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MULTIPLICACAO E CONSERVACAO IN VITRO DE ESPECIES SILVESTRES DE
Manihot

RESUMO:

As espécies silvestres de Manihot apresentam uma grande relevancia aos programas
de melhoramento genético da espécie cultivada, M. esculenta Crantz, uma vez que
muitas delas dispdem de melhor qualidade nutricional, tolerdncia a condi¢cfes
ambientais adversas, assim como resisténcia a diversas pragas e doencas que
acometem a cultura da mandioca. Todavia, essas espécies demostram resisténcia a
propagacéo, tanto sexuada quanto assexuadamente. Uma solucao pertinente a esse
impasse consiste na aplicacédo de técnicas de propagacao in vitro, método que baseia-
se na multiplicacdo de plantas utilizando um meio de cultura nutritivo manipulavel, as
quais sdo mantidas em ambiente controlado, sob condicGes assépticas. Além disso,
as espécies podem ser conservadas in vitro, em condi¢cdes de crescimento minimo,
mantendo-se cOpias de seguranca em laboratério por longos periodos, sem a
necessidade frequente de realizar subcultivos. Nessa perspectiva, esse trabalho teve
como objetivo contribuir para adequacdo de protocolos de multiplicacdo e
conservacao in vitro a espeécies silvestres de Manihot. Para tanto, nos experimentos
de multiplicacdo in vitro, o meio de cultura basico utilizado foi composto pelos sais
minerais e vitaminas do MS, suplementado com 25 combina¢des entre cinco
concentragfes de benzilaminopurina - BAP e do 4cido naftalenoacético - ANA, ambos
reguladores a 0 mg L*; 0,025 mg L*; 0,05 mg Lt; 0,075 mg L' e 0,1 mg L. Nos
experimentos de conservacao in vitro, o meio de cultura 8S foi utilizado como meio
basico, variando sua composi¢cado com o acréscimo de 25 combinacdes entre cinco
concentragées de paclobutrazol - PBZ (0 mg L; 0,10 mg L'%; 0,20 mg L%; 0,30 mg L
120,40 mg L?) e de sacarose (OgL? 5gL?t10gL? 15gL?te 20 gL?). Quanto
aos resultados nos experimentos de multiplicacdo in vitro, a espécie M. violaceae
(Pohl) Mull. Arg. demonstrou-se mais responsiva ao meio MS acrescido de 0,05 mg L
1 de ANA, na auséncia de BAP. As melhores respostas para a espécie M. flabellifolia
Pohl foram observadas na dose de 0,025 mg L! de ANA, também na auséncia de
BAP. J4 para M. pseudoglaziovii Pax & Hoffman, M. chlorosticta Standl. & Goldman e
M. pentaphylla Pohl) os melhores resultados foram obtidos na auséncia desses
fitorreguladores. Nos experimentos de conservacao in vitro, cujo objetivo principal é
reduzir a taxa de crescimento das plantas, a interagcdo das doses de 0,1 mg L de
PBZ e de 5 g L! de sacarose revelou um efeito expressivo para a espécie M.
pseudoglaziovii Pax & Hoffman); para a M. violacea (Pohl) Mull. Arg., a concentracao
de 10 g L de sacarose e 0,2 mg L* de PBZ em meio 8S apresentou melhores
respostas. A espécie M. chlorosticta Standl. & Goldman demonstrou melhor
comportamento quando submetida ao tratamento de 0,3 mg L* de PBZ e omissdo da
sacarose. Para os genétipos M. flabellifolia Pohl e M. tristis Mull. Arg. as
concentracOes utilizadas de sacarose e de PBZ n&o se mostraram eficientes para
conservagao in vitro.

Palavras chave: Cultura de tecidos, Fitorreguladores, Mandioca



MICROPROPAGATION AND CONSERVATION IN VITRO FOR WILD SPECIES OF
Manihot

ABSTRACT:

Wild species of Manihot show several relevance for the genetic improvement programs
of M. esculenta Crantz, many of them present a better nutritional quality, tolerance to
the adverse environmental conditions, as well as, resistance to so many pests and
diseases that affect cassava. However, these species show resistance to propagation,
sexually and asexually. A pertinente solution to this impasse consists on the
application of in vitro propagation techniques, which method is based on the
multiplication of plants using a manipulable nutrient culture medium, which are kept
under controlled conditions under aseptic conditions. Moreover, species can be
conserved in vitro under minimal growth conditions, and laboratory copies are
maintained for a long time and doesn’t need frequent subcultures. In this perspective,
this work aims to contribute to the adequacy of in vitro multiplication protocols and in
vitro conservation to the wild species of Manihot. In vitro multiplication experiments,
the alkaline cultivation media used was composed of the minerals and vitamins of the
MS, supplemented with 25 combinations between five concentrations of
benzylaminopurine - BAP and naphthaleneacetic acid - ANA, both regulators at 0 mg
L -1 0.025 mg L% 0.05 mg L*; 0.075 mg Lt and 0.1 g L. In the in vitro preservation
experiments, the 8S cultivation media was used as a alkaline one, varying its
composition with the addition of 25 combinations between five concentrations of
paclobutrazol-PBZ (0 mg L%, 0.10 mg L-%, 0.20 mg L, 0.30 mg L't and 0.40 mg L?)
and sucrose (OgLt5gL? 10gL%15 gL tand 20 g L?Y). Regarding the results in
the in vitro multiplication experiments, the species M. violaceae (Pohl) Mill. Arg. Was
shown to be more responsive to the MS medium plus 0.05 mg L of ANA in the
absence of BAP. The best responses for the M. flabellifolia Pohl species were
observed at the 0.025 mg L dose of ANA, also in the absence of BAP. Already for M.
pseudoglaziovii Pax & Hoffman, M. chlorosticta Standl. & Goldman and M. pentaphylla
Pohl) the best results were obtained in the absence of these phytoregulators. The in
vitro conservation experiments, whose main aim is to reduce the growth rate of plants,
the interaction of the 0.1 mg L doses of PBZ and 5 g L of sucrose revealed an
expressive effect for the species M Pseudoglasiovii Pax & Hoffman); For M. violacea
(Pohl) Mill. Arg., The concentration of 10 g L of sucrose and 0.2 mg L of PBZ in 8S
cultivation media showed better results. The species M. chlorosticta Standl. &
Goldman demonstrated better responses when submitted to treatment of 0.3 mg L™ of
PBZ and omission of sucrose. For the genotypes M. flabellifolia Pohl and M. tristis Mull.
Arg. Sucrose concentrations and PBZ used were not efficient for in vitro conservation.

KeyWords: Tissue culture, Phytoregulators, Manihot
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INTRODUCAO GERAL

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma planta originaria da América do
Sul, cujo centro de origem, diversidade e domesticacdo mais provavel & Brasil
(OLSEN, 2004). Atualmente € uma espécie cultivada em muitos paises, destacando-
se como uma das culturas alimentares mais expressivas em diversas regioes, sendo
utilizada ndo somente na alimentacdo humana, mas também animal (SUAREZ;
MEDEROS, 2011). A Nigéria, Brasil, Tailandia, Indonésia e a Republica Democratica
do Congo sao os cinco principais paises produtores dessa cultura, que em conjunto
representam 63% do total mundial, com producédo anual de 268.277.743 de toneladas
de raizes frescas, destas o Brasil foi responsavel pela producdo de 23.253.514 de
toneladas (FAOSTAT, 2014).

De acordo com a hierarquia sistematica, a M. esculenta Cranz pertence a
classe das Dicotiledéneas, subclasse Archiclamydea, ordem Euphorbiales, familia
Euphorbiaceae, tribo Manihoteae e género Manihot, o qual agrupa aproximadamente
100 espécies (ALVES, 2002), sendo que cerca de 68 delas sdo encontradas no Brasil.
Possivelmente a M. esculenta Crantz evoluiu como uma espécie cultivada, mediante
hibridacdo natural e selecdo realizada principalmente pelo homem, através da
propagacdo de plantas que eram mais palataveis e apresentavam maior
produtividade, ja que essa espécie ndo é encontrada sob a forma silvestre
(HERSHEY, 1988).

