. A semente é a via de reproducéo sexual

da planta, apesar de nao ser a forma mais utilizada para a propagacéo da mandioca,



pois sua taxa de germinagcdo é baixa, desuniforme (CHANDRARATINA,;
NANAYAKKARA, 1948) e algumas sementes sédo formadas sem a ocorréncia da
fertilizacdo (apomixia), tornando-as inviaveis.

Algumas instituicdes como o Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), o Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), na Colbémbia, o Instituto Internacional
para a Agricultura Tropical (IITA), na Nigéria, e os dois centros do Conselho de
Pesquisa Agricola Internacional (CGIAR), realizam trabalhos e pesquisas com
melhoramento genético fazem a multiplicacdo de sementes botanicas visando o
aumento da variabilidade e consequentemente a producdo de novas cultivares de
mandioca geneticamente superiores (LARA et al., 2008). Por outro lado, o principal
método de reproducao utilizado pelos produtores € a propagacao vegetativa, onde se
utilizam segmentos da haste, denominados manivas ou estacas, envolvendo
aproximadamente de cinco a sete gemas (SILVA et al., 2009), 20 cm de comprimento
e didmetro em torno de 2,5 cm. A principal vantagem dessa técnica é a manutencao
das caracteristicas morfolégicas e agronémicas do genaétipo, uma vez que as plantas
geradas serdo idénticas a planta-mée, além de reduzir o tempo de estabelecimento
da planta em relacao a propagacéo sexuada (FUKUDA; CARVALHO, 2006).

O plantio da mandioca é bastante difundido mundialmente, principalmente no
ambito da agricultura familiar, desempenhando um importante papel social. Também
se destaca pela capacidade de adaptacdo em diferentes condicdes de clima e solo,
gue geralmente sao desfavoraveis a plantas de outras espécies (VENTURINI et al.,
2016). No entanto, alguns fatores que acometem a cultura limitam a expanséo do seu
cultivo, como o ataque de pragas e doencas, a incidéncia de plantas espontaneas, a
baixa produtividade de raizes quando comparada com o potencial da cultura (FELIPE
et al., 2013), a baixa fertilidade dos solos, a utilizagdo de manivas de baixa qualidade,
0 uso de cultivares pouco produtivas ou mal adaptadas a regiao de cultivo (CARDOSO
et al., 2013).

De fato, a incidéncia de pragas e doengas pode reduzir a producgéo de raizes,
podendo ocasionar também sintomas na haste e nas folhas, afetando diretamente a
qualidade das safras e, em grandes proporc¢des, ameacando a seguranca alimentar.
De acordo com Hokanson et al. (2016) e Thomas-Sharma et al. (2017), por meio da

propagacdo vegetativa muitos patdgenos endogenos e sistémicos que estdo



associados a virus, bactérias, fungos e fitoplasmas séo transmitidos juntamente com
o0 material propagado utilizado nos proximos cultivos.

Segundo Alvarez et al. (2012), a bacteriose, causada por Xanthomonas
axonopodis pv. manihots, se dissemina por meio de hastes infectadas e pode se
dispersar por gotas de chuva e pela utilizagdo de ferramentas contaminadas. Ja os
sintomas do mosaico africano (African cassava mosaic virus, Begomovirus) ocorrem
principalmente nas folhas, apresentando um mosaico amarelo com reducdo e
distor¢do da area foliar, enquanto a virose do castanho listrado da mandioca (Cassava
brown streak virus, Ipomovirus) causa necrose nas folhas e pode chegar a niveis mais
severos, afetando também a haste; ambas as viroses sdo transmitidas por insetos
(LEGG; THRESH, 2003; KAWEESI et al., 2014; LEGG et al., 2015; McCALLUM et al.,
2017).

Entre as doencas fungicas, a antracnose (Colletrotrichum gloeosporioides), de
ocorréncia bastante comum, manifesta seus sintomas em folhas que apresentam
manchas e desfolhacéo, e, além disso, ocasiona cancros profundos no caule. Na
podriddo radicular (Botryosphaeriaceae, Phytophthora sp. e Fusarium sp.), o0s
sintomas podem variar de acordo com o agente causal, atingindo principalmente as
raizes e causando podridées com odores fortes (ALVAREZ et al. 2012; REDDY,
2015), enquanto que a doenca do superalongamento, causada por Sphaceloma
manihoticola, promove o crescimento exagerado das hastes, gerando ramas finas
com longos entrends.

Outra doencga que se destaca € a couro-de-sapo, que por um periodo teve sua
etiologia associada a um virus. Entretanto, Alvarez et al. (2009) detectaram um
fitoplasma que esta relacionado com a doenca, cujos sintomas atingem severamente
as raizes, que se apresentam fibrosas, com sulcos profundos e diminuicdo do
diametro. O superbrotamento, outra doenca que atinge a mandioca, tambéem
associado a um fitoplasma, aumenta o surgimento de brotacdes atrofiadas, com
entrends encurtados e folhas pequenas.

Com relagéo as pragas, Carvalho et al. (2015) citam como principais: a mosca-
branca [Aleurothrixus aepim (Goeldi, 1886)], o percevejo-de-renda (Vatiga sp.), 0
mandarova (Erinnyis ello L.), a cochonilha da mandioca (Phenacoccus manihoti

Matile-Ferrero) e a broca-da-haste (Sternocoelus spp.).



IMPORTANCIA DA CULTURA

O cultivo da mandioca € de grande influéncia para a alimentacdo de milhdes de
pessoas que habitam as regides tropicais e subtropicais da Africa, Asia e América
Latina (KURIA et al.,, 2017), por ser uma cultura de grande rusticidade e de f4cil
adaptacao em diferentes tipos de solo e clima. Sua produtividade e area plantada se
destacam em diversos paises em todo o mundo, alcancando, no ano de 2020, a
producdo mundial de mais de 302 milhdes de toneladas de raizes, sendo a Nigéria,
Republica Democrética do Congo, Tailandia, Gana, Indonésia e Brasil os seis
principais paises responséaveis pela producéo (FAO, 2020).

Nesse contexto, o Brasil € o sexto maior produtor mundial, com mais de 18
milhdes de toneladas de raizes e area colhida acima de 1,2 milhdo de hectares (FAO,
2020). Seu plantio predomina em todo territdrio nacional e, de acordo com Felipe et
al. (2010), a producdo de mandioca apresenta caracteristicas de subsisténcia, uma
vez que é importante para a renda de pequenos e meédios produtores, além de ser
utiizada como matéria-prima para agroindlstrias. Sua capacidade de
desenvolvimento em areas marginais ou em condic¢des adversas favorece a producao
em praticamente todas as regides do Brasil (CARVALHO et al., 2016).

De acordo com Njoku et al. (2015), a mandioca possui raizes tuberosas que
sdo ricas em carboidratos (amido) e estdo presentes na alimentacdo humana e
animal, sendo que boa parte do consumo humano se d& a partir das raizes cozidas.
Como subproduto da mandioca, além da farinha, a fécula é bastante utilizada na
preparacao de bolos, tortas, biscoitos, tapioca, pées e polvilhos, entre outros produtos;
ademais, € rica em proteinas, minerais, vitaminas B1, B2 e C, e carotenoides. A parte
aérea também é utilizada, com o consumo de folhas acontecendo em muitas regides
africanas que possuem escassez de alimentos, e também nas regides Norte e
Nordeste brasileiras, onde esta presente em um prato tipico conhecido como
manicoba (REDDY, 2015; AGRE et al., 2017).

Na alimentacéo animal, residuos do beneficiamento das raizes, hastes e folhas
sao utilizados como matéria prima para a elaboracdo de fenos e silagens, pois
representam importantes fontes de proteinas, possuem vitaminas do complexo A, C e
B, e minerais como o calcio e o ferro. Além disso, o liquido amarelo extraido da

mandioca quando passa pelo processo de fabricacdo da farinha, conhecido como
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manipueira, é utilizado para adubacdo do solo e controle de pragas (ALMEIDA,
FERREIRA FILHO, 2005; CHICHERCHIO, 2013).

Ainda considerando que toda a planta da mandioca pode ser utilizada na
alimentacdo animal, a depender da variedade, todas as partes devem ser
processadas para melhorar sua conservacdo e reduzir a concentracdo de &cido
cianidrico (HCN). Portanto, as cultivares que possuem quantidades inferiores a 50
mg.kg? de HCN séo consideradas inofensivas, as que apresentam valores de 50
mg.kg? a 100 mg.kg? sdo classificadas como moderadamente tdxicas e as que
contém quantidades acima de 100 mg.kg* de HCN séo classificadas como téxicas
(LORENZI et al., 1993). Somando-se a isso, Mezette (2007) afirma que as variedades
de mandioca que possuem baixo teor de compostos cianogénicos sao classificadas
como ‘mansas’ e podem ser consumidas na forma in natura pela populacéo, enquanto
as que apresentam alto teor do acido sao classificadas como ‘bravas’ e devem ser
utilizadas ap6s passarem por algum procedimento de desintoxicagao.

De fato, o principal valor econémico da M. esculenta Crantz esta associado
principalmente as suas raizes, devido a caracteristica de armazenar grandes
quantidades de amido. Tendo em vista a procura de matéria-prima pelas industrias,
nos dltimos anos houve um aumento no consumo de amido de mandioca no setor
industrial, ampliando as possibilidades de sua utilizagdo em diversos setores de
processamento, como: alimenticios, téxtil, fogos de artificio, alcooleiro, farmacéutico,
fabricacdo de fosforos, papel, embalagens, colas, creme dental e produtos de
tinturaria (LEONEL et al., 2015). Barros et al. (2019) também afirmam que residuos
da mandioca podem ser utilizados na fabricagéo de etanol.

IMPORTANCIA DA CONSERVACAO DE GERMOPLASMA

O germoplasma pode ser definido como o conjunto vegetal que compreende
todas as informacdes relacionadas a constituicAo genética de uma determinada
espécie e, assim, contém a variabilidade genética disponivel para os programas de
melhoramento de plantas (BESPALHOK et al., 2007). Ainda de acordo com esses
autores, alguns tipos de germoplasma sdo divididos por origem: os centros de
diversidade, que compreendem cultivares primitivas, hibridos naturais, parentais

silvestres e géneros relacionados; os centros de cultivo, que abrangem cultivares



comerciais, cultivares obsoletas, cultivares menos importantes e as crioulas; e os
programas de melhoramento, que integram as cultivares de origem hibrida, linhagens
e populacdes melhoradas.

O suporte de um programa de melhoramento genético fundamenta-se na
diversidade biologica disponivel e, assim, sua conservagéo se torna imprescindivel,
uma vez que mantém o equilibrio e a estabilidade do ecossistema. Porém,
continuamente, parte dessa diversidade tem sido degradada em decorréncia da acao
antropica, crescimento populacional e reducdo dos incentivos financeiros por parte de
alguns paises para manter a pluralidade genética (HENRY-SILVA, 2005).

A seguranca alimentar global € assegurada pela disponibilidade e potencial de
utilizacdo dos recursos genéticos de plantas. Nesse contexto, os bancos de
germoplasma representam um papel de grande importancia, auxiliando na reducéo
da perda da diversidade bioldgica, por meio da conservacao de espécies silvestres,
de cultivares locais tradicionais e de variedades melhoradas, permitindo que o material
possa ser regenerado a qualguer momento sem que haja perdas ao longo do tempo
(WANG et al., 2005).

Considerando a importancia que as espécies silvestres do género Manihot
representam, devido ao potencial de utilizacdo de genes com caracteristicas de
interesse em programas de melhoramento da mandioca para o desenvolvimento de
novas variedades, justifica-se a necessidade de se conservar essas espécies em
Bancos Ativos de Germoplasma (BAG). No Brasil, 0 BAG de mandioca da Embrapa
Mandioca e Fruticultura foi criado no ano de 1976, em Cruz das Almas, Bahia, e
apresenta a maior colecdo de acessos de mandioca mantidos em campo do pais. O
BAG in vitro possui aproximadamente 680 acessos, para ambos 0s germoplasmas o0s
acessos sdo oriundos de diferentes regides do Brasil, bem como de outros paises. No
ano de 2005, no mesmo local, a colecao das espécies silvestres também foi instituida,
com cerca de 40 acessos mantidos em laboratorio, porém este nimero de acessos foi
reduzido, pois, diferentemente da espécie cultivada, para as silvestres ainda nao foi

desenvolvido um protocolo de conservacéao in vitro bem definido.

ESTRATEGIAS DE CONSERVACAO



O principio basico dos mecanismos de conservagdo de qualquer conteudo
genético se baseia na preservacdo e manutencdo de toda essa diversidade,
priorizando seu uso atual e futuro, o que pode ser alcancado por meio de trés
estratégias: conservacao in situ, on farm e ex situ.

A conservacao in situ se constitui na preservacdo de recursos geneéticos por
meio de reservas genéticas, reservas de desenvolvimento sustentavel e reservas
extrativistas, podendo ser realizada em areas protegidas. Esse tipo de preservagao
considera, principalmente, a manutencao de individuos em seu habitat natural, sendo
que para as espécies cultivadas essa conservagcdo deve ser realizada no ambiente
em que suas caracteristicas especificas tenham sido desenvolvidas. Porém, nesse
sistema, deve-se considerar que essas espécies estdo submetidas a selecdes do
préprio ambiente, através de fatores bidticos e abioticos (VALOIS et al.,1996;
MEDEIROS, 2003; SIMON, 2010; VIEIRA, 2013).

A conservagao on farm € uma derivacdo importante da conservacao in situ,
onde a manutencdo dos recursos genéticos de espécies cultivadas ocorre néo
somente no local de origem, mas também pela acdo dos agricultores, que irdo
preserva-las em comunidades locais e tradicionais. Dispde-se, de ampla diversidade
vegetal, fundamental para a seguranca alimentar, permitindo sua evolugcado por meio
de recursos naturais e acdo antrépica (RANA et al., 2008; SANTONIERI, 2015).

Por outro lado, a conservacao ex situ € empregada na preservacao de espécies
fora do estado de ocorréncia na natureza, objetivando principalmente o
desenvolvimento de colecdes e bancos de germoplasma, com o intuito de integra-los
a um conjunto de técnicas e estratégias direcionadas ao manejo e uso de recursos
genéticos (BENELLI et al., 2013).

Em conformidade, Ramsay et al. (2000) afirmam que a conservagao ex situ ha
maioria das vezes € a forma mais favoravel para preservar espécies raras que estao
ameacadas de extincdo, tornando-se uma estratégia cada vez mais utilizada para os
recursos genéticos que se encontram em grande ameaca de erosdo genética, bem
como 0s que possuem destaque na agricultura e alimentacdo humana, assegurando
0 seu acesso no futuro de maneira mais eficiente e pratica. Existem varias técnicas
de conservacdo de germoplasma ex situ, por exemplo: o armazenamento de

sementes, a formacgéo de bancos de genes em campo ou em casas de vegetacao, o
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desenvolvimento de colec¢des in vitro (SOENGAS et al.,, 2009) e criopreservadas
(SOUZA et al., 2009).

CULTURA DE TECIDOS E CONSERVACAO DE GERMOPLASMA IN VITRO

A cultura de tecidos de plantas apresenta diversas possibilidades que podem
contribuir com a manutencéo da biodiversidade, pois permite a micropropagacéo de
espécies protegidas, espécies endémicas, novas variedades, bem como as espécies
ameacadas de extingdo, considerando que serdo acondicionadas em ambiente
protegido, perante condicdes de armazenamento controladas, dificultando, dessa
forma, que as plantas figuem expostas a estresses bioticos e abioticos (WITHERS;
ENGELMANN, 1997). Além disso, apés a definicdo do meio de cultura, do tipo de
explante, considerando sua origem, e das condi¢cfes da planta matriz, essa técnica
permite a producao de plantas em larga escala, assegurando a qualidade morfoldgica,
fisiolégica e a limpeza clonal, aspectos que n&do seriam garantidos quando
comparados com as técnicas convencionais (LIMA et al., 2007; GONZALEZ VEGA,
2012).