Baseado nos estudos realizados por Carvalho e Schaal (2001), a M. flabellifolia
Pohl é considerada o ancestral selvagem mais proximo da mandioca, Unica espécie
comercialmente cultivada (CEBALLOS, 2002). O valor econémico da M. esculenta
Crantz esta relacionado principalmente as suas raizes, reconhecidas pela capacidade
de armazenar quantidades elevadas de amido, que lhe conferem um importante valor
nutricional, embora as folhas e hastes também sejam consumidas e constituirem uma
expressiva fonte de proteinas, vitaminas e minerais. Além da sua utilizacdo na
alimentacdo humana, a mandioca ainda € utilizada na producdo de etanol para
combustivel e na alimentacdo animal. Sua potencialidade comercial e facilidade de
cultivo fazem com que seja uma cultura de grande interesse para agricultores de
subsisténcia e sua capacidade de propagacdo vegetativa a torna também ideal para

melhoria mediante a engenharia genética.
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Habito de crescimento e descricdo morfolégica

A mandioca € um arbusto de crescimento perene, que pode alcancar de 1 m a
2 m de altura; todavia, algumas cultivares podem chegar a 4 m. Suas caracteristicas
morfolégicas séo altamente variaveis, indicando um alto grau de hibridacéo
interespecifica (ALVES, 2002).

O caule é especialmente relevante dentro dessa cultura, em razdo da sua
utilizagdo na propagacgéo vegetativa via estacas ou manivas, segmentos retirados
dessa parte da planta que apresentam um formato cilindrico, com diametro que oscila
entre 2 cm e 6 cm nas plantas em estadio adulto (CAMARA; GODOY, 1998), podendo
ser encontrados em trés coloragbes principais: cinza-prata, roxo e amarelo
esverdeado. O caule é subarbustivo, variando, de acordo com o gendtipo, entre
monopodial de porte ereto e simpodial de porte ramificado, com duas, trés ou quatro
hastes (CARVALHO; FUKUDA, 2006).

O numero total de folhas, sua capacidade fotossintética e sua longevidade sao
caracteristicas variaveis determinadas principalmente pelas condi¢cbes ambientais.
Em periodos de seca, as folhas tendem a sofrer abscisdo e redugédo da atividade
fotossintética como mecanismo de defesa, com o propdsito de evitar a transpiracéo
demasiada em condicdes de déficit hidrico (COELHO FILHO et al., 2009). As folhas
sdo simples e inseridas no caule em disposicdo alterna-espiralada, longamente
pecioladas e lobadas com trés, cinco, sete ou mais lobos, que variam também de cor,
do verde claro até o roxo, e formatos, destacando-se espatulados lanceolados e
oblongos (CARVALHO, 2006). A face inferior das folhas € caracterizada por uma
epiderme cerosa, que lhe confere uma aparéncia brilhante. Os estdmatos se localizam
principalmente na superficie inferior da folha, todavia funcionais em ambos lados,
apesar de serem maiores na superficie superior da folha (CERQUEIRA, 1992).

A mandioca é uma espécie monoica e, portanto, apresenta flores masculinas e
flores femininas, ambas dispostas na mesma inflorescéncia, de curta duragcéo, sendo
gue as flores femininas tém seu amadurecimento de 1 a 2 semanas antes das flores
masculinas e, consequentemente, sdo propensas a polinizacdo cruzada, o que pode
explicar o elevado nivel de heterozigozidade na mandioca (ALVES, 2002).

O fruto da mandioca € uma capsula globulosa, de cor marrom-acinzentada,
rugosa, com aproximadamente 15 mm de didmetro (TOLEDO, 1963). Uma vez

polinizada, a flor feminina inicia sua formacdo a partir do ovario e o processo de
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amadurecimento é concluido entre 3 e 5 meses, dando assim origem a uma capsula
com trés sementes, que se abre por seis valvas quando alcancam seu estagio final
(seco) (CARVALHO, 2006).

A semente é o meio de reproducdo sexual da planta, mediante a qual podem
ser produzidas novas cultivares geneticamente superiores. A semente é ovoide ou
elipsoide, mede aproximadamente 1 cm de comprimento, 6 mm de largura e 4 mm de
espessura, pigmentada com manchas marrons ou lisas (ALBUQUERQUE, 2008). O
endosperma tem a funcéo de proteger e nutrir o embrido, localizado em area central
da semente, sendo rico em substancias de reserva, principalmente 6leos. No seu
interior estdo os cotilédones e o eixo embrionario, que déo origem a nova planta ap6s
a germinacao da semente (TOLEDO, 1963).

As raizes da mandioca sao reconhecidas por serem especialmente energéticas
devido a sua grande capacidade de armazenamento de carboidratos. Além disso,
também dispem, em menor quantidade, de proteinas, vitaminas, minerais e fibra
(ALMEIDA; FERREIRA FILHO, 2005). Sua coloracéo, forma, comprimento, diametro,
peso, profundidade, teores de carboidratos, de amido, de proteinas, de aglcares e de
fiboras variam amplamente entre os genétipos. Nas plantas provenientes da
reproducao sexuada nota-se a presenca de raizes axiais tuberosas e frequentemente
observa-se a formacédo de raizes secundarias feculentas. Nas plantas oriundas de
propagacdo assexuada ocorre o modelo pseudo-fasciculado tuberoso, com raizes
ricas em amido. Além das raizes tuberosas, existe um raizame fibroso responséavel

pela absorcdo de agua e nutrientes e pela fixacao da planta (CARVALHO, 2006).

Importancia alimentar da mandioca

Um dos maiores beneficios do consumo da mandioca a populagéo reside na
sua eficiéncia no fornecimento de energia, em razédo do elevado teor de carboidratos
gue a compde, tornando-a um dos alimentos predominantes na dieta de um bilh&o de
pessoas, principalmente em paises em desenvolvimento (AGUIAR et al., 2013).

As raizes constituem a parte da planta mais consumida, sao ricas em
carboidratos, principalmente amido, composto de amilose e amilopectina
(BUITRAGO, 1990), dispondo de alto valor energético. Sua limitagdo nutricional,
porém, esta relacionada ao baixo teor e qualidade de proteinas, vitaminas e minerais.

Entretanto, a parte aérea (hastes e folhas) representa uma importante fonte de
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proteinas, além de vitaminas como A, C e do complexo B, e minerais, especialmente
calcio e ferro (ALMEIDA; FERREIRA FILHO, 2005).

Para consumo animal, as hastes e folhas servem de matéria prima na
preparacdo de fenos e silagens, e as raizes podem ser utilizadas in natura, cozidas
ou desidratadas como farinhas ou em raspas (CHICHERCHIO, 2013). Na alimentacao
humana, as folhas sdo consumidas na forma de farinha ou na preparacéo de alimentos
tipicos das regides Norte e Nordeste do Brasil, como a manicoba. Ja as raizes séo
tradicionalmente consumidas cozidas, fritas e também comumente utilizadas em

bolos, biscoitos, paes, tortas, entre outras preparacoes.

Mandioca e toxidade

Um dos critérios que indicam a forma de utilizacao das raizes de mandioca é o
teor de acido cianidrico (HCN). As variedades de mandioca sdo popularmente
classificadas, de acordo com sua toxidade, em bravas e mansas, baseando-se na
quantidade encontrada de glicosideos cianogénicos, que, com exce¢do das
sementes, estdo presentes em todos os o6rgdos de mandioca (CALATAYUD;
MUNERA, 2002). As cultivares que possuem menos de 50 mg kg de HCN, na matéria
fresca da raiz, séo consideradas in6cuas, as que apresentam de 50 mg kg* a 100 mg

kg! sdo classificadas como moderadamente venenosas e as venenosas possuem
acima de 100 mg kg(LORENZI et al., 1993). O glicosideo cianogénico mais comum

€ a linamarina (95%), produzida na folha e transportada para as raizes (SIRITUNGA;
SAYRE, 2003). Sua hidrdlise, pela enzima linamarase, leva a liberacdo do acido
cianidrico, responsavel pela toxidade (COOKE; COURSEY, 1981), que atua,
possivelmente, como um mecanismo de defesa da planta contra o ataque de pragas
e outros patégenos (BENEVIDES et al., 2011).

As variedade que apresentam baixo teor de HCN ndo apresentam risco de
intoxicacdo. Logo, podem ser consumidas in natura, enquanto as que possuem um
alto teor, mas abaixo da dose letal, de 10 mg HCN kg de peso vivo-1 (FAO/WHO,
1991), podem ser consumidas apdés submetidas a algum tipo de processo
detoxificante, no qual o cianeto € convertido em tiocianato, que € excretado facilmente
pela urina (CEREDA; LOPES, 2003).
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Em conformidade com Amorim et al. (2006), existem diversos métodos para
detoxificar o material cianogénico, como a fenag&do, a prensagem, a trituragéo, o

aguecimento, o cozimento, a fermentacao e a desidratacao.