No entanto, Bairu et al. (2011) relatam que durante a fase in vitro
frequentemente s&o realizados diversos subcultivos, contribuindo, em alguns casos,
para a inducdo de variacdo genética, ou somaclonal, e, consequentemente, pode
resultar em risco a preservacao de alguns genaétipos. Dessa forma, o desenvolvimento
de metodologias de conservacao in vitro por crescimento minimo torna-se uma
alternativa bastante promissora, pois permitird que os subcultivos ocorram em
intervalos de tempo maiores, resultando na reducéo dos custos operacionais, uma vez
gue ndo necessitara de constante manutencgao.

A conservagao de germoplasma in vitro pode ser empregada por meio de
modificacdes executadas no ambiente de cultivo, com o intuito de retardar o
desenvolvimento de células, tecidos e 6rgdos (WITHERS; WILLIAMS, 1998). O
crescimento minimo das culturas tem sido praticado com sucesso, com o objetivo de
restringir o metabolismo da planta, sem prejudicar sua viabilidade, e pode ocorrer por
meio de estresses osmoticos, pela diminuicdo da intensidade de luz ou temperatura,

pela adicdo de retardantes de crescimento e/ou limitando a concentragdo dos
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componentes salinos e organicos do meio nutritivo (WITHERS; WILLIAMS, 1998;
ARRIGONI-BLANK et al., 2014).

Os retardantes de crescimento vegetal sdo compostos sintéticos que atuam
restringindo o alongamento do caule, mantendo os padrdoes de crescimento sem
provocar reacgdes toxicas na planta (SELEGUINI, 2007). De acordo com Silva (2008),
esse processo acontece com a reducdo do alongamento das células e a diminuicédo
da taxa de divisao celular. Entre os diferentes tipos de retardantes de crescimento,
tem-se o paclobutrazol (PBZ), um triazél que quando absorvido pelas folhas, caules e
raizes € translocado através do xilema até os meristemas apicais de crescimento,
onde ocorrera a inibicdo da biossintese das giberelinas e, portanto, a modificacdo do
metabolismo (SILVA, 2008). A utilizacdo dessa substancia vem sendo estudada ha
mais de 15 anos como alternativa aos reguladores de crescimento convencionais
(STERREFTT, 1985; VALLE; ALMEIDA, 1991; BEROVA et al., 2002; RIGHETO et al.,
2012; D’AREDE et al., 2017; SA et al., 2021). O paclobutrazol, quando utilizado no
cultivo in vitro, também favorece o engrossamento das raizes, beneficiando de certa
forma o processo de aclimatizacdo de mudas (CANTO et al., 2004).

Outra estratégia para limitar o crescimento das plantas in vitro se da com a
utilizacdo do é&cido abscisico, que favorece a dorméncia de gemas, retarda o
crescimento, o estimulo a senescéncia e a abscisdo das folhas e frutos (CASTRO et
al., 2005). Dessa forma, o uso desse acido pode favorecer a longevidade dos
explantes, influenciando positivamente a conservacao in vitro do germoplasma
vegetal.

Um dos aspectos também considerado durante a conservacao in vitro é a
influéncia de gases presentes nos recipientes de cultivo. O etileno € o principal gas
envolvido no sistema de cultivo in vitro, ja que provoca diferentes respostas de acordo
com a espécie, e varios trabalhos tém mostrado o efeito desse gas sobre as plantas
(ADKINS et al., 1993; AGARWAL; BHOJWANI, 1993; NISSEN, 1994). De acordo com
Pasqual et al. (2002), alguns estudos relacionados com a inibigdo do etileno tém sido
realizados devido a acdo negativa desse gas nas espécies cultivadas in vitro. Entre
eles pode-se destacar 0 uso do nitrato de prata (AgNO3), que além de atuar inibindo
a acao do etileno pode promover a proliferacdo de calos e a embriogénese somatica
(AL-KHAYRI; AL-BAHRANY, 2001).
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Por consequéncia, 0 uso dessas substancias na conservacdo in vitro de
germoplasma, mediante técnicas de cultura de tecidos, se torna uma estratégia
eficiente quando comparada com a conservagdo em campo. Quando essas técnicas
sdo estabelecidas prolongam o periodo entre os subcultivos, proporcionando uma
reducdo nos custos de manutenc¢do de colecbes em laboratério. Além disso, os BAGs,
quando bem estabelecidos, facilitam o intercambio de material genético livre de
patdgenos entre instituicdes, regides e paises, sendo um componente muito relevante
para os programas de melhoramento genético.

Portanto, devido a necessidade de se conservar a diversidade genética e
considerando a importancia da manutencdo das espécies silvestres do género
Manihot, os impasses e a caréncia de estudos envolvidos nesse processo, torna-se
imprescindivel a adequacdo de metodologias de conservagcdo in vitro desse
germoplasma, sendo, neste trabalho, o foco direcionado para a preservagcdo sob

condic¢des de crescimento minimo.
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ACIDO ABSCISICO E CONSERVACAO IN VITRO DE ESPECIES SILVESTRES
DE Manihot

RESUMO: O &cido abscisico (ABA) esta associado a dorméncia de gemas, absciséo
foliar e é utilizado como inibidor de crescimento na conservacao in vitro de
germoplasma. Neste trabalho, avaliou-se a agdo do ABA em quatro acessos silvestres
de Manihot e um acesso de mandioca (M. esculenta Crantz), para definir protocolos
mais eficientes para a conservagdo in vitro dessas espécies. O experimento foi
realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
no delineamento inteiramente ao acaso em esquema fatorial 5 x 5 [(5 doses de ABA
(0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1 mg L) e 5 espécies de Manihot (M. pseudoglaziovii, M. tristis,
M. flabellifolia, M. chlorosticta e M. esculenta)], com 15 repeticdes. Utilizou-se
miniestacas com 1 cm de tamanho, cada uma inoculada em 10 mL do meio Murashige
& Skoog modificado, solidificado com Phytagel® (2,4 g L'!) e contendo as doses de
ABA. Os tubos contendo as miniestacas foram colocados em sala de conservacéo
com irradiancia de 20 pmol m2 s1, temperatura de 22+1 °C e fotoperiodo de 12 horas.
Apés 150 dias, foram analisadas as variaveis altura de planta (cm), nimeros de folhas
vivas e senescentes, nimero de brotos, nimero de miniestacas (com 1 cm), massa
fresca e seca de parte aérea e de raizes (mg). As espécies M. pseudoglaziovii, M.
tristis, M. flabellifolia se destacaram na reduc¢éo do crescimento durante o periodo de
conservagao in vitro. Nesse trabalho, a adicdo do ABA n&o promoveu o efeito

esperado na reducao do crescimento das plantas.

Palavras-chave: Inibidor de crescimento; melhoramento genético de plantas;

germoplasma in vitro.
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ABSCISIC ACID AND IN VITRO CONSERVATION OF Manihot WILD SPECIES

ABSTRACT: Abscisic acid (ABA) is associated with bud dormancy, leaf abscission
and growth inhibition for germplasm in vitro conservation. We evaluated the effects of
ABA in four wild Manihot accessions and one cassava accession (M. esculenta Crantz)
to define more efficient protocols for the in vitro conservation of these species. The
experiment was performed at the Laboratory for Tissue Culture from Embrapa, in Cruz
das Almas-Bahia, Brazil. The statistical design was set as completely random in a 5 x
5 factorial scheme [(5 ABA dosages (0; 0.25; 0.50; 0.75 and 1 mg L) and 5 Manihot
species (M. pseudoglaziovii, M. tristis, M. flabellifolia, M. chlorosticta and M.
esculenta)], with 15 replicates. Mini-cuttings with 1 cm were used, each one inoculated
in 10 mL modified Murashige & Skoog, solidified with Phytagel® (2.4 g L) and
containing the respective ABA dosages. Tubes containing these mini-cuttings were set
in a germplasm conservation room with irradiance of 20 pumol m=2 s, temperature of
22+1 °C and 12 hours photoperiod. Plant height (cm), number of living and senescent
leaves, number of shoots, number of mini-cuttings (1 cm) and fresh and dry weight of
shoots and roots (mg), were evaluated after 150 days. Growth reduction was
remarkable in M. pseudoglaziovii, M. tristis and M. flabellifolia during the in vitro
conservation period. In the present work, the addition of ABA did not promote the

expected reduction of plant growth.

Keywords: Growth inhibitor, plant genetic improvement, in vitro germplasm.
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INTRODUCAO

O género Manihot se destaca economicamente devido a M. esculenta Crantz
(mandioca) possuir um alto valor comercial. As raizes de mandioca sdo cultivadas
mundialmente e servem de alimento basico para milhdes de pessoas, principalmente
em regides tropicais e subtropicais da Africa, Asia e América Latina (KURIA et al.,
2017). Segundo os dados da FAO (2019), para esse ano, a producdo mundial de
mandioca foi superior a 303 milhdes de toneladas, sendo a Nigéria, Republica
Democratica do Congo, Tailandia, Gana, Brasil e Indonésia os principais paises
produtores. Nesse contexto, o Brasil se destaca como o quinto maior produtor mundial
de mandioca, com producéo de mais de 17 milhdes de toneladas de raizes.

As espécies silvestres encontradas no género Manihot apresentam
caracteristicas de grande potencial de utilizacdo para o melhoramento genético. Para
Nassar (2006), essas espécies possuem genes de resisténcia e tolerancia a fatores
bidticos e abioticos, que, através de cruzamentos, é possivel o desenvolvimento de
variedades mais produtivas e menos susceptiveis aos principais fatores agronémicos
gue acometem a cultura da mandioca (M. esculenta Crantz). Além disso, esses
cruzamentos empregando as espécies silvestres permitem ampliar a diversidade
genética dos programas de melhoramento da espécie cultivada (NASSAR et al., 1986;
NASSAR, 2006; LEDO et al., 2014).

A conservacao de germoplasma in vitro utilizando técnicas de cultura de tecidos
surgiu como alternativa para os bancos de germoplasma mantidos em campo, devido
a exposicao das plantas a fatores como o ataque de pragas e patdégenos, intempéries
climaticas, perda por vandalismos, erros humanos ou falhas na identificacdo de
acessos, entre outros. Esse tipo de conservacao se mostra conveniente por diversos
motivos, destacando-se entre eles o fato de que geralmente é mais econémico e
pratico (SANGHAMITRA et al., 2019), ja que permite a manutencdo de uma grande
quantidade de plantas em um espaco reduzido, além de possibilitar a preservacéo de
copias de seguranca dos acessos que estdo em campo e facilitar o intercambio de
germoplasma entre instituicdes, regides e paises.

Essa conservacao pode ser realizada sob condigbes de crescimento minimo,
onde mudancas no meio de cultivo sdo realizadas a fim de desacelerar ou suprimir

parte do crescimento de ceélulas, tecidos e orgaos, tendo como principal objetivo
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aumentar ao maximo o intervalo entre os subcultivos ou estendé-los por longo prazo
(ROCA et al., 1991; WITHERS; WILLIAMS, 1998). Dessa forma, reduz-se a méo de
obra e 0 espaco necessarios para a preservacao, facilita o acesso imediato a todo o
germoplasma da colecéo, favorece a estabilidade genética das plantas, mantendo
suas caracteristicas ap0s o periodo de armazenamento, diminuindo a probabilidade
de perdas de individuos (KOVALCHUK et al., 2009; SANTOS et al., 2011).

Uma das estratégias adotadas para o crescimento minimo emprega a adicao
de retardantes de crescimento no meio de cultura, pois eles sdo componentes
sintéticos que reduzem o alongamento da haste, sem afetar a viabilidade das plantas,
e podem até intensificar a coloracdo verde das folhas (SOUZA et al., 2009). Além
disso, esses componentes inibem a divisao celular no meristema apical das gemas e
reduzem a producéo de folhas e o crescimento de raizes (GIANFAGNA, 1987).

Nesse contexto, o &cido abscisico (ABA) atua de diferentes formas nos
vegetais, sendo de grande importancia para a regulacdo de varios processos
fisioloégicos, pois permite que as plantas fiqguem protegidas em condicbes de
estresses, como o salino, o hidrico e o térmico (RAIl et al.,, 2011). Também é
considerado inibidor de crescimento, por estar associado a dorméncia de gemas,
sementes e 6rgaos subterraneos (TAIZ; ZEIGER, 2017; MOOSIKAPALA; TE-CHATO,
2010). Além disso, induz o fechamento dos estématos, conferindo, portanto, protecao
contra o déficit hidrico que ird reduzir a perda de agua pela transpiracéo, limitando a
assimilacdo de carbono e, em consequéncia, a producdo de biomassa (TAIZ;
ZEIGER, 2017). Ademais, apresenta efeito direto na abscisdo de folhas, flores e
frutos.

A conservacdo in vitro representa uma das alternativas mais amplamente
utilizadas na preservacao e disponibilizagdo do germoplasma de mandioca,
principalmente por ser uma espécie de propagacao vegetativa. Dessa maneira, essa
estratégia também se faz importante para a conservagao das espécies silvestres, que
séo dificeis de serem mantidas em campo e até mesmo in vitro. Apesar de alguns
estudos terem sido realizados para avaliar o efeito do acido abscisico na conservagéo
in vitro de germoplasma (WATT et al., 2000; LEMOS et al., 2002; GOPAL et al., 2004;
RAl etal., 2011; SAetal., 2011; SANTOS et al., 2012), s&o poucos os trabalhos dessa
mesma natureza com a cultura da mandioca (SATO et al., 2001; BARRUETO CID;
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CARVALHO, 2008) e em relacéo as espécies silvestres do género Manihot ainda néo
existem relatos na literatura.

Devido a insuficiéncia de estudos visando o aprimoramento dos métodos de
conservacao in vitro para as espécies silvestres de Manihot, justifica-se a necessidade
de estudos especificos para o aperfeicoamento dessas metodologias. Considerando
gue esse estudo é pioneiro na cultura de tecidos utilizando o ABA na conservacao in
vitro de espécies do género Manihot, esse trabalho teve como objetivo avaliar a agédo
de diferentes concentracdes desse inibidor em quatro acessos silvestres de Manihot
e um de mandioca (M. esculenta), com o intuito de aperfeicoar os protocolos para
conservacgao in vitro das espécies silvestres por meio do crescimento minimo das

plantas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no periodo de setembro de 2019 a fevereiro de
2020 no Laboratorio de Cultura de Tecidos (LCT), do Nucleo de Biologia Avancada
(NBA), situado a Embrapa Mandioca e Fruticultura (CNPMF), localizada em Cruz das
Almas, Bahia. Nesse estudo, foram utilizadas as espécies silvestres Manihot
pseudoglaziovii Pax & Hoffman, M. tristis Mull.Arg, M. flabellifolia Pohl, M. chlorosticta
Standl, e 0 acesso BGM 0868 (Casca Fina) de M. esculenta Crantz, pertencentes a
colecéo in vitro da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Para a obtencdo dos explantes, utilizou-se plantas previamente
micropropagadas, que, em camara de fluxo laminar, foram seccionadas para obtengéo
de miniestacas com aproximadamente 1 cm de comprimento, contendo pelo menos
uma gema. Em seguida, as miniestacas foram inoculadas em tubos de ensaio (2,5 cm
x 15 c¢m) contendo 10 mL do meio de cultura Murashige & Skoog (1962) modificado
por Souza et al. (2008), acrescentado das concentracdes de ABA de 0 mg L*; 0,25
mg L?;0,50mg L?;0,75mgL?te1mgL? solidificado com Phytagel® (2,4 g L'1), com
pH ajustado para 5,8 e autoclavado por 20 min a 120 °C.