Restricdes a cultura da mandioca

Apesar da ampla adaptabilidade & condi¢ces adversas de cultivo, a mandioca
apresenta fatores limitantes que podem provocar reducdo significativa no
desenvolvimento, que incluem o ataque de pragas, doencas, ervas daninhas e outros
fatores agronémicos. Desse modo, torna-se fundamental a compreensdo dessas
restricdes, a fim de elimina-las ou conté-las. De acordo com os estudos de Carvalho
et al. (2015), as pragas mais comuns que acometem essa cultura incluem a mosca-
branca (Aleurothrixus aepim), o mandarova (Erinnyis ello L.), o percevejo-de-renda
(Vatiga sp.), as brocas-da-haste (Sternocoelus spp.), a cochonilha da mandioca aérea
(Phenacoccus manihoti Matile-Ferrero), além de doencas como a podriddo radicular,
a antracnose, a bacteriose, o superalongamento, o superbrotamento e as viroses
mosaico das nervuras, couro de sapo e mosaico comum (CALVERT; THRESH, 2002).

A cultura da mandioca apresenta grande vulnerabilidade a competicdo com
ervas daninhas, que podem ser responsaveis por perdas de até 90% na producéo de
raizes (MATTOS; CARDOSO, 2003). Alguns fatores agronémicos também afetam a
produtividade da mandioca, como a temperatura do solo, consideradas favoraveis
entre 28 °C e 30 °C, enquanto superiores a 37 °C e inferiores a 17 °C podem se tornar
prejudiciais (EL-SHAKAWY, 2004). O déficit hidrico, principalmente durante os meses
iniciais ap0s o plantio, provoca perdas, bem como solos mal drenados, pois a umidade
excessiva pode culminar na podriddo das raizes (GOMES; LEAL, 2003).

Reproducédo da mandioca

A mandioca pode ser propagada em condi¢cées naturais por sementes, 0 que
possibilita a ocorréncia de maior variabilidade (REIFSCHNEIDER et al., 2014), fator
favoravel aos programas de melhoramento genético. Todavia, o método mais utilizado
€ a estaquia (ALVES, 2002), onde se utilizam segmentos do caule, denominados
manivas-sementes ou estacas, contendo de 5 a 7 gemas (SILVA et al., 2009). Essa
técnica, aléem de reduzir o tempo de estabelecimento da planta em relacdo a

propagacdo sexuada, apresenta como maior beneficio a manutencdo das
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caracteristicas morfoldgicas e agronémicas da planta original (FUKUDA; CARVALHO,
2006).

Contudo, apesar dessas vantagens, as manivas sao facilmente infectadas,
tornando as plantas vulneraveis a doencas, além de apresentarem uma baixa taxa de
multiplicacéo, tendo em vista que de cada planta adulta podem ser extraidas entre 5
e 10 manivas, no periodo de um ano (SANTOS et al., 2009). Uma alternativa a esse
entrave € a propagacao vegetativa in vitro, considerando que essa técnica possibilita
a producédo de um grande numero de mudas idénticas a planta matriz e, a depender
do método utilizado, livres de patogenos (MABANZA et al., 1994); além disso, pode
ser realizada independentemente da estacéo do ano.

Espécies silvestres de Manihot

Em virtude do seu potencial como fontes de genes de resisténcia a diversas
doencas e pragas, elevada qualidade nutricional e tolerancia a diferentes estresses
abibticos comuns a cultura da M. esculenta Crantz (NASSAR, 2006), as espécies
selvagens de Manihot instituem-se como um recurso expressivo aos programas de
melhororamento genético da espécie cultivada.

Diversos estudos baseados em observacdes de campo indicam que um grande
namero de espécies do género Manihot apresentam caracteristicas que podem
oferecer genes de interesse ao melhoramento da mandioca. Entre elas destacam-se:
a M. pringlei S. Watson, com baixo teor de cianeto (GOMEZ et al., 1984); a M. glaziovii
Mull. Arg., resistente ao virus do mosaico africano e a cochonilha da mandioca
(Phenacoccus manihoti Matile-Ferrero) (JENNINGS, 1976).

De acordo com os estudos realizados por NASSAR (2003), a M. dichotoma Ule
também é resistente a cochonilha da mandioca; a M. paviaefolia Pohl é tolerante a
toxicidade do solo; a M. pruinosa Pohl possui baixo teor de CNH e a M. tripartita Mdll.
Arg. é resistente ao virus do mosaico africano; ja a M. nana Mull. Arg. é uma fonte (til
para a geracdo de mandioca de estatura baixa, enquanto a M. anomala Pohl
apresenta adaptabilidade a sombra e lugares encharcados.

A espécie M. pseudoglaziovii Pax & K. Hoffm. é resistente a bacteriose da
mandioca (CHAVEZ et al., 1989) e adaptada & condi¢des de seca; a M. neusana
Nassar e a M. grahamii Hook expressam altos niveis de resisténcia a broca da haste

da mandioca (Sternocoelus spp.) (CHAVEZ, 1990); a M. tritis Mill. Arg.e a M.
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angustifolia Pohl ex Steud dispdéem de alto teor de amido (SHEELA et al., 2008).
Segundo Carabali et al. (2010), a M. tristis MUll. Arg. também apresenta resisténcia a
mosca branca [Aleurothrixus aepim (Goeldi, 1886)] e ao acaro verde [Mononychellus
tanajoa (Bondar, 1938)].

A M. flabellifolia Pohl contém um elevado teor de proteinas e resisténcia a
mosca branca (AKINBO et al., 2012); em gendtipos de M. oligantha Pax & K. Hoffm.
foram identificados altos teores de proteinas combinadas com um nivel muito baixo
de HCN, além de apresentarem altos teores de amido e de luteina, e tolerancia ao frio
(NASSAR et al., 2007).

Outras espécies apresentam grande adaptacao a baixas temperaturas, como a
M. attenuata Miill. Arg., a M. rubricaulis I. M. Johnst e a M. grahamii Hook (CHAVEZ,
1990); a M. pentaphylla Pohl se adapta bem em solos ricos em calcio (NASSAR,
2003). a M. tripartita (Spreng.) Mill. Arg. apresenta raizes grandes e bem adaptadas
aos periodos de seca (NASSAR, 1978). M. chlorosticta Standl. & Goldman e M.
pentaphylla Pohl demostraram adaptacéo a solos alcalinos, e M. violacea (Pohl) Mull.
Arg. a solos com baixa retencao de dgua (NASSAR, 1979). Por fim, a M. dichotoma

Ule é uma espécie que apresenta alta producao de raizes (NASSAR et al., 2004).

Desenvolvimentos biotecnoldgicos

A mandioca é uma cultura que apresenta uma série de atributos promissores,
principalmente no que se refere as propriedades nutricionais e facilidade de cultivo.
Tendo em vista sua importancia econdmica e social, um grande interesse em utilizar
a biotecnologia em prol dessa cultura esta se intensificando cada vez mais. Os
programas de melhoramento genético dessa espécie se destinam a solucionar as
limitacBes existentes, de modo a contribuir para o desenvolvimento de variedades
mais produtivas e ricas nutricionalmente, além de resistentes a doencas e pragas, e
tolerantes a condi¢des adversas de cultivo.

Nessa perspectiva, diversos trabalhos de melhoramento genético foram e tém
sido realizados envolvendo espécies silvestres de Manihot, considerando que essas
constituem valiosos reservatérios genéticos de resisténcia aos principais estresses
bidticos e abidticos que acometem a cultura da mandioca. Além disso, as barreiras a

cruzamentos entre espécies desse género sao frageis ou praticamente inexistentes,
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viabilizando sua utilizagdo no melhoramento de M. esculenta Crantz (FUKUDA;
PORTO, 1991).

Contudo, diferentemente da espécie cultivada, que pode ser multiplicada por
sementes e de forma vegetativa, as espécies silvestres de Manihot geralmente
apresentam resisténcia a propagacao por qualquer sistema. A biotecnologia também
tem atuado a esse favor, mediante o uso de técnicas de cultura de tecidos in vitro,
baseadas em sistemas de propagacao que utilizam meios de cultura nutritivos de
composicdes regulaveis, permitindo sua manipulacdo de modo a ajustar-se a
condi¢fes que confiram um desenvolvimento adequado as plantas. Além disso, esses
métodos de propagacdo apresentam outra vantagem. Visto que, em campo, as
plantas estdo sujeitas ao ataque de pragas e de doencgas, e a alteracbes ambientais
gue podem levar a perda de acessos, esse risco € reduzido quando elas sdo mantidas

sob condi¢Bes controladas em laboratério.

Banco de germoplasma de Mandioca

O maior banco de germoplasma de Manihot do Brasil esta localizado na
Embrapa Mandioca e Fruticultura, onde diversos genoétipos de mandioca que séo
mantidas em campo, possuem coépias de seguranca em cole¢des in vitro, minimizando
desse modo, o risco de perda por diversos fatores bidticos e abiéticos. Para este fim,
0S acessos sdo mantidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos, em sala de
conservacao de germoplasma com temperatura de 22 + 1°C e um fotoperiodo de 12
horas com intensidade luminosa de 20 ymol.m -2 s -1, Atualmente a colecéo in vitro
de Manihot esculenta Crantz dispde de 248 acessos oriundos de diversas regides do
Brasil e 74 acessos oriundos do exterior (Venezuela; Nigéria, Coldmbia). J& a colegéo
de espécies silvestres de Manihot possui 55 acessos, todos oriundos do CIAT

(International Center for Tropical Agriculture).

Limitagdes do cultivo in vitro das espécies silvestres de Manihot

Apesar do potencial das espécies silvestres de Manihot ao melhoramento da
Manihot esculenta Crantz e da sua resisténcia a qualquer sistema de propagacéo
vegetativa, ainda existem poucos estudos dedicados ao aprimoramentos dos métodos
de conservacdo e multiplicagdo in vitro dessas espécies, tornando-se evidente a

necessidade da adequacdo de metodologias dessas praticas de cultura de tecidos,
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que sanem essas restricdes e permitam a multiplicacdo rapida e a conservagao do
germoplasma, de modo a contribuir para a preservacdo e a inclusdo de espécies
silvestres em programas de melhoramento genético da mandioca.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo contribuir com
aperfeicoamento das estratégias de multiplicacao in vitro, considerando-as como uma
ferramenta que possibilita a producdo em grande escala de mudas, em curto periodo
e em reduzido espaco fisico, tornando-as prontamente disponiveis para 0s
melhoristas. Adicionalmente, o aprimoramento de técnicas de conservacgao in vitro do
germoplasma, sob condigcbes de crescimento minimo, como meio de manter os
acessos em condicao de seguranga por mais tempo, sem a necessidade frequente de

realizar subcultivos.
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MULTIPLICACAO IN VITRO DE ESPECIES SILVESTRES DE Manihot

RESUMO:

A multiplicacéo in vitro € uma técnica de cultura de tecidos bastante expressiva devido
sua eficiéncia na producdo de mudas em qualquer escala, consistindo em um conjunto
de métodos de propagacao a partir do cultivo de pequenos propagulos em um meio
de cultura adequado, sob condi¢cOes assépticas que possibilitem a regeneracao das
plantas e posterior resgate, de maneira que possam ser reintroduzidas em campo,
quando necessério. Para isso, nos experimentos de multiplicag&o in vitro, visando o o
estabelecimento de protocolos adaptados as espécies silvestres de Manihot, 0 meio
de cultura basico utilizado foi composto pelos sais minerais e vitaminas do MS,
modificado, com vinte e cinco tratamentos advindos da combinagdo entre cinco
concentracfes de benzilaminopurina - BAP e de acido naftalenoacético — ANA, nas
doses de 0 mg L*; 0,025 mg L*; 0,05 mg L 0,075 mg Lte 0,1 mg L. Foram
utilizados cinco gendtipos de espécies silvestres de Manihot M. violaceae Pohl Mll.
Arg., M. pseudoglaziovii Pax & Hoff, M. chlorosticta Standl. & Goldman, M. flabellifolia
Pohl e M. pentaphylla Pohl. A avaliacéo foi realizada aos 120 dias ap0s a inoculagao
dos explantes e as variaveis avaliadas foram: altura de planta (cm), nimero de
microestacas com 1 cm, numero de raizes, nimero de brota¢des, nimero de folhas
verdes e numero de folhas senescentes. No gendtipo M. violaceae Pohl Mull. Arg.
obteve-se resultados favoraveis apenas na concentragcédo de 0,05 mg L* de ANA. Ja
para a espécie M. flabellifolia Pohl, foram obtidos os melhores resultados também na
auséncia de BAP, porém na dose de 0,025 mg L' de ANA. Meios de cultura sem a
adicao dos reguladores vegetais ANA e BAP favoreceram o melhor comportamento in
vitro das espécies M. pseudoglaziovii Pax & Hoff, M. chlorosticta Standl & Goldman e
M. pentaphylla Pohl.

Palavras chave: Auxina, Citocinina, Mandioca



IN VITRO MULTIPLICATION OF WILD SPECIES OF Manihot

ABSTRACT:

In vitro multiplication is a very expressive tissue culture technique due to its efficiency
in the production of seedlings at any scale, consisting of a set of propagation methods
from the cultivation of small propagules in a appropriate cultivation media, under
aseptic conditions that enables the regeneration of the plants and subsequent rescue,
so that they can be reintroduced in the field, when necessary. For this, in vitro
multiplication experiments, aiming at the establishment of protocols adapted to the wild
species of Manihot, the alkaline cultivation media used was composed by minerals and
vitamins of the modified MS, with twenty five treatments resulting from the combination
of five concentrations of benzylaminopurine - BAP and Naphthaleneacetic acid - ANA
at doses of 0 mg L; 0.025 mg L*; 0.05 mg L*; 0.075 mg L and 0.1 mg L. Five
genotypes of wild species of Manihot M. violaceae Pohl Mull were used. Arg., M.
pseudoglaziovii Pax & Hoff, M. chlorosticta Standl. & Goldman, M. flabellifolia Pohl and
M. pentaphylla Pohl. The evaluation was performed at 120 days after inoculation of the
explants and the variables evaluated were: plant height (cm), number of microheads
with 1 cm, number of roots, number of shoots, number of green leaves and number of
senescent leaves. In the genotype M. violaceae Pohl Mill. Arg. Better results were
obtained just at the concentration of 0.05 mg L of ANA. For M. flabellifolia Pohl), the
best results were also obtained in the absence of BAP, but at the dose of 0.025 mg L
1 of ANA. Cultivation media without the addition of plant regulators ANA and BAP
favored the best in vitro behavior of the species M. pseudoglasiovii Pax & Hoff, M.
chlorosticta Standl & Goldman and M. pentaphylla Pohl.

Keywords: Auxin, Cytokinin, Cassava.
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INTRODUCAO

A biotecnologia vegetal € uma das conquistas mais importantes da ciéncia no
desenvolvimento da agricultura moderna, integrando multiplas estratégias
tecnologicas e bioguimicas que visam aprimorar a producdo e qualidade vegetal,
gerando produtos e servicos (KERBAUY; ESTELITA, 1996).

Dentro dessa perspectiva fundamenta-se a cultura de tecidos, compreendida
como um conjunto de processos para a introducdo de um material vegetal sob
condicdes de esterilidade em um substrato nutritivo especialmente formulado,
posteriormente incubados em condicbes ambientais controladas, com a finalidade de
estimular e controlar os fendbmenos de diferenciacdo, multiplicacdo e morfogénese
celulares, baseando-se no principio da totipoténcia (COELHO, 1999;
GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A multiplicacdo in vitro é uma das técnicas de cultura de tecidos que oferece
uma alternativa a propagacao vegetativa convencional, por ser uma das ferramentas
mais eficientes a producdo em larga escala, representando um conjunto de métodos
de propagacéo a partir do cultivo de pequenos propagulos (células, tecidos e 6rgaos),
em um meio de crescimento apropriado, sob condi¢cdes assépticas que favorecam a
regeneracdo da planta (CARVALHO et al.,, 2006), de modo que possa, quando
necessario, ser reintroduzida em campo. Este processo exige condi¢cdes ambientais
especificas no que tange a luminosidade, fotoperiodo, temperatura e umidade relativa
(WENDLING et al.,, 2006), podendo ainda atender outros requisitos peculiares a
espécie que sera cultivada.