Empregou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado em
esquema fatorial 5 x 5, composto por cinco concentracoes de ABA e cinco acessos
de Manihot, com 15 repeti¢cdes, em que cada parcela experimental foi constituida por

um explante (miniestaca) cultivado em um tubo de ensaio.
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Posteriormente, os tubos de ensaio que continham os explantes foram
mantidos durante 150 dias em sala de conservacao de germoplasma com irradiancia
de 20 umol m2 s1, temperatura de 22+1 °C e fotoperiodo de 12 horas.

Apoés esse periodo, as plantas foram submetidas a avaliagcdo das seguintes
variaveis: altura de planta (AP; cm), numero de folhas vivas (NFV), nimero de folhas
senescentes (NFS), numero de brotaces (NB), nimero de miniestacas com tamanho
de 1 cm (NME), massa fresca de parte aérea (MFPA; mg) e massa fresca de raizes
(MFR; mg). Depois dessa avaliacdo, o material vegetal foi identificado e mantido em
estufa com circulacdo de ar forcada e temperatura de 70 °C, e ap0s 48 horas, quando
0 peso ficou constante, determinou-se as massas secas de parte aérea (MSPA; mg)
e de raizes (MSR; mg).

ApOs a avaliacdo, os dados obtidos foram submetidos ao teste F da anélise de
variancia. As médias dos acessos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade e para as médias das concentracbes de ABA ajustou-se modelos de
regressao polinomial. Os valores do numero de folhas vivas, nimero de folhas
senescentes, numero de brotos e nimero de miniestacas foram transformados em
\(x+0,5), visando o atendimento das pressuposicdes da andlise de variancia. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o pacote ‘ExpDes.pt’ (FERREIRA,
CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2018) implementado no software R versdao 3.4 (R

Development Core Team, 2021).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a Tabela 1, por meio da analise de variancia, observa-se que
0S acessos utilizados no estudo tiveram influéncia altamente significativa para todas
as variaveis analisadas. Esse resultado pode estar relacionado ao fato do género
Manihot apresentar ampla variabilidade genética (NASSAR; GRATTAPAGLIA, 1986;
VENTURINI et al., 2016), aspecto de grande potencial para ser explorado em

programas de melhoramento.



Tabela 1. Resumo da analise de variancia para as variaveis: altura de planta (AP; cm), numero de folhas vivas (NFV), nUmero de

folhas senescentes (NFS), numero de brotacdes (NB), numero de miniestacas (NME), massas fresca (MFPA; mg) e seca de parte

aérea (MSPA; mg) e massas fresca (MFR; mg) e seca de raizes (MSR; mg) dos acessos Manihot pseudoglaziovii, M. tristis, M.

flabellifolia, M. chlorosticta e BGM 0868 (Casca Fina) em funcédo de cinco concentracées de Acido abscisico (ABA; mg L™1), apds

150 dias de conservacao in vitro.

FV GL AP NFV NFS NB NME MFPA MSPA MFR MSR
ABA 4 9,82" 1,14 1,05 0,96" 0,28" 20605,00"™ 656,90 34453,00" 1150,20™
Acessos 4 1541,89" 3,50" 26,49" 14,377 1,85" 1203792,00" 20515,00” 675764,00” 10792,00”
ABA * Acessos 16 77,44" 0,99" 1,05° 0,86"™ 0,18"™ 96572,00" 1167,40" 24894,00" 975,90
Residuo 185 46,90 0,45 0,54 0,56 0,19 51296,00 814,90 16117,00 326,70
Média 13,16 4,11 8,28 7,26 0,76 398,67 57,43 287,31 32,88
CV (%) 52,02 33,47 26,44 28,40 42,34 56,81 63,51 44,19 54,97

s = n&o significativo, e * = significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F da ANAVA.



Ainda com relagdo a andlise de variancia (Tabela 1), observa-se que para as
variaveis numero de folhas vivas (NFV) e massa seca de raizes (MSR) houve efeito
altamente significativo (p<0,01) para a interacédo entre os fatores (ABA x Acessos),
ocorrendo efeito significativo (p<0,05) também para nimero de folhas senescentes. A
maioria das demais varidveis ndo apresentou efeito significativo para o fator isolado
ABA.

A conservagao in vitro das plantas dos diferentes acessos apresentaram
crescimento distintos quando considerados os referentes coeficientes de variacao
(CVs), que oscilaram entre 26,44% e 63,51% (Tabela 1) para as variaveis nimero de
folhas senescentes e massa seca de parte aérea, respectivamente. De acordo com
Werner et al. (2013), esses valores podem estar relacionados com a inconstancia do
crescimento das plantas nos estudos in vitro, sendo considerados normais para
trabalhos de cultura de tecidos vegetais, garantindo, entdo, a precisdo experimental.
Nesse contexto, na conservacgao in vitro de Hancornia speciosa Gomes, S4 et al.
(2011) encontraram coeficientes de variacdo oscilando de 35,65% a 112,44%,
engquanto Rezende et al. (2018) obtiveram CVs entre 18,9% e 82,10% ha conservagao
in vitro de Physalis peruviana L. sob crescimento minimo.

Na Tabela 2 observa-se os valores médios das variaveis que, isoladamente,

apresentaram-se significativas para o fator acessos.
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Tabela 2. Valores médios de altura de planta (AP; cm), nimero de brotos (NB),
namero de miniestacas (NME), massas fresca (MFPA; mg) e seca de parte aérea
(MSPA; mg) e massa fresca de raizes (MFR; mg) dos acessos BGM 0868 (Casca
Fina), Manihot chlorosticta, M. flabellifolia, M. pseudoglaziovii e M. tristis, apés 150
dias de conservacao in vitro.

Acessos AP NB NME MFPA MSPA MFR

BGM 0868 1587b 9,39a 1,00ab 491,83ab 80,96a 440,85a

M. chlorosticta 22,65a 11,20a 1,67a 591,55a 77,14a 385,79a
M. flabellifolia 11,45c 6,41b 0,43bc 38490b 53,15b 155,97c
M. pseudoglaziovii 7,71c 5,05bc 0,68bc 236,15c 49,11b 282,51b
M. tristis 821lc 428c 0,14c 209,99c 27,13c 184,42c

Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Para que a conservacao in vitro seja efetiva € importante considerar que a
diminuicdo do metabolismo esteja associada com a manutencéo da viabilidade das
plantas (WITHERS; WILLIAMS, 1998; ARRIGONI-BLANK et al., 2014). Nesse
contexto, é desejavel que as varidveis altura de planta e numero de folhas
senescentes expressem meédias mais inferiores, que, por sua vez, devem estar
associadas a médias mais elevadas nas demais variaveis. Dessa forma, € possivel
constatar se a reducdo do crescimento é viavel, ao permitir, posteriormente, a
recuperacéo e multiplicacdo das plantas mantidas sob conservacao in vitro.

Com relacdo a variavel altura de planta, as espécies M. pseudoglaziovii, M.
tristis e M. flabellifolia apresentaram as médias mais baixas, respectivamente 7,71 cm,
8,21 cm e 11,45 cm, e ndo apresentaram diferenca estatistica entre si. Estudos
realizados por Vieira et al. (2014) mostraram que a adicédo de 0,10 mg L* de ABA no
meio de cultura promoveu menor altura da parte aérea, comprovando o efeito inibitorio
desse fitorregulador no crescimento de plantas de Allium sativum L. Além disso, o
acido abscisico pode modificar a sintese ou atividade das citocininas, que sao
utilizadas no meio de cultura para quebrar a dominancia apical dos brotos e aumentar
a taxa de multiplicacdo (LEMOS, 2000).
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Ja para o numero de brotacdes, o BGM 0868 (9,39) e M. chlorosticta (11,20)
foram estatisticamente superiores aos demais acessos, apresentando as maiores
meédias. Esse resultado € contrastante com os encontrados por Barrueto Cid; Carvalho
(2008), que observaram o efeito inibitério total nos brotos de M. esculenta nas
concentracbes superiores a 2,6 mg L' de ABA durante a conservacao in vitro. Por
outro lado, esses mesmos autores mantiveram as plantas de mandioca por apenas
90 dias em concentracées de ABA superiores a 2,6 mg L%, enquanto que, neste
estudo, as plantas foram mantidas por 150 dias utilizando concentracdes de ABA
inferiores e igual a 1 mg L1. Lemos et al. (2002) afirmam que ao adicionarem 1 mg L-
1 de ABA no meio de cultura MS foi possivel conservar microplantas de cana-de-
acucar por 12 meses.

A superioridade do comportamento dos dois acessos citados anteriormente se
repete quando se observa as demais varidveis: nUmero de miniestacas, massas
fresca e seca de parte aérea (mg) e massa fresca de raizes (mg). Dessa forma, a
viabilidade desses acessos p6de ser mantida e, possivelmente, 0s mesmos podem
tolerar doses mais altas do inibidor. Além disso, o0 bom desempenho dessas variaveis
provavelmente garantira uma multiplicacéo eficiente e a manutencdo adequada das
plantas ap06s o periodo de preservacao in vitro.

Apesar da interacdo entre as concentracdes de ABA e 0s acessos de Manihot
ter sido significativa para a variavel namero de folhas vivas, apenas foi possivel o
ajuste de modelo de equacéo linear decrescente e com significado biolégico para M.

tristis (Figura 1).
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o M. tristis R2 = 0.7654

..
..
..
.
..
.

..
..
..
.
.
..
..
..
..
..
..

..
..
..
..
..
.

NUmero de folhas vivas
o = N W A O (@)] ~
O

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Acido abscisico (mg L)

Figura 1. Numero de folhas vivas produzido por Manihot tristis em funcdo de cinco

concentracbes de ABA (mg L), ap6s 150 dias de conservagéo in vitro.

De acordo com a Figura 1, o maior valor estimado (6,29) para M. tristis foi obtido
na auséncia de ABA, porém o numero de folhas vivas foi diminuindo conforme o
aumento das concentracdes utilizadas. Apesar desse resultado, na dose maxima de
ABA (1 mg L) ainda foi possivel comprovar a existéncia de folhas vivas, indicando
gue as plantas conseguiram manter a viabilidade e que possivelmente esse acesso
pode tolerar doses mais altas do inibidor em estudo. Esse resultado corrobora com 0s
encontrados por Arrigoni-Blank et al. (2014), que ao utilizarem 2 mg L! de ABA na
conservacao dos gendétipos IPB-052 e IPB-007 de batata-doce conseguiram reduzir o
crescimento das plantas e mantiveram as folhas verdes, permitindo a posterior
regeneracao e multiplicacdo dos genotipos. Ja Bello-Bello et al. (2015) conseguiram
estabelecer um protocolo de conservacéo in vitro para Vanilla planifolia Jacks. a partir
da dose de 3 mg L de ABA.

Com relacgédo a significancia da interagéo dos fatores para a variavel numero de
folhas senescentes, foi possivel o ajuste de modelo de equacao linear crescente e
com significado bioldgico apenas para M. pseudoglaziovii (Figura 2). O menor valor
estimado de 5,52 foi obtido na auséncia de ABA, observando-se que o niumero de

folnas senescentes foi se elevando a medida que as doses do inibidor foram
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aumentando, comprovando que o ABA promove a senescéncia, em vez da propria

abscisao foliar (Taiz; Zeiger, 2017).

e M. pseudoglaziovii y™ =5,856x + 5,522
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Figura 2. Numero de folhas senescentes de Manihot pseudoglaziovii em funcédo de
cinco concentracées de ABA (mg L), apds 150 dias de conservagao in vitro.

Na Figura 3 observa-se a significancia da interacao dos fatores para a variavel
massa seca de raizes (mg), sendo possivel o ajuste de modelo de equacéo linear
decrescente e com significado biol6gico para o BGM 0868 (Casca Fina), onde o maior
valor estimado de 69,70 mg foi obtido na auséncia de ABA e, apesar da massa seca
de raizes ter diminuido, conforme o aumento das concentra¢des do inibidor, na dose
maxima (1 mg L) ainda foi possivel registrar o valor estimado de 39,36 mg. Esse fato
pode estar associado ao efeito inibitério do acido abscisico no crescimento das raizes
em sistemas de cultivo in vitro (Pilet; Barlow, 1987). Nesse sentido, Kaminska et al.
(2016) afirmam que a adicao de ABA no meio de cultura reduziu significativamente o
enraizamento de Taraxacum pieninicum Pawl.

O contrario se observa com a espécie M. pseudoglaziovii, que apresentou um
modelo de equacéo linear crescente e maior valor estimado de 53,24 mg na dose de
1 mg L, indicando que a massa seca de raizes foi incorporada com o aumento das

concentracoes de ABA.
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Figura 3. Massa seca de raizes produzida pelo BGM 0868 (Casca Fina) e Manihot
pseudoglaziovii em fungdo de cinco concentracdes de ABA (mg L), apds 150 dias de

conservagao in vitro.

Em relacdo ao comportamento dos acessos em cada concentracédo de ABA
para o numero de folhas vivas (Tabela 3), observa-se que na auséncia de ABA e na
dose de 0,50 mg L' ndo houve diferencas significativas entre eles. No geral,
independentemente das concentracdes do acido abscisico, as espécies M. flabellifolia
e M. pseudoglaziovii foram responsaveis, respectivamente, pelas médias mais altas e
mais baixas na quantidade de folhas vivas. Em contrapartida, Cabrera et al. (2019)
afirmam que durante a conservacdo in vitro de Ipomoea batatas (L.) ndo houve

formacdo de folhas nas plantas cultivadas nos meios que continha ABA.
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Tabela 3. Valores médios do nimero de folhas vivas, nimero de folhas senescentes

e massa seca de raizes (mg) das plantas dos acessos BGM 0868 (Casca Fina),

Manihot chlorosticta, M. flabellifolia, M. pseudoglaziovii e M. tristis em fung&o das

concentracdes de ABA (mg L1), apds 150 dias de conservacgao in vitro.

Acido abscisico (mg L)

Acessos
0 0,25 0,50 0,75 1
Numero de folhas vivas
BGM 0868 3,33a 3,42 ab 4,00 a 6,80 a 582a
M. chlorosticta 3,80 a 2,78 ab 1,13 a 5,10 ab 2,71 ab
M. flabellifolia 6,88 a 4,92 a 4,44 a 4,45 ab 6,50 a
M. pseudoglaziovii 4,38 a 1,71b 3,00 a 1,87b 1,60b
M. tristis 6,33 a 509 a 4,00 a 4,83 ab 1,71b
Numero de folhas senescentes
BGM 0868 12,44b 10,58 bc 14,00 c 8,40 b 11,91 bc
M. chlorosticta 11,40 b 13,89 c 11,62 bc 12,90 b 13,29 c
M. flabellifolia 8,25 ab 7,92 bc 5,33 ab 3,36 a 6,20 b
M. pseudoglaziovii 7,37 ab 6,00 b 6,50 abc 9,38 b 13,00 c
M. tristis 4,55 a 2,00 a 2,55a 2,33a 171a
Massa seca de raizes (mg)
BGM 0868 67,94a 61,37a 61,32 a 39,02a 39,36 ab
M. chlorosticta 28,52 b 29,11 b 67,14 a 26,4 ab 37,9 ab
M. flabellifolia 27,28 b 24,72 b 18,82 c 9,11 b 14,82 bc
M. pseudoglaziovii 20,16 b 21,54 b 54,45 ab 38,83 a 51,43 a
M. tristis 13,78 b 16,64 b 26,52 c 17,03 ab 12,16 c

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey

a 5% de significancia.
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Conforme a Tabela 3, para a variavel numero de folhas senescentes, nota-se
gue o0 acesso M. tristis foi responsavel pelas médias mais baixas, sendo que na
concentragdo de 1 mg L' de ABA se obteve um valor de 1,71 diferindo
estatisticamente dos demais acessos. O contrario se observa para M. chlorosticta, que
alcancou a maior média de 13,89 na dose de 0,25 mg L* de ABA. A senescéncia foliar
€ um processo desfavoravel, pois, segundo Taiz; Zeiger (2017), além de provocar a
degradacédo dos conteudos celulares, também promove a destruicdo de algumas
organelas, ocasionando danos na energia potencial da planta.

Ainda na Tabela 3, para a variavel massa seca de raizes, médias superiores
foram observadas no BGM 0868 (Casca Fina), na auséncia e nas concentragdes de
0,25 e 0,75 mg L' de ABA. Médias elevadas também foram obtidas Para M.
Chlorosticta na concentragbes de 0,50 mg L' e para M. pseudoglaziovii, nas
concentracdes de 0,75 e 1 mg L de ABA. Os demais genétipos apresentaram médias
inferiores ou que néo diferiram estatisticamente destas. Sato et al. (2001) relatam que
o0 uso de ABA na micropropagacao de algumas espécies beneficia 0 processo de
formacdo de 6rgdos de reservas, enquanto Yamaguchi; Street (1977) afirmam que
esse inibidor favorece o desenvolvimento de raizes, especialmente em baixas
concentracbes. No entanto, neste trabalho, a adicdo de ABA néo refletiu em um
aumento substancial na massa seca de raizes.

De acordo com Kerbauy (2008), o acido abscisico atua bloqueando a acao de
auxinas e giberelinas, tornando-o bastante utilizavel na conservagdo in vitro de
espécies vegetais. Nesse cenario, as respostas dos genétipos de Manihot em relacéo
a adicao de ABA ao meio de cultura foram as mais diversas possiveis e essas
diferentes respostas morfogénicas durante a conservagado in vitro podem estar
relacionadas as caracteristicas genéticas dos genotipos utilizados nesse estudo.
Conclusédo semelhante foi observada por Arrigoni-Blank et al. (2014), pois, ao
conservarem diferentes genaotipos de batata-doce, constataram que a adicao de ABA
no meio de cultivo foi satisfatdria para alguns gendétipos, enquanto que em outros
provocou efeitos prejudiciais. Por sua vez, Sanghamitra et al. (2019) obtiveram
resultados satisfatorios na reducéo do crescimento de Dioscorea utilizando doses
mais elevadas (10 mg L) de ABA.

Sabendo-se que o ABA interfere em muitos aspectos do desenvolvimento da

planta, atuando como antagonista da agcédo dos promotores de crescimento (auxinas,
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citocininas e giberelinas), diante de todo o contexto, ao considerar que as citocininas
irdo estimular as divisdes celulares favorecendo o desenvolvimento da planta, neste
trabalho, o efeito do ABA se mostrou superior, bloqgueando a acéo das citocininas e
consequentemente inibindo o crescimento.

Dessa forma, Sato et al. (2001) afirmam que o efeito inibitério do acido
abscisico no crescimento e no desenvolvimento pode ser explorado para a
conservacao in vitro de germoplasma de mandioca, porém, para efetivar seu emprego,
€ necessario que mais estudos sejam realizados, haja vista que o ABA pode
incrementar processos estimulatérios nos niveis morfoldgicos, fisioldgicos, celulares
e moleculares (PARTHIER et al., 1992).

Considerando a importancia da manutencdo dos recursos genéticos e as
diferentes particularidades que as espécies silvestres apresentam, € necessario a
realizagdo de novos trabalhos testando as mesmas doses para acessos diferentes e
doses mais altas para os acessos ja em estudo, visando uma melhor definicdo da
atuacao desse inibidor no crescimento das plantas e assim facilitar a adequacéo dos

protocolos para cada espécie.

CONCLUSOES

A reducdo do crescimento das espécies M. pseudoglaziovii, M. tristis e M.
flabellifolia foi superior as demais espécies estudadas, considerando-se as variaveis
analisadas, durante o periodo de conservacao in vitro.

A adicdo do acido abscisico ndo promoveu o efeito esperado na reducédo do
crescimento das plantas de todos os acessos analisados, ndo sendo possivel

recomendar uma unica dose para a conservagao in vitro das espécies em estudo.
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PACLOBUTRAZOL NA CONSERVACAO IN VITRO DE ESPECIES SILVESTRES
DO GENERO Manihot

RESUMO: O crescimento minimo in vitro pode ser alcancado ao limitar o metabolismo
da planta com a adicdo de retardantes de crescimento no meio de cultura e assim
reduzir os subcultivos durante a preservacdo do germoplasma. Este trabalho teve
como objetivo avaliar a acdo do paclobutrazol em quatro acessos silvestres de
Manihot e um de mandioca (M. esculenta) com o intuito de aperfeicoar os protocolos
para manutencdo in vitro do germoplasma mediante o crescimento minimo. O
experimento foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos da Embrapa Mandioca
e Fruticultura, no delineamento inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 5 x 5,
sendo 5 doses de PBZ (0; 0,10; 0,20; 0,30 e 0,40 mg L) e 5 espécies de Manihot (M.
flabellifolia; M. pseudoglaziovii; M. tristis; M. caerulescens e M. esculenta), com 15
repeticbes. Como explantes foram utilizadas miniestacas com 1 cm de tamanho, cada
uma inoculada em 10 mL do meio MS 0,01 solidificado com Phytagel® (2,4 g LY),
contendo as doses de PBZ. Os tubos com essas miniestacas foram colocados em
sala de conservacdo de germoplasma com irradiancia de 20 pmol m= s, temperatura
de 22+1 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apds 150 dias, foram analisadas as variaveis
altura de planta (cm), numeros de folhas vivas e de folhas senescentes, nimero de
brotos e de miniestacas (com 1 cm), massas fresca e seca de parte aérea e de raizes
(mg). O PBZ provocou altera¢des morfofisioldgicas no crescimento e suas doses entre
0,10 mg Lt e 0,26 mg L* mostraram-se como as mais adequadas para a maioria dos
acessos. Os acessos estudados apresentaram comportamentos distintos, reforcando
a hipétese da dependéncia genotipica em relacdo a resposta individual de cada um
dos materiais quando mantidos in vitro, dificultando o estabelecimento de um Unico

protocolo para a conservacao de todos.

Palavras-chave: preservacédo de germoplasma, cultura de tecidos; mandioca.
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PACLOBUTRAZOL IN THE IN VITRO CONSERVATION OF WILD SPECIES OF
THE GENUS Manihot

ABSTRACT: Minimal in vitro growth can be achieved by limiting plant metabolism by
adding growth retardants to the culture medium and thus reducing subcultures during
germplasm preservation. This study aimed to evaluate the action of paclobutrazol in
four wild accessions of Manihot and one of cassava (M. esculenta) in order to improve
the protocols for in vitro maintenance of germplasm through minimal growth. The
experiment was carried out at the Laboratory of Tissue Culture of Embrapa Cassava
and Fruticulture, in a completely randomized design, in a 5 x 5 factorial scheme, with
5 doses of PBZ (0; 0.10; 0.20; 0.30 and 0 .40 mg L) and 5 species of Manihot (M.
flabellifolia; M. pseudoglaziovii; M. tristis; M. caerulescens and M. esculenta), with 15
replications. As explants, minicuttings with 1 cm in size were used, each one inoculated
in 10 ml of MS 0.01 medium solidified with Phytagel® (2.4 g L-1), containing the doses
of PBZ. The tubes with these minicuttings were placed in a germplasm conservation
room with an irradiance of 20 umol m=2 s, a temperature of 22+1 °C and a photoperiod
of 12 hours. After 150 days, the variables plant height (cm), number of live and
senescent leaves, number of shoots and mini-cuttings (with 1 cm), fresh and dry mass
of shoots and roots (mg) were analyzed. PBZ caused morphophysiological changes in
growth and its doses between 0.10 mg L and 0.26 mg L proved to be the most
suitable for most accessions. The accessions studied showed different behaviors,
reinforcing the hypothesis of genotypic dependence in relation to the individual
response of each of the materials when kept in vitro, making it difficult to establish a

single protocol for the conservation of all.

Keywords: germplasm preservation; tissue culture; cassava.
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INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), pertencente a familia Euphorbiaceae,
é cultivada mundialmente, principalmente nas regifes tropicais e subtropicais da
Africa, Asia e América Latina (KURIA et al., 2017), onde é uma cultura de grande
importancia alimentar devido ao alto consumo de suas raizes tuberosas, que sao ricas
em amido. Em 2020, a producdo mundial de mandioca foi acima de 302 milhdes de
toneladas, sendo a Nigéria, Republica Democrética do Congo, Tailandia, Gana,
Indonésia e Brasil (mais de 18 milh&es de toneladas) os principais paises produtores
(FAO, 2020). Suas raizes servem de alimento basico para milhdes de pessoas em
todo o mundo, possuindo de 30% a 35% de amido e quantidades consideraveis de
calcio e vitamina C. Seu amido é amplamente utilizado no preparo de bolos, tortas,
biscoitos, paes, polvilho, tapioca e entre outros produtos (RAJASEKHARAN;
SAHIJRAM, 2015), enquanto as folhas, ricas em proteinas, sdo empregadas na
alimentacéo animal e humana.

Por ser uma espécie de propagacéo vegetativa, muitos patégenos enddégenos
e sistémicos que estdo associados a virus, bactérias, fungos e fitoplasmas séo
transmitidos juntamente com o material de plantio utilizado nos préximos cultivos
(HOKANSON et al., 2016; THOMAS-SHARMA et al., 2017), o que implica na reducao
da producéo de raizes, afetando diretamente a qualidade das safras.

Nesse contexto, as espécies silvestres do género Manihot, que € 0 mesmo da
mandioca, possuem genes de resisténcia e tolerancia, que permite através de
cruzamentos, o desenvolvimento de variedades mais produtivas e menos susceptiveis
aos principais fatores bioticos e abidticos (NASSAR, 2006). Somando-se a isso, 0S
cruzamentos entre espécies silvestres e a cultivada sao realizados com o intuito de
aumentar a diversidade genética nos programas de melhoramento (SILVA et al.,
2018). Nesse cenéario e considerando-se também a preservacdo dos recursos
genéticos, nota-se a importancia e a necessidade de conservar essas espécies em
Bancos Ativos de Germoplasma (BAGS), a campo e in vitro.

Nesse sentido, técnicas de cultura de tecidos podem ser utilizadas em
associagdo com os sistemas classicos de propagacdo e de conservacdo de
germoplasma, com o intuito de superar limitacées que afetam a cultura da mandioca.

Entre os procedimentos utilizados in vitro para a conservagcdo de germoplasma, o
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método de crescimento minimo tem sido praticado com sucesso, baseando-se em
limitar o metabolismo da planta, que pode ocorrer com a adi¢do de retardantes de
crescimento no meio de cultivo.

Esses retardantes sdo compostos sintéticos que atuam restringindo o
alongamento do caule, sem provocar reacdes toxicas na planta (WITHERS;
WILLIAMS, 1998; ARRIGONI-BLANK et al., 2014). Nesse ambito, o PBZ é um
retardante de crescimento que ao ser absorvido pelas folhas, caules e raizes é
translocado através do xilema até os meristemas apicais de crescimento, ocorrendo a
inibicdo da biossintese das giberelinas. Essa inibicdo, consequentemente, ira reduzir
a divisdo e o alongamento celular, retardando o crescimento da planta sem causar
fitotoxidade (WITCHARD, 1997; SILVA et al., 2003; ZHENG et al., 2012
RADEMACHER, 2016).

Diante da importancia de se conservar a diversidade genética e considerando
a necessidade de preservar as espécies silvestres do género Manihot, assim como a
insuficiéncia de estudos envolvidos nesse processo, faz-se necessario o
desenvolvimento de estratégias para a conservacao in vitro desse germoplasma.
Dessa forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a acdo do paclobutrazol em
guatro acessos silvestres de Manihot e um de mandioca (M. esculenta) com o intuito
de aperfeicoar os protocolos para manutencao in vitro do germoplasma mediante o
crescimento minimo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no periodo de outubro de 2019 a marco de
2020 no Laboratorio de Cultura de Tecidos (LCT), do Nucleo de Biologia Avancada
(NBA), situado a Embrapa Mandioca e Fruticultura (CNPMF), localizada em Cruz das
Almas, Bahia. Neste estudo, foram utilizadas as espécies silvestres Manihot
flabellifolia Pohl, M. pseudoglaziovii Pax & Hoffman, M. tristis Mull. Arg, M.
caerulescens Pohl e o acesso BGM 0376 (Peri) de M. esculenta Crantz, pertencentes
as colecoes in vitro da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Para a obtencdo dos explantes, utilizou-se plantas previamente
micropropagadas, que, em camara de fluxo laminar, foram seccionadas para obtengéo
de miniestacas com aproximadamente 1 cm de comprimento, contendo pelo menos

uma gema. Em seguida, as miniestacas foram inoculadas em tubos de ensaio (2,5 cm
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x 15 cm) contendo 10 mL do meio de cultura Murashige & Skoog (1962) modificado
por SOUZA et al. (2008), suplementado com PBZ nas concentragées de 0 mg L%; 0,10
mg L*; 0,20 mg L?; 0,30 mg L e 0,40 mg L, solidificado com Phytagel® (2,4 g LY),
com pH ajustado para 5,8 e autoclavado por 20 min a 120 °C.

Empregou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado em
esquema fatorial 5 x 5, composto por cinco concentragcdes de PBZ e cinco acessos de
Manihot, com 15 repeti¢bes, em que cada parcela experimental foi constituida por um
explante (miniestaca) cultivado em um tubo de ensaio.

Posteriormente, os tubos de ensaio que continham os explantes foram
mantidos durante 150 dias em sala de conservacao de germoplasma com irradiancia
de 20 umol m2 s1, temperatura de 22+1 °C e fotoperiodo de 12 horas.

ApOs esse periodo, as plantas foram submetidas a avaliacdo das seguintes
variaveis: altura de planta (AP; cm), nimero de folhas vivas (NFV), numero de folhas
senescentes (NFS), numero de brotacdes (NB), nUmero de miniestacas com tamanho
de 1 cm (NME), massa fresca de parte aérea (MFPA; mg) e massa fresca de raizes
(MFR; mg). Depois dessa avaliacdo, o material vegetal foi identificado e mantido em
estufa com circulacdo de ar forcada e temperatura de 70 °C, e ap0s 48 horas, quando
0 peso ficou constante, determinou-se as massas secas de parte aérea (MSPA; mg)
e de raizes (MSR; mg).

ApoOs a avaliacdo, os dados obtidos foram submetidos ao teste F da anélise de
variancia. As médias dos acessos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade e para as médias das concentracdes de PBZ ajustou-se modelos de
regressao polinomial. Os valores das variaveis altura de planta, nimero de folhas
vivas, numero de folhas senescentes, numero de brotacdes e nUmero de miniestacas
foram transformados em (x+0,5), visando o atendimento das pressuposi¢bes da
analise de variancia. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2021).

RESULTADOS E DISCUSSAO
O cultivo in vitro dos acessos utilizados nesse estudo sobre a aplicagédo do

paclobutrazol (PBZ) originou plantas com diferencas significativas no crescimento.