Esse sistema revela uma série de vantagens em relagdo aos métodos
convencionais de propagacéo vegetativa, como a obtencdo de um nimero elevado de
plantas sadias com homogeneidade genética e em tempo reduzido; a propagacéao de
plantas dificilmente regeneradas por métodos tradicionais; a necessidade de espaco
reduzido; a independéncia sazonal e a possibilidade de obtencéo de plantas isentas
de patdégenos (KOZAI et al., 1997). Todavia, existem alguns fatores desfavoraveis,
como os relativos ao alto investimento inicial para a compra de equipamentos; a
necessidade de mao de obra especializada; a possibilidade de ocorréncia de variagdo

somaclonal e os riscos de contaminagéo (STANICA, 2002).
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Diversos elementos influenciam o éxito da micropropagacdo, como a selecéo
do explante, a composi¢cao do meio de cultura, as condi¢cbes de incubacao e controle
de contaminacdes.

A qualidade do explante e sua resposta in vitro sdo significativamente
influenciadas pela selecdo do material vegetal doador. Entre os fatores mais
relevantes para o sucesso do processo estao o estadio fisiolégico, a idade da planta,
0 genotipo, a fitossanidade, o tamanho do explante e sua localizacdo na planta
progenitora (LAMEIRA et al., 2000).

A definicdo do tipo de explante ira variar de acordo com a finalidade da
propagacéao. Preliminarmente, qualquer parte da planta que seja capaz de expressar
sua totipoténcia € passivel de ser utilizada (TORRES et al., 2000), tanto as partes
reprodutivas (poélen, anteras, embrides, Ovulos, esporos, sementes) quanto as
vegetativas (meristemas, caules, folhas, raizes).

O meio de cultura é uma solucdo aquosa, na qual sdo dissolvidos macro e
micronutrientes (sais minerais), vitaminas, uma fonte de carboidrato orgéanico e
reguladores de crescimento, componentes essenciais tendo em vista que durante o
cultivo in vitro a planta tende a apresentar um comportamento heterotrofico e, por essa
razdo, o meio de cultura deve simular as condi¢cdes nutricionais encontradas no seu
estado natural, suprindo assim suas necessidades metabolicas (VILLA et al., 2009;
MORAIS et al, 2012;). Além do fornecimento de nutrientes essenciais a
sobrevivéncia, esses meios nutritivos desempenham diversas func¢des, como
sustentacdo para o explante (habitualmente se acrescenta ao meio de cultura
substancias solidificantes como agar ou Phytagel®), controle do crescimento e
desenvolvimento do material vegetal (CARVALHO; VIDAL, 2003).

Os horménios vegetais desempenham um papel muito importante no controle
do crescimento e diferenciacdo das plantas. Sdo produzido em determinadas areas
do organismo vegetal, em resposta a estimulos adequados, e translocados para a
area onde irdo promover ou inibir alguma atividade metabdlica das células
(SALISBURY; ROSS,1992). Contudo, as planta mantidas in vitro muitas vezes nao
sao capazes de sintetizar essas substancias em quantidade suficiente, de modo que
€ necessario adiciona-los ao meio de cultura. Outra categoria de reguladores de
crescimento que sdo comumente utilizados na cultura de tecidos sdo chamados
fitorreguladores, substancias sintéticas que exercem um efeito similar ao dos
horménios endogenos (PASQUAL et al., 1997).
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Os grupos de reguladores de crescimento tradicionalmente conhecidos séo as
auxinas, as citocininas, as giberelinas, o etileno e o acido abscisico. De acordo com
Rogalaski et al. (2003), o uso desses reguladores encontra-se entre os fatores que
mais contribuem para o éxito da micropropagacao, destacando-se entre eles as
citocininas e as auxinas. A interacdo entre essas duas classes de reguladores
apresenta a capacidade de controlar o desenvolvimento e a formagao da parte aérea,
gemas e calos (CALDAS et al., 1999).

Dentre as auxinas de maior relevancia esta o acido naftalenacético (ANA), que
desempenha um papel expressivo no desenvolvimento das plantas, principalmente no
estimulo do crescimento das partes aéreas e no enraizamento do explante inicial
estabelecido in vitro, sendo muito utilizadas em espécies de dificil enraizamento
(SOUZA JUNIOR, 2007). Na classe das citocininas, a 6-benzilaminopurina (BAP) é
uma das mais responsivas, atuando na regulacao da divisdo celular das partes aéreas
nos vegetais e promovendo o crescimento de gemais laterais (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1999). Esses dois reguladores de crescimento também sdo muito
utilizados em associacdo e essa interacdo normalmente favorece a multiplicacéo e
desenvolvimento das plantas in vitro, considerando-se que a alta proporcdo de
citocinina é importante na inducdo de brotacBes, ao passo que uma proporcao
superior de auxina favorece a rizogénese (KERBAUY, 2004).

Quanto as condi¢des de incubacdo o local onde os explantes sdo mantidos
deve favorecer seu desenvolvimento e para isso é necessario que haja um eficiente
controle das condi¢cdes ambientais. A intensidade luminosa varia em média de 25 pmol
m2s?ta 30 umol m?2s?de irradiancia. O fotoperiodo empregado normalmente é de
16 horas, a temperatura entre 30 ° C e 15 ° C e a umidade relativa controlada com o
auxilio de um desumidificador. Esse ambiente deve conter estantes metalicas, com
lampadas florescentes (branca-fria) acopladas na parte inferior das prateleiras, onde
serdo dispostos os frascos de cultivo (LAMEIRA et al., 2000).

Multiplicacdo in vitro de espécies silvestres de Manihot

Dentre as espécies nas quais o protocolo de multiplicacao in vitro ja se encontra
bem estabelecido esta a Manihot esculenta Crantz e a aplicacdo dessa técnica
abrange diversas finalidades, como o0 aumento da taxa de multiplicacdo, mantendo a

gualidade e uniformidade no desenvolvimento da planta (SOUZA et al., 2013).
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O meio de cultura MS, desenvolvido por Murashige e Skoog (1962), é o mais
amplamente difundido, sendo utilizado na propragacéo in vitro de diversas espécies,
inclusive a M. esculenta Crantz, entretanto, a composi¢cao desenvolvida para essa
espécie ndo apresentou eficiéncia na multiplicagdo in vitro de espécies silvestres de
Manihot. Diante de impasses como esse, habitualmente séo realizadas adequacdes
no meio béasico (MS, no caso), alterando sua composi¢cdo para atender as
especificidades da cultura a ser propagada, como indica essa pesquisa.

Nesse contexto, 0s experimentos realizados neste capitulo tiveram como
objetivo contribuir com o estabelecimento de protocolos de multiplicacédo in vitro de

cinco espécies silvestres de Manihot.

MATERIAL E METODOS
Local de realizacdo dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratoério de Cultura de Tecidos (LCT)
do Ndcleo de Biologia Avancada (NBIO), da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em
Cruz das Almas, Bahia.

Material vegetal

Foram conduzidos cinco experimentos, estudando, em cada um deles, as
seguintes espécies silvestres de Manihot: M. violaceae (Pohl) Mull. Arg., M.
pseudoglaziovii Pax & Hoff, M. chlorosticta Standl. & Goldman, M. flabellifolia Pohl e

M. pentaphylla Pohl, previamente estabelecidas no LCT.

Preparacdo do meio de cultura

Para cada experimento, ao meio de cultura basico, composto pelos sais
minerais e vitaminas do MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), foi feita a adicdo das
combinac¢des entre cinco concentracdes de benzilaminopurina (BAP) e cinco doses
do &cido naftalenoacético (ANA), ambos os reguladores a 0 mg L?; 0,025 mg L'%; 0,05
mg L, 0,075 mg Lt e 0,1 mg L. O pH foi ajustado para 5,8, regulando-o, quando

necessario, com NaOH ou HCI (0,1 N). Como agente gelificante foi adicionado
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Phytagel® (2,4 g LY), dissolvido por aquecimento em forno de microondas. Por fim,
uma aliquota de 10 mL foi distribuida por tubo de ensaio de 25 mm de didmetro e 150
mm de altura, em um total de 20 tubos por tratamento, que, subsequentemente, foram

tampados, embalados e submetidos a autoclavagem por 20 minutos, a 120°C.