Conforme a Tabela 1, por meio da andlise de variancia, nota-se que 0s acessos, da
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mesma maneira que as concentracoes de PBZ, como fatores isolados, influenciaram
de forma altamente significativa (p<0,01) para todas as varidveis analisadas, com
excecdo das massas fresca e seca de raizes no fator isolado acessos (p<0,05). Vale
ressaltar também a interacdo altamente significativa entre acessos x PBZ para quase

todas as variaveis, exceto para numero de brotos e massa seca de raizes.
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Tabela 1. Resumo da analise de variancia para as variaveis: altura de planta (AP; cm), numero de folhas vivas (NFV), nimero de
folhas senescentes (NFS), numero de brotagdes (NB), nUmero de miniestacas (NME), massas fresca (MFPA; mg) e seca de parte
aérea (MSPA; mg), massas fresca (MFR; mg) e seca de raizes (MSR; mg) dos acessos Manihot flabellifolia, M. pseudoglaziovii,
M. tristis, M. caerulescens e BGM 0376 (Peri) de M. esculenta, em fung¢éo de cinco concentracdes de paclobutrazol (PBZ; mg L-

1), apés 150 dias de conservacgéo in vitro.

FV GL AP NFV  NFS NB NME MFPA MSPA MFR MSR
PBZ 4 6,44" 445" 17,70 0,63" 6,19 314052,26™ 4807,93" 180007,75" 5735,36"
Acessos 4  23,36" 1,95 823" 074" 11,88" 395839,55" 5137,01" 85321,60° 753,93
PBZ * Acessos 15 3,32" 1,02  1,36" 0,16  1,74" 114035,22" 1051,75 102236,29" 406,11"
Residuo 143 0,79 0,44 0,46 0,11 0,40 41487,13 526,86  28912,17 240,13
Média 13,15 521 7,71 0,53 7,23 373,70 50,67 328,66 29,86
CV (%) 25,77 20,31 2547 36,30 24,41 54,40 45,30 51,74 51,90

ns = ndo significativo, ™ e * = significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F da ANAVA.
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Ainda de acordo com a Tabela 1, observa-se que os coeficientes de variagédo
(CV) variaram de 24,41% a 54,40% para as variaveis numero de miniestacas e massa
fresca de parte aérea, respectivamente. Apesar das condi¢bes de cultivo in vitro
(temperatura, luz e fotoperiodo) serem controladas nos experimentos realizados em
cultura de tecidos, geralmente os coeficientes obtidos sao elevados, pois cada variavel
é influenciada por fatores desconhecidos e ndo controlados em trabalhos dessa
natureza (WERNER et al., 2013). Nesse contexto, Sa et al. (2018) obtiveram valores
de CV’s oscilando entre 12,88% e 72,46% na multiplicagédo in vitro de espécies
silvestres de Manihot, enquanto Santos et al. (2021) conseguiram valores de CV’s que
variaram entre 12,70% e 30,06% também na multiplicacédo in vitro de espécies do
mesmo género.

Na Tabela 2 observa-se os valores médios das variaveis que, isoladamente,

apresentaram-se significativas para o fator acessos.

Tabela 2. Valores médios do numero de brotacées (NB), e massa seca de raizes
(MSR; mg) dos acessos Manihot flabellifolia, M. pseudoglaziovii, M. tristis, M.
caerulescens e BGM 0376 (Peri) de M. esculenta, em fun¢éo de cinco concentracdes

de paclobutrazol (PBZ; mg L1), apés 150 dias de conservacao in vitro.

Acessos NB MSR

M. flabellifolia 0,86 a 27,43 ab
M. pseudoglaziovii 0,66 ab 30,83 ab
M. tristis 0,14 bc 37,07 a
M. caerulescens 0,26 abc 34,58 a
BGM 0376 (Peri) 0,05¢ 22,44 b

Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Nota-se que para a variavel nimero de brotacdes apesar do BGM 0376 (Peri)
nao ter diferido estatisticamente dos acessos M. tristis e M. caerulescens, 0 mesmo,
apresentou a menor meédia quando comparado aos demais acessos.
Comportamento semelhante ocorreu com esse mesmo acesso (BGM 0376) na
variavel massa seca de raizes, mesmo nao diferindo estatisticamente dos acessos

M. flabellifolia, M. pseudoglaziovii.
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A biossintese de giberelinas é inibida pelo PBZ, pois mesmo ocorrendo
diviséo celular as novas células formadas ndo serdo capazes de sofrer alongamento
(INDRAYANTI et al., 2019). Considerando-se a analise da variavel altura de planta,
foi possivel obter um ajuste de modelo de 2° grau com significado biolégico apenas
para M. flabellifolia e M. pseudoglaziovii. Desta forma, observa-se que para M.
pseudoglaziovii a menor média (7,11 cm) foi obtida na dose estimada de 0,15 mg L-
1 de PBZ, indicando a eficiéncia do reagente na reducéo do crescimento das plantas
para esse acesso. Para a M. flabellifolia a menor média ocorreu na auséncia do PBZ,
havendo aumento da altura até a concentracdo de 0,26 mg L, onde obteve-se uma
altura méaxima estimada de 23,71 cm (Figura 1). Dessa maneira, 0 PBZ provocou
efeito contrario, assim, é importante considerar a necessidade dos estudos com
diferentes acessos silvestres, em funcéo das variagdes principalmente genéticas que

ocorrem entre eles, como se observa para esses dois acessos.

M. flabellifolia y'=-173,36x2 + 88,773x + 12,347; R2 = 0,9512
® M. pseudoglaziovii §™ =223,07x2 - 69,019x + 12,451; R2 = 0,9988
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Figura 1. Altura de planta (cm) para Manihot flabellifolia e M. pseudoglaziovii em
funcdo de cinco concentracdes de PBZ (mg L), apds 150 dias de conservacéo in
vitro.
Nesse contexto, além da associacdo do PBZ com a inibicdo da sintese de

giberelina, Te-chato et al. (2009) afirmam que o modo de atuacéo do paclobutrazol
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pode estar relacionado com a diminuigdo na taxa de transpiracdo, altura da planta,
biomassa e area foliar.

Com relacdo ao numero de folhas vivas, para o BGM 0376 (Peri) e 0 acesso
M. caerulescens foram ajustados modelos de equacao linear decrescente, onde,
respectivamente, os valores estimados de 9,81 e 7,51 foram obtidos na auséncia de
PBZ (Figura 2), indicando que a quantidade de folhas foi reduzida conforme o
aumento das doses utilizadas. Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados
por Canto et al. (2004), que também observaram o maior numero de folhas verdes

na auséncia de PBZ em estudo com o abacaxizeiro.

*BGM 0376 y" =-16,57x + 9,809; R2=0,9757
M. caerulescens ¥ =-9,14x+7,512; R2=0,5281
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Figura 2. Numero de folhas vivas em plantas do BGM 0376 (Peri) e de Manihot
caerulescens em fungéo de cinco concentracdes de PBZ (mg L), apés 150 dias de
conservagao in vitro.

De acordo com a Figura 3, para a variavel nimero de folhas senescentes
observa-se um ajuste de equagéo de 2° grau para o acesso M. flabellifolia, com o
maior valor estimado de 13,47 obtido na concentracdo de 0,31 mg L' de PBZ,
enquanto que para a M. pseudoglaziovii 0 ajuste de modelo de 1° grau crescente
evidenciou gque a quantidade de folhas senescentes aumentou a medida que as
doses foram incrementadas, com o menor valor estimado de 2,32 ocorrendo na

auséncia de PBZ. Nesse contexto, Wu et al. (2019) relatam que doses mais altas de
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PBZ podem estar diretamente relacionadas com a senescéncia progressiva nas

plantas.

e M. flabellifolia ¥~ =-75,571x? + 46,629x + 6,2766; R2 = 0,5827
o M. pseudoglaziovii ¥~ =21,46x + 2,318; R2=0,5700

16,00

14,00 e :

1200 ey

10,00 .
8.00 i
6,00 o
4,00 * °
2,00

0,00
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40

Paclobutrazol (mg L)

.

es®
.o’
.ot
.o
.
ot
.
o

Numero de folhas senescentes

Figura 3. Numero de folhas senescentes em plantas de Manihot flabellifolia e M.
pseudoglaziovii em funcéo de cinco concentracdes de PBZ (mg L), apds 150 dias

de conservagao in vitro.

Para a variavel nimero de miniestacas, nota-se que a maior média para M.
flabellifolia ocorreu na dose de 0,24 mg L* de PBZ, com um valor maximo estimado
de 13,22, enquanto a concentracdo de 0,15 mg L proporcionou um valor minimo
estimado de 3,74 para o acesso M. pseudoglaziovii, que foi a menor média estimada
(Figura 4). Portanto, com a média do niumero de miniestacas observada nesses
acessos, provavelmente, pode-se garantir a preservacdo adequada e uma
multiplicacéo eficiente apos a etapa de manutencéo, ao utilizar essas concentracdes
de PBZ.
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e M. flabellifolia §™ =-102,71x? + 48,826x + 7,4177; R2 = 0,5376
© M. pseudoglaziovii ¥y =101x? - 30,78x + 6,086; R2=0,7815
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Figura 4. Niomero de miniestacas para os acessos Manihot flabellifolia e M.
pseudoglaziovii em funcéo de cinco concentracées de PBZ (mg L), apés 150 dias

de conservacao in vitro.

Na Figura 5, observa-se que para a variavel massa fresca de parte aérea foi
possivel um ajuste de modelo de 2° grau com significado biolégico para M.
flabellifolia, onde o valor estimado de 687,30 mg foi obtido na dose 6tima de 0,21 mg
Lt de PBZ, onde tem-se a maior média. Além disso, conforme o modelo linear
apresentado na Figura 5, a dose de 0,40 mg L' de PBZ proporcionou um valor
estimado de 417,40 mg para M. pseudoglaziovii, indicando que a massa fresca de
parte aérea para essa espécie foi incrementada conforme o aumento das doses de
PBZ.
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M. flabelifollia  y™ = -8715,8x2 + 3625,3x + 310,32; R2 = 0,9021
® M. pseudoglaziovii  §* = 499,14x + 217,74; R2 = 0,8417
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Figura 5. Massa fresca de parte aérea (mg) para os acessos Manihot flabellifolia e
M. pseudoglaziovii em funcdo de cinco concentracdes de PBZ (mg L), apés 150

dias de conservagéo in vitro.

Nota-se que a interacdo dos fatores também foi significativa para a variavel
massa seca de parte aérea (mg) (Figura 6), onde o maior valor estimado de 83,71
mg foi obtido na dose de 0,23 mg L de PBZ, para 0 acesso M. tristis, enquanto 0s
acessos M. flabelifollia e M. pseudoglaziovii apresentaram valores de 75,41 mg e
61,41 mg respectivamente, na dose de 0,40 mg L de PBZ, havendo aumento da
massa seca com o acréscimo das concentracdes de PBZ. Nesse contexto, apesar
das concentracgfes ideais de PBZ variarem de acordo com a espécie, esse resultado
€ contrastante com os encontrados por Silva et al. (2019), que, ao avaliarem a massa
seca de parte aérea na conservagao in vitro de Poincianella pyramidalis, obtiveram

a maior média de 131,35 mg na auséncia desse regulador.
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M. flabelifollia ¥7=63,54x + 49,99; R? = 0,691
* M. pseudoglaziovii "= 81,65x + 28,748; R? = 0,7568
® M. tristis §" = -792,64x2 + 366,15x + 41,429; R2 = 0,5022
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Figura 6. Massa seca de parte aérea (mg) para as espécies Manihot flabellifolia, M.
pseudoglaziovii e M. tristis em funcéo de cinco concentragcées de PBZ (mg L™?), apds

150 dias de conservagao in vitro.

Em se tratando da variavel massa fresca de raizes, foi possivel o ajuste de
modelo de 2° grau apenas para o BGM 0376 (Peri), com valor minimo estimado de
76,31 mg alcancado na concentragdo de 0,21 mg L de PBZ (Figura 7). Por outro
lado, para as espécies M. flabellifolia e M. pseudoglaziovii foram ajustados modelos
de 1° grau crescente, mostrando que o incremento gradual das doses de PBZ
favoreceu o aumento da massa fresca de raizes das plantas; os valores maximos
estimados de 434,11 mg e 461,11 mg foram obtidos na dose de 0,40 mg L* de PBZ
(Figura 7). Nota-se, portanto, que para essa variavel o incremento gradual das
concentracdes do inibidor foi favoravel, o que esta condizente com as afirmacdes de
Negi et al. (2017) e Te-chato et al. (2009) de que a acdo do PBZ tem sido associada
com o espessamento das raizes, indicando, inclusive, que a planta pode possuir

mecanismos adaptativos para as condi¢des ex vitro.
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Figura 7. Massa fresca de raizes (mg) de plantas do BGM 0376 (Peri) e das espécies
Manihot flabellifolia e M. pseudoglaziovii em funcao de cinco concentracdes de PBZ

(mg L1), ap6s 150 dias de conservacéo in vitro.

Para a variavel massa seca de raizes a interacdo entre os fatores néao foi
significativa, porém, a partir do valor estimado obtido através da equacao polinomial
para o fator isolado, a dose de 0,10 mg L'* de PBZ proporcionou um valor minimo
estimado de 21,11 mg (Figura 8). No entanto, pode-se observar que apés a
concentracdo de 0,10 mg L* de PBZ, houve um aumento progressivo da massa seca
de raizes até as doses mais altas do regulador PBZ. Novamente, esse fato pode ter
ocorrido devido a acdo do PBZ também estar associada ao espessamento radicular,

0 que pode ter aumentado consideravelmente o valor desta variavel.



64

> 60,00 y"=305,21x2 - 63,196x + 24,384
_ .

\E/ 50,00 Rz = 0,6562 )

8 K

N 40,00

© .

2 30,00 . . e

o T T

8 20’00 @ TTteeeeesseeseeninneet P

(7]

@

@ 10,00

@

= 0,00

0,00 0,10 0,20 0,30 0,40

Paclobutrazol (mg L)

Figura 8. Massa seca de raizes (mg) dos acessos de Manihot em funcéo de cinco
concentracdes de PBZ (mg L1), apés 150 dias de conservacao in vitro.

Na Tabela 2 pode-se observar o comportamento das espécies em cada
concentracdo de PBZ para as variaveis que foram significativas. Os resultados
gerados neste estudo apontam para o bom desenvolvimento e vigor das plantas.
Para a altura de planta observa-se, considerando-se cada genoétipo, que na
concentracéo de 0,10 mg L' o BGM 0376 (4,83 cm), M. caerulescens (8,63 cm) e
M. pseudoglaziovii (7,50 cm) estatisticamente ndo diferem entre si, apresentando as
menores médias. Na dose de 0,20 mg L as menores médias foram observadas nas
espécies M. pseudoglaziovii e M. tristis (7,76 cm; 16,65 cm) e nas concentracdes de
0,30mgL'e0,40 mgL?*oBGM 0376, M. caerulescens e M. tristis. Esses resultados
reforcam a afirmativa de D’Aréde et al. (2017), em que a reducéo de parte aérea
pode estar relacionada com as alteracbes hormonais provocadas pelo PBZ,
caracterizadas pela inibicdo da sintese de giberelinas, aumentando a quantidade de

acido abscisico e de citocininas nas células.
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Tabela 2. Valores médios de altura de planta (cm), numero de folhas vivas, nimero de
folhas senescentes, nimero de miniestacas, massa seca de parte aérea (mg) e massas
fresca e seca de raizes (mg) das plantas dos acessos BGM 0376 (Peri), M. caerulescens,
M. flabellifolia, M. pseudoglaziovii e M. tristis em funcéo das concentracfes de PBZ (mg

L-1), ap6s 150 dias de conservacéo in vitro.