Instalag&o dos experimentos

Essa etapa foi realizada em camara de fluxo laminar (Figura 1A), onde,
utilizando pingas e bisturis, foram seccionadas as plantas de mandioca (Figura 1B),
obtendo-se microestacas de aproximadamente 1 cm de tamanho (Figura 1C),
contendo uma gema. O explante foi posteriormente introduzido em tubo de ensaio
(Figura 1D) contendo 10 mL de meio de cultura, fechado com filme de PVC esticavel
e etiguetado com o cadigo de identificacdo correspondente ao tratamento do meio de
cultura, a espécie propagada e a data do cultivo (Figura 1E).

As culturas entdo foram incubadas em sala de crescimento (Figura 1F), em
condicbes ambientais que favorecessem o desenvolvimento rapido das plantas:
temperatura de 27 + 1°C e fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de 30

pumol m2s?,
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Figura 1. Etapas da multiplicagdo in vitro. Camara de fluxo laminar (A); Seccionamento do
explante (B); Explantes (C); Microestacas in vitro devidamente etiquetadas (D e E) e Sala de
crescimento (F). Fotos: Deyse Silveira.
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Avaliacao dos experimentos

A avaliacao foi realizada aos 120 dias ap0s a inoculagéo dos explantes, sendo
as caracteristicas avaliadas: altura de planta (AP; cm), nUmero de microestacas com
1 cm (NM), numero de raizes (NR), numero de brotacdes (NB), numero de folhas

verdes (NFV) e numero de folhas senescentes (NFS).

Anélise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 5 x 5, com 20 repeti¢bes, cada uma representada por uma planta
cultivada em um tubo de ensaio. Cada combinacédo dos fatores estudados, BAP e
ANA, nos experimentos de multiplicacdo in vitro, foi aplicada aos cinco genotipos
selecionados de forma isolada, resultando, portanto, em cinco experimentos.

Os dados coletados na avaliacdo foram submetidos ao teste F da analise de
variancia. Para as médias dos fitorreguladores foram ajustados modelos de regresséo
polinomial. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa
estatistico SISVAR (Ferreira, 2013).

Os valores do numero de microestacas, nimero de raizes, numero de

brotacbes, numero de folhas verdes e numero de folhas senescentes foram

transformados em ./x + 0,5, visando o atendimento das pressuposicées da analise

de variancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em razdo da grande variabilidade genética do género Manihot e da falta de
informacBes sobre o comportamento in vitro das espécies silvestres de mandioca,
foram instalados cinco experimentos, cujos resultados sédo, entdo, apresentados e

discutidos de forma sequencial.

Experimento |: Efeito de diferentes concentracbes de BAP e de ANA na

micropropagacéao da espécie Manihot violaceae (Pohl) Mull. Arg.

Na Tabela 1, é possivel verificar que houve efeito altamente significativo

(p<0,01) da interacao BAP x ANA para altura de planta (AP), nimero de microestacas
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(NM), numero de brotacdes (NB) e numero de folhas senescentes (NFS), ao passo
que para a variavel numero de folhas verdes (NFV) apenas o fator BAP isolado
apresentou efeito significativo (p<0,05). Ja para o numero de raizes (NR) ndo houve
efeito significativo das concentragcdes dos reguladores vegetais testados nos

tratamentos aos quais foi submetido o genoétipo M. violaceae (Pohl) Mall. Arg.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia para altura de planta (AP; em cm), nUmero
de microestacas (NM), nimero de raizes (NR), numero de brotacdes (NB), numero de
folhas verdes (NFV) e numero de folhas senescentes (NFS) do gendtipo Manihot
violaceae (Pohl) Mull. Arg., em funcéo das concentracdes de BAP e de ANA (mg L™).

FVv GL QM
AP NM NR NB NFV NFS
BAP 4 60,27" 5,07" 1,10 0,28" 0,74° 4,78"
ANA 4 82,95™ 0,83 0,73ns 0,31" 0,46"™ 0,33"
BAP x ANA 16 98,08" 0,71" 0,59ns 0,42" 0,25 0,88"
Erro 315 13,10 0,19 1,10 0,08 0,27 0,34
CV (%) 25,40 12,70 30,06 18,63 21,96 18,55
Média geral 14,25 11,53 6,66 1,86 5,39 9,73

ns = nao significativo; ** e * significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F.

O desenvolvimento in vitro das plantas foi bastante variado, como evidenciam
0s respectivos coeficientes de variacdo (CVs), que oscilam entre 12,70% e 30,06%,
respectivamente para o numero de microestacas e o numero de raizes (Tabela 1).
Todavia, em cultura de tecidos os CVs séo elevados, demonstrando que mesmo sob
condicbes de cultivo controladas a distribuicdo dos erros associadas ao modelo
estatistico do delineamento inteiramente casualizado nem sempre segue o
pressuposto da normalidade (CARVALHO, 2013), tendéncia essa confirmada por
diversos estudos, entre eles o relacionado com a micropropagagcdo de Manihot
esculenta Crantz (VIDAL et al., 2013), no qual foram encontrados CVs que variaram
entre 18,99% e 63,51%. Na mulpliplicacéo in vitro de Eremanthus incanus (Less.)
Less., Miranda (2016) encontrou CVs que oscilaram entre 12, 25% e 99,53%,
enquanto na propagagao in vitro de Plinia sp., Sasso (2009) observou-se CVs de até
134,3%. No caso da mandioca, é provavel que os elevados coeficientes de variagdo
acontecam em funcdo da dificuldade em se homogeneizar a condicdo de cada
microestaca utilizada na instalacdo do experimento, notadamente sob o ponto de vista

fisiol6gico.
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Os modelos de regressao polinomial encontram-se na Tabela 2, na qual é
possivel observar os ajustes de modelos de 1° e 2° graus, com coeficientes de
determinacao (R2) variando de 52,16% a 98,95%.

Tabela 2. Equacdes de regressao polinomial, coeficientes de determinacgéo (R2), dose
Otima e valores estimados da altura de planta (cm), nimero de microestacas, humero
de brotacdes, numero de folhas verdes e numero de folhas senescentes do genaétipo
Manihot violaceae (Pohl) Mll. Arg. em funcédo das concentracfes de BAP e de ANA
(mg L?).

Interagdes Doses Equagao Rz Pgse .
(mg L1) (%) 6tima Valor estimado
Altura de planta (cm)
BAP (ANA) 0 ¥ *"=1818,3x2 - 165,2x + 17,265 52,16 0,05 13,51
BAP (ANA) 0,075 §"*=-2157,4x2 + 232,62x + 10,309 98,95 0,05 16,58
ANA (BAP) 0 §*"=2524,4x2 - 274,33x + 16,513 83,84 0,05 9,06
ANA (BAP) 0,025 §77=-1680,3x? + 118,69x + 15,289 98,12 0,04 17,38
ANA (BAP) 0,05 §7'=52,967x + 10,713 70,58 0,1 16,01
ANA (BAP) 0,1 §7'=1260x%- 172,1x + 18,205 96,66 0,07 12,33
Numero de microestacas
BAP (ANA) 0,025 § ** =-1344,3x2 + 198,22x + 6,6475 62,93 0,07 13,95
BAP (ANA) 0,05 y **=-1390,5x2 + 180,38x + 6,9619 81,94 0,06 12,81
BAP (ANA) 0,075 ¢ **=-1100,2x2 + 149,29x + 7,3485 90,57 0,07 12,41
ANA (BAP) 0 y** = 1684,5x2 - 174,38x + 10,826 93,81 0,05 6,31
ANA (BAP) 0,075 y** =-59,576x + 17,574 78,85 0 17,57
ANA (BAP) 0,1 y*=-19,143x + 12,554 57,49 0 12,55
Numero de brotagoes
BAP (ANA) 0 0** = -617,3x2 + 64,036x + 0,9567 82,14 0,05 2,62
BAP (ANA) 0,05 * = 215,09x2 - 18,114x + 1,736 53,57 0,04 1,35
ANA (BAP) 0 ¥ "= 8,3197x + 1,3292 63,81 0,1 2,16
ANA (BAP) 0,025 ¥ 7=235,54x2 - 12,926x + 1,8202 76,58 0,03 1,64
ANA (BAP) 0,05 §**= 655,24x2 - 74,19x + 2,999 96,46 0,06 0,90
ANA (BAP) 0,1 *=6,5357x + 1,3958 64,11 0,1 2,05
Numero de folhas verdes
BAP ¥ "=-59.809x2 + 5.0861x + 2.3407 61,13 0,04 2,45
Numero de folhas senescentes

BAP(ANA) 0,05 §7=50.325x + 7.5064 81,07 0,1 12,51
ANA(BAP) 0 ¥ "= 1036.6x2 - 86.048x + 7.3471 81,63 0,04 5,56

** @ * gignificativo a 1 % e 5 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F da ANAVA.

Considerando-se a concentracéao dos reguladores de crescimento, observa-se
que ainteracdo da dose de 0,1 mg L para ambos (Tabela 2) influenciaram o aumento
na formacéo de brotacdes, apresentando a maior média (2,05). Resultado legitimado
por Skoog e Miller (1957), enunciando que o equilibrio de citoninina e auxina é
fundamental para a regeneracgéo de brotacoes.