Paclobutrazol (mg L)

Acesso
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40
Altura de planta (cm)
BGM 0376 6,73 ab 4,83 c - 2,30 c 7,00 b
M. caerulescens 3,30 b 8,63 bc 18,68 a 3,84 c 12,24 ab
M. flabellifolia 11,67 ab 21,08 a 22,46 a 22,73 a 20,56 a
M. pseudoglaziovii 12,56 a 7,50 bc 7,76 b 11,85b 20,49 a
M. tristis 8,74ab 14,10 ab 16,65ab 6,27 bc 17,12 ab
Numero de folhas vivas
BGM 0376 10,00 a 8,11a - 4,20 a 3,67 a
M. caerulescens 6,50 a 7,28 a 7,50 ab 3,14 a 4,00 a
M. flabellifolia 5,15a 4,69 ab 9,00 ab 1,87 a 3,00 a
M. pseudoglaziovii 6,86 a 3,00 b 550b 3,90 a 525a
M. tristis 8,60 a 6,33 ab 14,50 a 4,67 a 4,20 a
Numero de folhas senescentes
BGM 0376 0,67 ab 5,89 a - 2,60 a 7,33 a
M. caerulescens 0,50 a 9,57ab 10,50 ab 2,71 a 8,80 a
M. flabellifolia 4,62 b 13,69 b 12,00 b 10,73 b 14,30 a
M. pseudoglaziovii 1,57 ab 8,00 ab 4,38 a 5,60 a 13,50 a
M. tristis 1,20 ab 11,33ab 7,50 ab 2,83 a 10,40 a
Numero de miniestacas
BGM 0376 3,00 a 3,33 ¢ - 1,00 b 4,33 b
M. caerulescens 1,50 a 6,14 bc 11,25a 1,71b 7,40 ab
M. flabellifolia 6,15 a 13,69 a 13,43a 9,93a 11,90 a
M. pseudoglaziovii 528 a 562c 400b 430D 10,75 a
M. tristis 4,00 a 11,67 ab 9,50 a 3,17 b 10,20 a
Massa fresca de parte aérea (mg)

BGM 0376 230,40a 302,18b - 94,32 b 146,00 a
M. caerulescens 160,82 a 414,08ab 580,85ab 157,31b 258,30 a
M. flabellifolia 309,10a 564,22ab 75853a 539,27 a 391,07 a
M. pseudoglaziovii 244,20a 264,14b 287, 75b 331,80 ab 459,94 a
M. tristis 250,90a 64547a 82500a 242,48Db 349,68 a

Massa seca de parte aérea (mgQ)

BGM 0376 30,33a 37,27Db - 11,48 c 30,23 b
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M. caerulescens 21,37a 57,03ab 74,50 ab 20,23 bc 55,24 ab
M. flabellifolia 4393a 61,0lab 71,29 ab 62,11 a 75,15 a

M. pseudoglaziovii 3530a 27,61b 49,16b 46,78 ab 66,54 ab
M. tristis 3522a 77,87a 96,95a 53,52 a 71,94 a

Massa fresca de raizes (mg)

BGM 0376 321,83a 236,54a - 42,60 c 329,13 a
M. caerulescens 190,90a 432,86a 423,83ab 104,64c 498,92 a
M. flabellifolia 159,46 a 336,68a 234,04b 482,41 a 377,05a
M. pseudoglaziovii 158,50a 359,90a 381,30ab 414,59 ab 422,85 a
M. tristis 379,63a 399,43 a 600,65a 196,70 bc 487,74 a

- Nao houve desenvolvimento de plantas. Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Em relagdo ao numero de folhas vivas (Tabela 2), na auséncia e nas
concentracbes de 0,30 mg L e 0,40 mg L%, ndo houve diferencas estatisticas entre
0s acessos. Entretanto, os acessos M. tristis, M. flabellifolia, M. caerulescens e o BGM
0376 apresentaram estatisticamente as maiores médias ndo diferindo entre si na
concentragdo de 0,10 mg L?, com 0,20 mg L' esses mesmos acessos, foram
responsaveis pelas maiores médias, exceto o BGM 0376.

De modo geral, para o namero de folhas senescentes é possivel constatar que
na auséncia e nas concentracdes de 0,10 mg L%, 0,20 mg L*e 0,30 mg L%, todos os
acessos exceto M. flabellifolia apresentaram as menores médias, nao diferindo entre
si. Na dose de 0,40 mg L* de PBZ nédo houve diferencas estatisticas entre os acessos
(Tabela 2). E importante salientar que o estadio fisioldgico da planta é um indicador
que pode colaborar na determinacdo do momento exato da realizagdo de um novo
subcultivo.

Os dados apresentados anteriormente sdo contrastantes aos resultados
encontrados por Silva et al. (2019), que ao utilizarem o PBZ na conservacgao in vitro
de Poincianella pyramidalis n&o verificaram influéncia significativa no comprimento da
parte aérea, no numero de folhas senescentes e no tamanho da maior raiz. Além
disso, Siqueira et al. (2008) nao observaram alteragdo no nimero meédio de folhas do
limoeiro ‘Volkameriano’ (Citrus volkameriana Pasq.), com o uso de PBZ.

Considerando que o niumero de miniestacas esta diretamente relacionado com
a regeneracdo das plantas, a concentracdo de 0,20 mg L?! de PBZ é bastante
promissora para M. flabellifolia (13,43), M. caerulescens (11,25), e M. tristis (9,50) que

estatisticamamente apresentaram as maiores médias, uma vez que estes acessos
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também apresentaram bons resultados no nimero de folhas vivas na dose citada.
Considerando as especificidades de cada gendétipo € possivel perceber a partir dos
resultados alcancados a influéncia genética sobre o processo propagativo, o que
resultou em diferencas significativas entre os acessos. Novamente, a concentracao
de 0,20 mg L de PBZ proporcionou os maiores valores de massa fresca de parte
aérea (mg) para M. caerulescens (580,85), M. flabellifolia (758,53) e M. tristis (825,00),
0 mesmo observa-se na concentragdo de 0,10 mg L.

Ainda em relacéo a Tabela 2, para a variavel massa seca de parte aérea pode-
se observar que as espécies M. caerulescens, M. flabellifolia e M. tristis, foram
estatisticamente superiores e apresentaram as maiores médias nas concentracdes de
0,10 mg Lt e 0,20 mg L. Com relacédo a massa fresca de raizes, na auséncia e nas
concentracbes de 0,10 mg L e 0,40 mg L%, ndo houve diferencas estatisticas entre
0S acessos. Entretanto, as espécies M. caerulescens, M. pseudoglaziovii e M. tristis,
foram estatisticamente superiores aos demais acessos na concentracao de 0,20 mg
L1 de PBZ. Dessa forma, Righeto et al. (2012) afirmam que o meio MS suplementado
com PBZ favoreceu o desenvolvimento e vigor do sistema radicular das espécies de
orquideas Cattleya labiata Lindley e C. eldorado Linden cultivadas in vitro.

Mesmo com a variacdo dos resultados referentes a concentracdo ideal de
paclobutrazol, ao se analisar as varidveis em conjunto, pode-se observar que a
concentracdes de 0,10 e 0,20 mg L™ de paclobutrazol séo bastante promissoras, pois,
proporcionaram bons resultados. Dessa forma, Sa et al. (2021) também obteve
resultados sastisfatorios com as doses citadas anteriormente de PBZ, na conservagao
in vitro das espécies M. pseudoglaziovii e M. violacea. Apesar do BGM 0376 (Peri)
nado ter apresentado formacao de plantas para a dose de 0,20 mg L, esse resultado
nao compromete o objetivo principal do trabalho, uma vez que, por se tratar de um

acesso de M. esculenta, o mesmo foi utilizado para um efeito comparativo.

CONCLUSOES

Na conservacdo in vitro dos acessos silvestres, as doses entre 0,10 mg L e
0,26 mg L! de PBZ foram as mais adequadas para a maioria dos acessos.
Os acessos estudados apresentaram comportamentos distintos, reforcando a

hipotese da dependéncia genotipica em relagéo a resposta individual de cada um dos
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materiais quando mantidos in vitro, dificultando o estabelecimento de um udnico

protocolo para a conservagao de todos.
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NITRATO DE PRATA NA CONSERVACAO IN VITRO DE ESPECIES SILVESTRES
DO GENERO Manihot

RESUMO: O emprego do nitrato de prata na conservacao de germoplasma se faz
importante devido ao seu efeito inibitério sobre a acdo do gas etileno, que se forma
nos recipientes utilizados durante o cultivo in vitro e que pode provocar respostas
negativas no desenvolvimento dos explantes e das plantas em si. Diante disso, este
trabalho teve como objetivo avaliar a agéo de diferentes concentragcdes de nitrato de
prata (AgNO3) em quatro acessos silvestres de Manihot e um acesso de mandioca (M.
esculenta Crantz), com o intuito de aperfeicoar as metodologias para conservacao in
vitro dessas espécies. O experimento foi realizado no Laboratorio de Cultura de
Tecidos da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em delineamento inteiramente ao
acaso, em esquema fatorial 6 [doses de AgNOs (0,0 mg L*;2,5mgL?;50mgL?; 7,5
mg L, 10,0 mg Lt e 12,5 mg L1)] x 5 [acessos de Manihot (M. pseudoglaziovii, M.
flabellifolia, M. caerulescens, M. chlorosticta e a cultivar BGM 540 de M. esculenta)],
com 15 repeti¢cbes. Utilizou-se, como explantes, miniestacas com 1 cm de tamanho,
cada uma inoculada em 10 mL do meio MS 0,01 solidificado com Phytagel® (2,4 g L-
1), contendo as doses de AgNOs. Os tubos com os explantes foram mantidos em sala
de conservacéo de germoplasma sob irradiancia de 20 pmol m? s, temperatura de
22+1 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apds 180 dias, foram analisadas as variaveis altura
de planta (cm), nimero de folhas vivas, numero de folhas senescentes, nUmero de
miniestacas (com 1 cm), massas fresca e seca de parte aérea (mg) e massas fresca
e seca de raizes (mg). As plantas suplementadas com nitrato de prata apresentaram
menores meédias para altura, sem causar prejuizos nas demais variaveis. Além disso,
as doses entre 7,28 mg L e 8,86 mg L* de AgNOs foram as mais adequadas para a
maioria dos acessos por terem proporcionado os melhores resultados no periodo de

180 dias de conservacao in vitro.

Palavras-chave: biotecnologia vegetal; AgQNOs; crescimento minimo.
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SILVER NITRATE IN THE IN VITRO CONSERVATION OF WILD SPECIES OF THE
GENUS Manihot

ABSTRACT: The use of silver nitrate in germplasm conservation is important due to
its inhibitory effect on the action of ethylene gas, which is formed in containers used
during in vitro cultivation and which can cause negative responses in the development
of explants and plants in yes. Therefore, this study aimed to evaluate the action of
different concentrations of silver nitrate (AgNO3) in four wild accessions of Manihot and
one accession of cassava (M. esculenta Crantz), in order to improve the
methodologies for in vitro conservation of these species. The experiment was carried
out at the Laboratory of Tissue Culture of Embrapa Cassava and Fruits, in a completely
randomized design, in a 6 factorial scheme [AgNOs doses (0.0 mg L%; 2.5 mg Lt; 5.0
mg Lt 7.5 mg L%, 10.0 mg L and 12.5 mg L1)] x 5 [Manihot accessions (M.
pseudoglaziovii, M. flabellifolia, M. caerulescens, M chlorosticta and the cultivar BGM
540 of M. esculenta)], with 15 replications. Minicuttings measuring 1 cm in size were
used as explants, each one inoculated in 10 mL of 0.01 MS medium solidified with
Phytagel® (2.4 g L), containing the doses of AgNOs. The tubes with the explants were
kept in a germplasm conservation room under an irradiance of 20 umol m2 s, a
temperature of 22+1 °C and a photoperiod of 12 hours. After 180 days, the variables
plant height (cm), number of live leaves, number of senescent leaves, number of mini-
cuttings (with 1 cm), fresh and dry mass of aerial part (mg) and fresh and dry mass of
roots (mg). The plants supplemented with silver nitrate had lower averages for height,
without causing damage to the other variables. In addition, doses between 7.28 mg L-
1 and 8.86 mg L' of AgNOs were the most suitable for most accessions as they

provided the best results in the period of 180 days of in vitro conservation.

Keywords: plant biotechnology; AgNOs; minimal growth.
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INTRODUCAO

O género Manihot é nativo das regifes tropicais e esta entre os mais
importantes dentro da familia Euphorbiaceae. A diversidade genética das espécies
silvestres desse género existentes no Brasil constitui uma ampla base para os
programas de melhoramento da espécie cultivada (M. esculenta Crantz), por
apresentar genes de resisténcia e tolerancia a alguns fatores bioticos e abioticos
(NASSAR, 2006; ALBUQUERQUE et al., 2009; SIQUEIRA et al., 2010). Segundo
Cordeiro et al. (2015), sao reconhecidas aproximadamente 80 espécies de Manihot,
sendo 20 de ocorréncia no estado da Bahia. Porém, alguns autores citam que pelo
menos 20 espécies de aproximadamente 80 existentes no Pais, sdo consideradas
ameacadas devido a alguns fatores como a perda e fragmentacdo de habitats,
intempéries climaticas, modificagbes ambientais e acdes antropicas (ALLEM, 2002;
NASSAR et al., 2008; GIANNINI et al., 2012).

Essas ameacas crescentes salientam a necessidade de medidas que atentem
para a conservacao dessas espécies, que pode ser mediante Bancos Ativos de
Germoplasma (BAG). A conservacao de germoplasma em campo é amplamente
utilizada, porém, alguns autores salientam que plantas mantidas em campo estao
expostas a perdas por diversos fatores bibticos e abibticos, ocasionando também
diminuicdo de parte da variabilidade existente, além de ser uma alternativa mais
onerosa (BRISON et al., 1995; EIRA, 2001; VIEIRA, 2013).

Dessa forma, a conservacao in vitro é bastante utilizada na preservacao de
espécies, principalmente de propagacdo vegetativa, sendo que no caso do
germoplasma de M. esculenta essa técnica é fundamental, uma vez que o protocolo
para sua conservacao in vitro encontra-se bem definido. Além disso, esse tipo de
conservacgao, quando bem adaptado ao sistema de propagacéao da planta, favorece a
manutencdo de uma copia genética, assegurando suas caracteristicas apos o periodo
de armazenamento e reduzindo a possibilidade de perdas de acessos, pois permite
manter um maior numero de individuos ocupando uma estreita area (SANTOS et al.,
2011).

Entretanto, Barrueto Cid e Carvalho (2008) relatam que a manutencdo de

colecbes de germoplasma de mandioca empregando técnicas convencionais in vitro
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€ bastante laboriosa devido a alta frequéncia de subcultivos realizados a cada 60 ou
70 dias, dependendo do acesso.

Nesse caso, a conservacao in vitro pode ser efetuada por meio de alteracdes
realizadas no ambiente e no meio de cultivo, com o intuito de reduzir ou suprimir
totalmente o crescimento de células, tecidos e 6rgdos (WITHERS; WILLIAMS, 1998).
Consequentemente, tais alteracdes irdo favorecer o prolongamento do intervalo entre
os subcultivos (ROCA et al., 1991), diminuindo, entdo, 0 espaco necessario para a
manutencao das plantas, a mao de obra e 0s custos durante a conservacao, além de
permitir 0 acesso imediato a todo o germoplasma da colecéo.