Estima-se que a dose de 0,04 mg L de BAP induza a obtencédo de melhores
resultados referentes ao niamero de folhas verdes (2,45). Ja4 na interacdo entre as

doses de 0,05 mg L de ANA e 0,1 mg L* de BAP encontrou-se os maiores valores
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para numero de folhas senescentes (12,51), demonstrando um expressivo sinal de
envelhecimento das plantas.

De acordo com os valores estimados obtidos a partir das equacdes de
regressao (Tabela 2), a maior média estimada para altura de planta (17,38) &
favorecida pela combinacgédo das doses de 0,025 mg L't de BAP e de 0, 04 mg L de
ANA. Quanto ao numero de microestacas, a maior média (17,57) foi encontrada no
tratamento com adicdo de 0,075 mg L de BAP e auséncia de ANA.

Associando as duas variaveis que sdo mais decisivas no processo de
micropropagacao, encontrou-se resultados favoraveis na auséncia de BAP dentro da
dose 0,05 mg L* de ANA, onde as médias estimadas para altura de planta e nimero

de microestacas foram de 9,06 cm e 6,31 cm, respectivamente.

Experimento II: Efeito de diferentes concentragcbes de BAP e de ANA na

micropropagacaoda espécie Manihot pseudoglaziovii Pax & Hoff).

O resumo da andlise de variancia (Tabela 3) revela que o numero de raizes, o
namero de brotos e o numero de folhas senescentes foram estimulados pela
concentracdo de BAP isoladamente, visto que essa fonte de variagcdo apresentou
efeito altamente significativo (p<0,01). A interacao entre BAP e ANA foi significativa
(p<0,05) apenas para os resultados obtidos na altura de planta. Nota-se uma variacao
de 22,14% a 29,24% nos coeficientes de variacdo (CV) para nimero de brotos e altura
de planta, respectivamente

Tabela 3. Resumo da analise de variancia para altura de planta (AP; em cm), nimero
de microestacas (NM), nimero de raizes (NR), numero de brotacdes (NB), numero de
folhas verdes (NFV) e numero de folhas senescentes (NFS) de espécie Manihot
pseudoglaziovii Pax & Hoff), funcéo das concentracdes de BAP e de ANA (mg L™ 1).

oM

FVv GL
AP NM NR NB NFV  NFS
BAP 4 91,98 0,22" 6,63" 0,87 0,56" 1,54"
ANA 4 10,11m 0,24" 2,03 0,17~ 0,45" 0,28™
BAP x ANA 16 38,25 0,60"s 1,04 0,18"™ 0,33" 0,75"
Erro 266 21,11 0,38 0,79 0,12 0,31 0,47
CV (%) 29,24 29,24 27,08 22,14 23,08 26,00
Média geral 15,71 10,13 11,18 200 5,67 6,94

ns = nao significativo; ** e * significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F.
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Na Tabela 4 estdo os modelos de regressao polinomial, onde se observa os
coeficientes de determinacgdo (R?) variando de 55,77% a 96,58% para altura de planta
e numero de raizes.

Tabela 4. Equacdes de regressao polinomial, coeficientes de determinacgédo (R?), dose
Otima e valores estimados da altura de planta (cm), nimero de microestacas, himero
de brotagfes, numero de folhas verdes e nimero de folhas senescentes da espécie
Manihot pseudoglaziovii Pax & Hoff, em funcédo das concentracdes de BAP e de ANA
(mg L?).

Doses

Interagdes (mg L) Equacgdo R?(%) Dose 6tima Valor estimado
Altura de planta (cm)
BAP (ANA) 0 §7'=1531,8x*- 209,79x + 19,493 55,77 0,07 12,31
ANA (BAP) 0 ¥""=-36,093x + 19,095 55,77 0 19,09
Nuamero de raizes
BAP y""=-56,782x + 13,68 96,58 0 13,68
ANA y ™=11,30281 - 0 11,30
Numero de brotagdes
BAP "= -102,4x + 10,501x + 1,4 90,95 0,05 1,67
Numero de folhas senescentes
BAP y=-664,88x> + 76,481x + 5,6861 74,34 0,06 7,89

** @ * gignificativo a 1 % e 5 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F da ANAVA.

O melhore resultado referente a taxa de brotacdo (1,67) foi encontrados na
presenca do BAP, sendo 0,05 mg L a melhor dose estimada (Tabela 5), enquanto
uma dose ligeiramente superior (0,06) prevé o aumento no numero de folhas
senescentes (7,89).

Contudo, a micropropagacdo de Manihot pseudoglaziovii Pax & Hoff
demonstrou-se viavel na auséncia do &cidonaftaleno acetico e da benzilaminopurina,
tendo em vista que as médias estimadas para altura de planta (19,09) e nimero de
raizes (13,68) foram maiores em meio de cultura sem esses reguladores. Resultados
similares foram encontrados na micropropagacéao de Melissa officinalis L. (REIS et al.,
2008), Splanum betaceum Cav. (COPATTI et al., 2016), Rosmarinus officinalis L.
(DILL, 2014), Plathymenia reticulata Benth. (MOURA et al.,, 2012) e Hancornia
speciosa Gomes (OLIVEIRA et al., 2016), onde em meio de cultura MS sem acréscimo
de BAP e ANA, os explantes mostraram-se mais responsivos. De acordo com Mallon
et al. (2011), este comportamento pode ser atribuido a presenca de concentracdes
endogenas de auxinas e citocininas suficientes para induzir seu desenvolvimento in

vitro.
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Experimento Ill: Efeito de diferentes concentragbes de BAP e de ANA na

micropropagacao de Manihot chlorostita Standl. & Goldman).

O fator BAP isolado apresentou efeito significativo para todas as variaveis,
havendo também efeito significativo da interacdo BAP x ANA para numero de
microestacas, numero de raizes, numero de folhas verdes e numero de folhas
senescentes (Tabela 5).

Tabela 5. Resumo da analise de variancia para altura de planta (AP; em cm), nimero
de microestacas (NM), nimero de raizes (NR), numero de brotacdes (NB), numero de
folhas verdes (NFV) e namero de folhas senescentes (NFS) do gendtipo Manihot
chlorostica Standl. & Goldman), em funcéo das concentracdes de BAP e de ANA (mg
L-1).

M
Fv GL AP NQI\/I NR NB NVF  NES
BAP 4 182,65 3,29" 3,198 0,64" 0,81" 2,50
ANA 4 202,08 1,98™ 2,66™ 0,23 0,07 2,09"
BAP x ANA 16 102,65 0,63 0,96™ 0,11 0,24 0,70
Erro 248 67,56 0,32 0,26 0,09 0,14 0,38
CV (%) 31,94 15,36 14,08 18,14 19,67 20,30
Média geral 25,74 13,61 13,17 2,25 3,25 9,30

ns = nao significativo; ** e * significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F.

Alguns trabalhos de pesquisa envolveram concentracdes semelhantes as
encontradas neste estudo, como o de Mendonca et al. (2015), onde o meio de cultura
MS foi suplementado com ANA e BAP nas doses de 0,0 mg L.%; 0,01 mg L *; 0,1 mg
Lt e 1,0 mg L1, para a espécie silvestre Manihot chlorosticta Standl. & Goldman,
verificando-se que elas nao favoreceram a multiplicagdo in vitro dessa espécie
silvestre.