Nessas circunstancias, a vedacao do recipiente de cultivo utilizado durante o
desenvolvimento das plantas in vitro estimula a formacgéo e o acumulo do etileno, gas
gue em grandes concentracdes induz a abscisdo foliar, afeta o crescimento, a
diferenciacéo e provoca o envelhecimento das plantas in vitro (HA et al., 2020). Assim,
ao provocar diferentes respostas de acordo com a espécie, o etileno se constitui no
principal gas envolvido no sistema de cultivo.

Segundo Donini et al. (2011), a formacao do etileno durante o cultivo in vitro
afeta diretamente o explante, que responde de forma positiva ou negativa. Dessa
forma, vérios trabalhos demonstram a atuacé@o desse gas sobre as plantas (ADKINS
et al., 1993; AGARWAL; BHOJWANI, 1993; NISSEN, 1994). Segundo Pasqual et al.
(2002), alguns estudos relacionados com a inibicdo do etileno tém sido realizados
devido a acdo negativa desse gas nas espécies cultivadas in vitro. Entre eles, pode-
se destacar o uso do nitrato de prata (AgNOs), que atua inibindo a acéo do etileno e,
além disso, pode promover a proliferacao de calos e a embriogénese somatica (AL-
KHAYRI; AL-BAHRANY, 2001).

Apesar dos métodos de conservacéao in vitro para M. esculenta serem bem
estabelecidos, as espécies silvestres desse mesmo género apresentam diferentes
respostas morfofisiolégicas in vitro, que variam a depender da espécie. Assim,
justifica-se a necessidade de estudos direcionados ao aperfeicoamento de protocolos
apropriados para um maior niumero de espécies silvestres do género. Nesse sentido,
considerando a agdo negativa que o etileno pode causar no cultivo in vitro e a
capacidade que o nitrato de prata possui em atuar como um inibidor desse gas, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo de diferentes concentracbes de nitrato de

prata (AgNOs3) em quatro acessos silvestres de Manihot e um acesso de mandioca (M.
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esculenta Crantz), com o intuito de aperfeicoar as metodologias para conservacao in

vitro dessas espécies.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi instalado no Laboratério de Cultura de Tecidos (LCT) do
Nucleo de Biologia Avancada (NBA), situado a Embrapa Mandioca e Fruticultura
(CNPMF), localizada em Cruz das Almas, Bahia. Nesse estudo, foram utilizados os
seguintes acessos: Manihot pseudoglaziovii Pax & Hoffman, M. flabellifolia Pohl, M.
tristis MUll. Arg. e M. chlorosticta Standl, e 0 acesso BGM 0540 (Guatiru) de M.
esculenta, pertencentes a colec¢éao in vitro da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Para o estabelecimento do protocolo de conservacgéo in vitro dos acessos
silvestres de Manihot, foram utilizadas plantas previamente micropropagadas. Em
camara de fluxo laminar, essas plantas foram seccionadas para obtencdo de
miniestacas com aproximadamente 1 cm de comprimento, contendo pelo menos uma
gema. Em seguida, as miniestacas foram inoculadas em tubos de ensaio (2,5 cm x 15
cm) contendo 10 mL do meio de cultura Murashige & Skoog (1962) modificado por
SOUZA et al. (2008), acrescentado das seguintes concentracdes de AgNOs: 0,0 mg
LY, 25 mg L1 50mg LY 7,5 mg L? 10,0 mg Lt e 12,5 mg L, solidificado com
Phytagel® (2,4 g L), pH ajustado para 5,8 e autoclavado por 20 min a 120 °C. Os
tubos de ensaio com os explantes foram mantidos durante 180 dias em sala de
conservacado com irradiancia de 20 umol m= s, temperatura de 22+1 °C e fotoperiodo
de 12 horas.

ApoOs o periodo de manutencao, as plantas foram submetidas a avaliacdo das
seguintes variaveis: altura de planta (AP; cm), nimero de folhas vivas (NFV), nimero
de folhas senescentes (NFS), niumero de miniestacas com tamanho de 1 cm (NME),
massas frescas de parte aérea (MFPA; mg) e de raizes (MFR; mg). Depois disso, todo
0 material vegetal foi identificado e mantido em estufa com circulacao de ar forcada e
temperatura de 70 °C até alcangar peso constante para, entdo, determinar as massas
secas de parte aérea (MSPA; mg) e de raizes (MSR; mg).

Empregou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado no
esquema fatorial 5 x 6, sendo 5 acessos (1 acesso de mandioca e 4 acessos silvestres

de Manihot) e 6 concentracdes de AgNOs, contendo 15 repeti¢cbes por tratamento,
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sendo cada repeti¢do constituida por um explante (miniestaca) cultivado em um tubo
de ensaio.

Apos a realizacdo da avaliacdo, os dados obtidos foram submetidos ao teste F
da analise de variancia. As médias dos acessos foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade e para as médias das concentracdes de AgNOs3 foram
ajustados modelos de regressao polinomial. Os valores das variaveis altura de planta,
namero de folhas vivas, numero de folhas senescentes, e nUmero de miniestacas
foram transformados em V(x+0,5), visando o atendimento das pressuposicdes da
andlise de variancia. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o

software R (R Development Core Team, 2021).

RESULTADOS E DISCUSSOES

De acordo com a Tabela 1, aos 180 dias de cultivo in vitro dos diferentes
acessos de Manihot, houve variagéo altamente significativa (p<0,01) dentro do fator
AgNOs para todas as variaveis analisadas. Porém, para o numero de folhas vivas, ndo
foi possivel um ajuste de equacdo com significado biolégico. Observou-se que em
relacdo aos acessos e na interacao entre os fatores analisados as respostas também
foram altamente significativas (p<0,01) para todas as variaveis, com excecdo do

numero de folhas vivas.



Tabela 1. Resumo da analise de variancia para as variaveis: altura de planta (AP; cm), numero de folhas vivas (NFV), nUmero de
folhas senescentes (NFS), numero de miniestacas (NME), massas fresca (MFPA; mg) e seca de parte aérea (MSPA; mg), massas
fresca (MFR; mg) e seca de raizes (MSR; mg) dos acessos Manihot pseudoglaziovii, M. flabellifolia, M. tristis, M. chlorosticta, e a

cultivar BGM 0540 de M. esculenta, em fungdo de cinco concentracdes de nitrato de prata (AgNOz; mg L?), apés 180 dias de

conservacao in vitro.

FV GL AP NFV NFS NME MFPA MSPA MFR MSR
AgNOs3 4 21,06™ 0,94" 6,08 6,83" 627,96 87,04  378,25" 30,31™
Acessos 4 1,477 0,12ms 555" 0,84" 63,31™ 5,05 206,94™ 21,49™
AgNOs*Acessos 20 0,55 0,24" 0,77  0,27" 13,50" 1,977 26,46™ 3,01"
Residuo 395 0,11 0,16 0,18 0,07 4,24 0,69 6,97 0,65
CV% 18,02 23,31 27,19 17,53 24,94 26,6 31,01 27,68
Média 3,27 2,58 2,34 2,06 80,3 11,11 87,68 9,44

ns ndo significativo, ™ e " significativo ao nivel de 1% e 5 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F da ANAVA.



Verificou-se que os coeficientes de variagdo (CVs) variaram de 17,53% a
31,01% para as varidveis numero de miniestacas e massa fresca de raizes,
respectivamente (Tabela 1). Essa variacdo pode ser explicada devido a grande
variabilidade genética existente dentro do género Manihot e, além disso, nos trabalhos
realizados em cultura de tecidos os coeficientes costumam ser elevados. Dessa
forma, Sa et al. (2021) encontrou valores de CV'’s variando entre 10,54% e 36,96% nha
conservacao in vitro de espécies silvestres de Manihot, resultados semelhantes aos
obtidos por Santos et al. (2021), que encontraram valores de CV’s oscilando entre
12,70% e 30,06% na multiplicacao in vitro de espécies do mesmo género.

Levando-se em consideracao que a interacao acessos x AgNOs foi significativa
para quase todas as variaveis, para a variavel altura de planta, observa-se que todos
0S acessos apresentaram comportamentos semelhantes, sendo possivel obter um
ajuste de modelo de 2° grau com significado biolégico (Figura 1). Dessa forma, valores
estimados de 0,92, 0,73, 1,39, 1,34 e 1,19 cm foram obtidos nas doses de 8,40, 8,18,
7,83, 8,23 € 8,17 mg Lt de AgNOQ3 para os acessos M. pseudoglaziovii, M. flabellifolia,
M. tristis, M. chlorosticta e BGM 0540, respectivamente, indicando que houve reducgéo
do crescimento das plantas para todos o0s acessos. Esses resultados, para a
conservacgao in vitro, se constituem em um aspecto bastante viavel, pois mantém as
plantas por mais tempo com crescimento reduzido. No entanto, eles diferem dos
encontrados por Ravi et al. (2019), que ao adicionarem AgNOs no meio de cultura,

obtiveram um melhor crescimento in vitro em plantas de Moringa oleifera Lam.
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Figura 1. Altura de planta (cm) para os acessos Manihot pseudoglaziovii, M.
flabellifolia, M. tristis, M. chlorosticta e BGM 0540 em funcao de seis concentracdes

de AgNOs (mg L), apds 180 dias de conservacéo in vitro.

A senescéncia foliar € um processo de envelhecimento que induz & morte
celular e que faz parte do desenvolvimento da planta. Em relacédo a Figura 2, nota-se
que para a variavel numero de folhas senescentes houve uma relacéo quadrética para
os acessos M. flabellifolia, M. chlorosticta e BGM 0540, onde os menores valores
estimados de 1,26, 1,25 e 1,54 foram obtidos nas doses de 8,82, 8,14 e 7,30 mg L
de AgNOs, respectivamente (Figura 2). Por outro lado, a relagéo linear para o acesso
M. pseudoglaziovii demonstrou que o menor valor de 1,37 ocorreu na dose de 12,50
mg L de AgNOs.

De acordo com Gao et al. (2017), o etileno € um hormdnio vegetal que pode
desencadear varios processos no desenvolvimento das plantas, sendo seu acumulo
prejudicial ao cultivo in vitro, pois pode provocar reacdes de oxidacao, hiperidricidade
e senescéncia na planta. Nesse contexto, considerando-se os resultados obtidos para
namero de folhas senescentes, o AgNOs pode ter inibido a agdo do etileno, uma vez

gue os valores foram relativamente mais baixos na presenca desse inibidor.
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Figura 2. Namero de folhas senescentes para os acessos Manihot pseudoglaziovii,

M. flabellifolia, M. tristis, M. chlorosticta e BGM 0540 em fungéo de seis concentracdes

de AgNOs (mg L?), apds 180 dias de conservacgéo in vitro.

De acordo com as equacdes apresentadas na Figura 3 para a variavel nimero

de miniestacas, os acessos M. pseudoglaziovii, M. flabellifolia, M. chlorosticta e BGM

0540 apresentaram os menores valores estimados de 0,75, 1,03, 1,13 e 1,26 nas

doses de 7,93, 7,95, 7,80 e 7,82 mg L* de AgNOs, respectivamente. Dessa forma, é

importante considerar que essa variavel esta relacionada com a altura de planta e

que, apesar da reducdo do crescimento das plantas na presenca do AgNOs, foi

possivel obter nimeros médios de miniestacas que permitirdo a multiplicac&o in vitro

dos acessos estudados apés o periodo de conservacao.
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7,00 ® M. pseudoglaziovii  y** = 0,0548x2 - 0,8696x + 4,2004; R2 = 0,9329
M. flabellifolia  g** = 0,0689x2 - 1,096x + 5,3836; R? = 0,803
6,00 o M. tristis  y*=1,53
" e M. chlorosticta ¥** = 0,0439x2 - 0,6845x + 3,7954; R2 = 0,931
§ 5,00 BGM 0540 y** = 0,0533x2 - 0,8336x + 4,5171; R2 = 0,6741
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Figura 3. Niumero de miniestacas para os acessos Manihot pseudoglaziovii, M.
flabellifolia, M. tristis, M. chlorosticta e BGM 0540 em funcédo de seis concentracdes

de AgNOs (mg L), apds 180 dias de conservacao in vitro.

Para a variavel massa fresca de parte aérea, observa-se que todos 0s acessos
apresentaram comportamentos semelhantes com relacédo ao ajuste de modelo de 2°
grau e com significado biolégico para todos (Figura 4). Dessa forma, 0os acessos M.
pseudoglaziovii, M. flabellifolia, M. tristis, M. chlorosticta e BGM 0540 apresentaram
0s menores valores estimados de 39,11, 26,63, 29,20, 21,95 e 26,08 mg nas doses
de 8,50, 8,14, 8,02, 8,41 e 8,58 mg L de AgNO3, respectivamente.

Além disso, esses resultados estéo relacionados com os valores de altura de
planta, uma vez que houve reducdo do crescimento das plantas, implicando na

diminuicdo dos valores também para a variavel massa fresca de parte aérea.
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300,00 ® M. pseudoglaziovii g+ = 2 7378x2 - 46,552x + 237; R2 = 0,7812
g M. flabellifolia y** = 2,4698x2 - 40,228x + 190,44; R2 = 0,7377
250,00 o M. tristis y** = 1,1725x2 - 18,818x + 104,8; R2 = 0,6852
’g e M. chlorosticta y** = 2,8987x2 - 48,741x + 226,84; R2 = 0,7709
£ 0000 BGM 0540 y** =2,2101x2 - 37,907x + 188,62; R = 0,7129
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Figura 4. Massa fresca de parte aérea (mg) para para 0s acessos Manihot
pseudoglaziovii, M. flabellifolia, M. tristis, M. chlorosticta e BGM 0540 em funcao de
seis concentracdes de AgNOsz (mg L), ap6s 180 dias de conservagéo in vitro.

Na figura 5, observa-se que houve um efeito quadratico para todos 0s acessos,
por apresentarem comportamentos semelhantes na variavel massa seca de parte
aérea. Com isso, 0os menores valores estimados de 6,06, 3,18, 4,23, 2,06 e 3,44 mg
foram obtidos nas doses de 8,70, 8,64, 7,36, 8,49 e 8,50 mg L' de AgNOs para os
acessos M. pseudoglaziovii, M. flabellifolia, M. tristis, M. chlorosticta e BGM 0540,

respectivamente.

De maneira geral, os resultados obtidos para essas duas Ultimas variaveis
foram satisfatorios quando comparados com os resultados alcangcados por Zhang et
al. (2001), que apesar de trabalharem na organogénese da parte aérea de cotilédones

somaticos de mandioca também obtiveram melhores resultados utilizando o AgNOs.
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® M. pseudoglaziovii y** = 0,3143x2 - 5,4672x + 29,833; R2 = 0,751

M. flabellifolia ¥** = 0,3241x2 - 5,598x + 27,354; R2 = 0,7025
® M. tristis y** = 0,2461x2 - 3,6234x + 17,566; R? = 0,6966
® M. chlorosticta  ¢** = 0,4363x2 - 7,4123x + 33,546; R2 = 0,7994

BGM 0540 y** = 0,2884x2 - 4,9034x + 24,282; R2 = 0,7069
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Figura 5. Massa seca de parte aérea (mg) para os acessos Manihot pseudoglaziovii,

M. flabellifolia, M. tristis, M. chlorosticta e BGM 0540 em fungéo de seis concentracdes

de AgNOs (mg L?), apds 180 dias de conservacgéo in vitro.

Na varidvel massa fresca de raizes (Figura 6), foram ajustados modelos de 2°

grau e com significado biolégico para os acessos M. pseudoglaziovii, M. flabellifolia,

M. tristis e M. chlorosticta, onde os menores valores estimados de 18,89, 60,98, 9,88
e 26,50 mg foram obtidos nas doses de 7,52, 8,86, 8,69 e 7,43 mg L' de AgNOs3,

respectivamente. Nesse contexto, Syahid; Wahyuni (2019) também obtiveram

resultados satisfatérios ao utilizar o AgQNOs no enraizamento in vitro de Hypericum

perforatum L.
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250,00 ® M. pseudoglaziovii ¥** = 1,5357x2 - 23,099x + 105,75; R? = 0,569
’ M. flabellifolia y** = 1,6964x2 - 30,048x + 194,04; R? = 0,5346
_ o °M.tristis §** = 1,3354x2 - 23,203x + 110,67; Rz = 0,8236
200,00 e M. chlorosticta ~ §** = 3,0745x2 - 45,714x + 196,43; R2 = 0,9218
= X BGM 0540 y*=112,67
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Figura 6. Massa fresca de raizes (mg) para os acessos Manihot pseudoglaziovii, M.
flabellifolia, M. tristis, M. chlorosticta e BGM 0540 em funcédo de seis concentracdes

de AgNOs (mg L), apds 180 dias de conservacéo in vitro.

Conforme as equacdes apresentadas na Figura 7 para a variavel massa seca
de raizes, as espeécies M. pseudoglaziovii, M. tristis € M. chlorosticta apresentaram,
respectivamente, os menores valores estimados de 2,56, 1,34 e 3,92 mg nas doses
de 7,28, 8,76 e 7,57 mg L' de AgNQOs. Esses resultados diferem dos encontrados por
Petrova et al. (2011), que ao adicionarem 2 mg L ** de AgNO3 ao meio de cultura
observaram alterac6es no processo de risogénese, obtendo reducdo do numero de
raizes, apesar do aumento no comprimento de raizes nas plantas de Gentiana lutea
L.
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25,00 ® M. pseudoglaziovii ¥** = 0,1232x2 - 1,7928x + 9,0808; Rz = 0,515
M. flabellifolia y**=11,04
S 20.00 ® M. tristis y** = 0,1454x2 - 2,5462x + 12,49; R? = 0,7855
ETE Y e M. chlorosticta  ¥** = 0,2529x2 - 3,8306x + 18,423; R2 = 0,9198
§ ..~ BGM 0540 y*=12,84
'© 1500 , -
(b}
© .
© e ..
$ 10,00 -0
;) ............ . ...... (] o ..
s 500 0 Eee e e, L I o e
° oo A 0 e o
0,00
0,00 2,50 5,00 7,50 10,00 12,50

Nitrato de prata mg L-1

Figura 7. Massa seca de raizes (mg) para os acessos Manihot pseudoglaziovii, M.
flabellifolia, M. tristis, M. chlorosticta e BGM 0540 em funcédo de seis concentracdes

de AgNOs (mg L?), apds 180 dias de conservacgéo in vitro.

Na Tabela 2, sdo apresentados o desdobramento da interacdo entre o0s
acessos em cada concentracao de AgNOs para as variaveis que foram significativas.
Nota-se que para a altura de planta 0os acessos apresentaram comportamentos
diferentes apenas na auséncia do nitrato, onde M. flabellifolia e o BGM 0540
apresentaram as maiores médias, fato ja esperado, considerando a variabilidade
existente no género Manihot. Entretanto, nas demais doses estudadas ndo houve

diferencas significativas, mantendo-se um padrdo de comportamento dos mesmos.
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Tabela 2. Valores médios de altura de planta (cm), nimero de folhas senescentes,
namero de miniestacas, massa fresca de parte aérea (mg), massa seca de parte aérea
(mg), massa seca de parte aérea (mg), massa fresca de raizes (mg) e massa seca de
raizes (mg) das plantas dos acessos M. pseudoglaziovii, M. flabellifolia, M. tristis, M.
chlorosticta e BGM 0540 em funcgéo de seis concentracdes de AgNO3 (mg L), apds

180 dias de conservacao in vitro.

Nitrato de Prata (mg L™?)
0,00 2,50 5,00 7,50 10,00 12,50
Altura de planta (cm)
M. pseudoglaziovii 8,76 bc 2,33 a 2,30 a 163a 1,78a 197a

Acesso

M. flabellifolia 12,80 a 2,06 a 2,76 a 2,17 a 2,04 a 2,64 a
M. tristis 4,79d 1,79 a 1,64 a 2,08 a 1,71a 2,16 a
M. chlorosticta 6,95cC 2,57 a 2,05a 202a 184a 23la
BGM 0540 11,21ab 2,18a 2,85a 2,23 a 2,58 a 2,63 a

Numero de folhas senescentes
M. pseudoglaziovii 3,21 b 246a 167ab 1,73a 2,00ab 1,47ab

M. flabellifolia 9,00 a 2,80a 2,60 a 227a 187ab 1,87a
M. tristis 1,64 c 0,80 b 1,00 b 1,35a 1,07 b 0,47b
M. chlorosticta 450b 2,85 a 1,33 ab 1,69 a 1,33 b 2,13 a
BGM 0540 561b 2,21 a 1,31 ab 2,20 a 2,71a 2,73a

NUumero de miniestacas
M. pseudoglaziovii 450b 192ab 1,00a 1,13a 1,22a 1,67 ab

M. flabellifolia 6,13 a 1,67 ab 1,80 a 1,47 a 1,80a 2,00a
M. tristis 2,54 c 1,40b 1,00 a 164a 140a 1,20b
M. chlorosticta 3,93b 2,28 a 1,07 a 1,46 a 153a 1,93ab
BGM 0540 530ab 1,43 ab 1,54 a 187a 2,14a 1,87ab

Massa fresca de parte aérea (mg)
M. pseudoglaziovii  272,86a 77,68a 66,65a 61,6la 84,74a 53,88a

M. flabellifolia 22401a 39,48b 63,21ab 50,38a 48,63b 57,37a
M. tristis 120,83 b 40,21b 27,80c 5525a 3863b 4345a
M. chlorosticta 264,60a 64,35ab 34,57bc 62,42a 62,49ab 41,27 a
BGM 0540 225,26 a 42,11 b 53,02abc 59,42a 51,89ab 38,20a

Massa seca de parte aérea (mQ)
M. pseudoglaziovii 34,57ab 9,58a 11,03a 8,40a 11,29a 7,15a

M. flabellifolia 32,86ab 466a 9,38ab 7,13a 6,33ab 5,23a
M. tristis 20,26 c 5,58 a 4,00 c 8,88a 583b 955a
M. chlorosticta 39,04 a 8,68 a 5,51 bc 758a 7,31ab 5,17a
BGM 0540 29,02b 499a 7,58abc 755a 6,29b 553a

Massa fresca de raizes (mg)
M. pseudoglaziovii  127,09c¢ 24,81a 2322b 1854b 69,80a 32,74b
M. flabellifolia 226,8l1a 46,63a 13797a 7853a 46,83ab 83,83 a
M. tristis 126,11 bc 36,95a 17,48b 33,39ab 19,64b 19,38Db
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M. chlorosticta 213,62a 70,22a 44,64b 41, 75ab 55,18ab 95,79 a

BGM 0540 218,69ab 36,90a 162,89a 62,89a 87,21a 107,43 a
Massa seca de raizes (mgQ)

M. pseudoglaziovii 1101b 201b 3,51b 249b 6,48ab 4,11 bc

M. flabellifolia 20,55a 4,67ab 1757a 9,52a 554ab 8,36ab
M. tristis 14,41 ab 3,92 ab 2,26 b 445ab 2,06b 2,33¢C
M. chlorosticta 19,73a 751a 6,81b 4, 70ab 5,33ab 9,75a
BGM 0540 20,05a 4,36ab 23,72a 7,59a 9,14a 12.2la

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Em relacdo a variavel nimero de folhas senescentes na dose de 7,50 mg L*
de AgNOs nédo foram observadas diferengas significativas entre os acessos. Na
auséncia e na concentracdo de 2,50 mg L' do nitrato a espécie M. tristis se destacou
apresentando as menores médias. Assim, é desejavel obter menores valores para
essa variavel, pois a mesma indica que quanto maior o niumero de folhas senescentes
mais acelerado sera o processo de envelhecimento da planta. De acordo com Ha et
al. (2020), a presenca do etileno em grandes concentracdes, pode provocar abscisao
foliar, alteracdes no crescimento, diferenciacao e envelhecimento das plantas in vitro,
o que ndo foi observado nesse trabalho, com relacéo a essa variavel.

Para a variavel nimero de miniestacas observa-se que nas doses de 5,00; 7,50
e 10,00 mg L' de AgNOs ndo houve diferencas estatisticas entre os acessos, ja na
auséncia do nitrato de prata, M. flabellifolia e 0 BGM 0540 apresentaram as maiores
médias. Com relacdo a varidvel massa fresca de parte aérea, nas concentracdes de
7,50 e 12,50 mg L?! de AgNOs pode-se observar que ndo houve diferencas
significativas entre os acessos. Na auséncia do nitrato todos os acessos, exceto M.
tristis foram responsaveis pelas maiores médias, ja na concentracdo de 2,50 mg L
M. pseudoglaziovii e M. chlorosticta apresentaram as meédias superiores. Na
concentracdo de 10 mg L esses mesmos acessos e 0 BGM 0540 apresentaram as
maiores médias e com 5,00 mg L' as médias superiores ocorreram com M.
pseudoglaziovii, M. flabellifolia e 0 BGM 0540.

Por outro lado, na variavel massa seca de parte aérea ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os acessos nas doses de 2,50; 7,50 e 12,50 mg L de
AgNOs para todos os acessos. Na auséncia do nitrato de prata a espécie M. tristis foi
inferior as demais. Na concentracéo de 5,00 mg L, M. pseudoglaziovii, M. flabellifolia

e 0 BGM 0540 foram responséaveis pelas maiores médias e com a concentragdo de
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10,00 mg L os acessos M. pseudoglaziovii, M. flabellifolia € M. chlorosticta obtiveram
médias superiores.

Na variavel massa fresca de raizes ndo houve diferencas estatisticas entre os
acessos na concentracdo de 2,50 mg L* de AgNOs. Com 5,00 e 7,50 mg L as
espécies M. pseudoglaziovii, M. tristis e M. chlorosticta ndo diferiram estatisticamente
entre si, sendo responsaveis pelas menores médias. Na auséncia do reagente e na
dose de 12,50 mg L as espécies M. flabellifolia, M. chlorosticta e 0 BGM 0540 néo
diferiram estatisticamente entre si, apresentando as maiores médias, essas mesmas
espécies juntamente com M. pseudoglaziovii também apresentaram as maiores
médias na dose 10,00 mg L' de AgNOs. Dessa forma, outros estudos (BAIS et al.,
2000; REDDY et al., 2001; GIRIDHAR et al., 2003; CHITHRA et al., 2004) corroboram
com a eficiéncia no processo de risogénese ao alcancarem resultados satisfatorios no
enrazamento in vitro utilizando o nitrato de prata.

Por outro lado, para a massa seca de raizes, na auséncia do nitrato e na dose
de 12,50 mg L* as espécies M. pseudoglaziovii e M. tristis apresentaram as menores
médias, ndo diferindo estatisticamente entre si. Comportamento semelhante ocorreu
com as espécies M. pseudoglaziovii, M. tristis e M. chlorosticta nas concentracfes de
5,00e 7,50 mg L.

De maneira geral, nesse trabalho, a adicdo do nitrato de prata promoveu
resultados satisfatorios quando comparados ao tratamento controle. Os autores
Syahid; Wahyuni (2019), ao trabalharem com diferentes concentracdes de AgNOs na
conservacao in vitro de Passiflora gibertii N. E. Brown também obtiveram resultados
semelhantes, recomendando o uso nitrato. Rayas et al. (2013) conseguiram conservar
plantas de Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott in vitro por mais de 10 meses
utilizando 4 mg L de nitrato de prata.

Na literatura existem poucos trabalhos direcionados a acéo do nitrato de prata
na conservacao in vitro do germoplasma de Manihot, principalmente em relacéo as
espécies silvestres desse género. Dessa forma, os dados desse estudo demonstram
a potencialidade do uso do nitrato de prata para a reducéo do crescimento das plantas
conservadas in vitro sem afetar seu desenvolvimento e viabilidade, aqui representada

também pela reducdo do niumero de folhas senescentes.
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CONCLUSOES
As plantas suplementadas com nitrato de prata apresentaram menores médias

para altura, sem causar prejuizos nas demais variaveis.

Para o crescimento minimo in vitro dos acessos estudados, as doses entre 7,28
mg L e 8,86 mg L* de nitrato de prata foram as mais adequadas para a maioria dos
acessos por terem proporcionado a redugdo do crescimento das plantas no periodo
de 180 dias de conservacao in vitro.
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CONSIDERACOES FINAIS

As espécies silvestres do género Manihot se destacam em razdo de sua
potencialidade por possuirem genes de resisténcia a diversas pragas e doencas,
genes que também podem melhorar a qualidade nutricional, serem resistentes e
tolerantes aos diferentes estresses bidticos e abibticos, e entre outros aspectos
agronémicos comuns a cultura da M. esculenta Crantz (mandioca). Essa, por sua vez,
se destaca por ser uma cultura que apresenta particularidades promissoras,
principalmente no que se refere as propriedades nutricionais e facilidade de cultivo,
além de sua importancia econdmica e social.

Considerando que as espécies de Manihot apresentam um carater expressivo
dentro dos programas de melhoramento genético da mandioca, diversos trabalhos de
melhoramento genético foram e tém sido realizados envolvendo essas espécies.
Nessa perspectiva, a conservagdo em Bancos Ativos de Germoplasma €
indispensavel, pois ira reunir genes com caracteristicas de interesse agrondémico,
ampliando a diversidade genética, ja que, ao serem incorporados nos programas de
melhoramento genético da mandioca, irdo possibilitar o desenvolvimento de
variedades mais produtivas e menos susceptiveis aos problemas que acometem essa
cultura.

Algumas instituicbes como a Embrapa Mandioca e Fruticultura atuam na
preservacdo do germoplasma de Manihot em campo. Porém, esse tipo de
conservacgao deixa as plantas expostas a diversos fatores ambientais e, assim, se faz
necessario a associacao desse tipo de conservagdo com outros métodos ou técnicas
que minimizem esses fatores. Dessa forma, a conservagdo in vitro € uma técnica
bastante promissora, pois auxilia na diminuicdo desses fatores considerados
limitantes e, além disso, pode garantir a estabilidade genética e qualidade
fitossanitéria, e a manutencgéo da viabilidade das plantas conservadas in vitro.

Devido a necessidade de realizar subcultivos durante o periodo de
armazenamento in vitro, € importante estabelecer protocolos que visem o crescimento
minimo, uma vez que diminuira a manipulacao excessiva do material cultivado. Assim,
os resultados gerados neste estudo, utilizando o acido abscisico, e destacando-se o
paclobutrazol e o nitrato de prata para a reducdo do crescimento in vitro durante o

periodo de conservacao, foram satisfatorios e apontam para o bom desenvolvimento
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e vigor das plantas. Com isso, é possivel o estabelecimento de protocolos de
conservacgao in vitro para as espécies silvestres estudadas, garantido a conservacéao
das mesmas por um periodo de até 180 dias, sem a necessidade de sucessivos
subcultivos, diminuindo os custos com a méao de obra e o proprio procedimento de
manutencdo. Além disso, esses protocolos podem ser aplicados ou adaptados para

outras espécies do género Manihot.