Semelhantemente aos resultados encontrados neste experimento, onde as
plantas que apresentaram as maiores médias para altura (25,64 cm e 25,54 cm) e
namero de microestacas (19,35), foram submetidas ao meio MS sem adicdo de ANA
e de BAP (Tabela 6). A omissdo desses fitorreguladores também favoreceu a
proliferacéo de brotos (2,63), resultado também encontrado na propagacao in vitro de
Amburana acreana (Ducke) A. C. Sm. (FERMINO JUNIOR et al., 2012). Esses
resultados indicam que a suplementacdo do meio de cultura com esses reguladores
€ dispenséavel, no que tange ao estimulo para o desenvolvimento das variaveis

mencionadas.
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Tabela 6. Equacdes de regresséo polinomial, coeficientes de determinacgao (R?), dose
Otima e valores estimados da altura de planta (cm), nUmero de microestacas, nUmero
de raizes, numero de brotagBes, nimero de folhas verdes e numero de folhas
senescentes do genotipo Manihot chlorosticta Standl. & Goldman), em funcéo das
concentracbes de BAP e de ANA (mg L?Y).

Interagdes (?nzsf_f) Equacgdo R?(%) Dose 6tima Valor estimado
Altura de planta (cm)
BAP y"=25,64 - 25,64'
ANA §"=25,54 - 25,54
Numero de microestacas
BAP (ANA) 0 ¥"=1280x% - 199,78x + 19,179 99,02 0,08 11,38
BAP (ANA) 0,025 §"=-70,462x + 17,165 83,62 0,00 17,16
ANA (BAP) 0 §'=-71,231x + 19,356 93,49 0,00 19,35
ANA (BAP) 0,025 ¥""=-41,299x + 15,131 50,72 0,00 15,13
ANA (BAP) 0,05 §7'=-1562,2x*> + 144,36x + 12,174 97,83 0,05 15,51
Ndmero de raizes
BAP (ANA) 0,025 ¥ =-183,53x* +21,84x + 3,1093 86,18 0,06 3,76
BAP (ANA) 0,1 §7'=-280,54x% + 34,657x + 3,0785 73,88 0,06 4,15
ANA (BAP) 0,05 §77=-292,22x2 + 39,828x + 3,1048 94,22 0,07 4,46
ANA (BAP) 0,075 ¥ "=6,1884x + 3,4934 64,65 0,10 4,11
ANA (BAP) 0,1 ¥ =-234,91x* + 29,06x + 3,1253 85,04 0,06 4,02
Numero de brotagoes
BAP y'=-8,5193x + 2,6343 78,09 0,00 2,63
ANA ¢’=-155,26x% + 13,719x + 2,1338 64,20 0,04 2,44
Numero de folhas verdes
BAP (ANA) 0,025 {'=455,4x? - 62,339x + 4,4727 69,23 0,07 2,34
BAP (ANA) 0,075 ¥ '=-16,318x + 4,2723 69,48 0 4,27
BAP (ANA) 0,1 ¢""=-14,81x + 3,875 54,83 0 3,87
Numero de folhas senescentes
BAP (ANA) 0 ¥ '=-63,911x + 12,689 82,77 0 12,69
BAP (ANA) 0,025 y""=-46,866x + 12,174 58,29 0 12,17
ANA (BAP) 0 y""=-59,658x + 13,344 83,28 0 13,34
ANA (BAP) 0,025 y""=-40,983x + 11,56 66,58 0 11,56
ANA (BAP) 0,075 ¢""=-1345,9x% + 132,77x + 8,2809 74,65 0,05 11,55

** @ * gignificativo a 1 % e 5 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F da ANAVA; 'baseado
na média dos valores observados.

Em contrapartida, a auséncia desses reguladores pode favorecer o
envelhecimento fisioldgico, tendo em vista que o maior niumero de folhas senescentes

(13,34) foi estimado nas plantas mantidas nesse tratamento. Porém, de modo geral,
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ndo houve grandes oscilacdo entre as médias encontradas nos demais tratamentos
para esta variavel.

Quanto ao numero de folhas verdes, o meio que continha 0,075 mg L-* de ANA,
sem acréscimo do BAP, resultou na maior média para essa variavel (4,27). De forma
semelhante, na proliferacdo in vitro de brotos de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown,
(ASMAR et al., 2012), a auséncia dessa citocinina também favoreceu o
desenvolvimento de um maior numero de folhas verdes.

Para altura de planta ndo foi possivel ajustar uma equacéo de regressao que
representasse matematicamente a relacéo entre essa variavel e as concentracdes dos

fitorreguladores estudadas.

Experimento |V: Efeito de diferentes concentracbes de BAP e de ANA na
micropropagacao in vitro da espécie Manihot flabellifolia Pohl).

A andlise de variancia dos dados (Tabela 7) indicou que houve efeito
significativo da interacdo entre os reguladores de crescimento para a maioria das
variaveis, exceto altura de planta e numero de folhas senescentes, sendo que para

esta variavel os fatores isolados apresentaram efeito significativo.

Tabela 7. Resumo da andlise de variancia para altura de planta (AP, em cm), niUmero
de microestacas (NM), numero de raizes (NR), nimero de brota¢cdes (NB), nUmero de
folhas verdes (NFV) e nimero de folhas senescentes (NFS) da espécie Manihot
flabellifolia Pohl), em funcdo das concentragdes de BAP e de ANA (mg L1).

FV GL aMm

AP NM NR NB NFV NFS

BAP 4 47,19™ 5,54™ 3,30 2,907 1.23" 3.38"

ANA 4 69,38™ 1,67 2,86 1,82 1.83" 2.30™

BAP x ANA 16 14,87™ 0,43" 0,99 0,907 0.39" 0.48™
Erro 118 39,99 0,20 0,17 0,35 022 0.44

CV (%) 109,52 25,58 19,44 26,37 24,19 126,67
Média geral 5,77 2,94 4,43 511 3,62 6,30

ns = ndo significativo; ** e * significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F.

Foram obtidos os melhores resultados para numero de raizes (7,54) no
tratamento contendo 0,025 mg L* de ANA e auséncia de BAP (Tabela 8). Resposta
similar foi observada na multiplicacdo in vitro de segmentos caulinares de Satureja
hortensis L. (NAVROSKI et al., 2014), onde em meio com baixa concentracdo de ANA

e auséncia de BAP obteve-se um maior enraizamento, evidenciando a atuacédo da
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auxina no desenvolvimento das raizes. A auséncia de BAP dentro da dose de 0,025
mg L de ANA também demonstrou efeito significativo para o nimero de folhas

verdes, que apresentou uma média aproximada de 5 folhas por planta.

Tabela 8. Equacdes de regressao polinomial, coeficientes de determinacéo (R?), dose
Otima e valores estimados da altura de planta (cm), nimero de microestacas, nimero
de raizes, numero de brotacdes, numero de folhas verdes e namero de folhas
senescentes de espécie Manihot flabellifolia Pohl, em funcdo das concentracdes de
BAP e de ANA (mg L.

Doses Dose

InteragGes (mg L) Equacgdo R% (%) Stima Valor estimado
Numero de microestacas
BAP (ANA) 0 § ** =941,71x% - 146,65x + 6,8222 84,3 0,08 1,11
BAP (ANA) 0,025 ¥ **=1190,5x° - 192,18x + 8,7664 92,7 0,08 1,01
Numero de raizes
BAP (ANA) 0 J** =-1004,3x% + 74,715x + 5,0186 96,69 0,04 6,41
BAP (ANA) 0,025 y** =-54,689x + 7,5439 94,99 0,00 7,54
BAP (ANA) 0,1 y** =-1243,8x* + 95,248x + 4,8386 73,04 0,04 6,66
ANA (BAP) 0,05 y**=1633,4x*- 171,71x + 6,8095 60,09 0,05 2,30
ANA (BAP) 0,075 {** = 1081,9x2 - 106,06x + 5,5124 90,53 0,05 2,91
Numero de brotagoes
BAP (ANA) 0 y** =-1824,4x*> + 193,87x + 2,5254 97,78 0,05 7,68
BAP (ANA) 0,025 g** =-2337,8x2+213,56x +3,49 91,57 0,05 8,37
ANA (BAP) 0,075 y* = 1447,6x% - 115,43x + 6,5095 97,77 0,04 4,21
Numero de folhas verdes
BAP (ANA) 0 y** =-953,51x> + 80,665x + 3,6372 92,39 0,04 5,34
BAP (ANA) 0,025 y** =-29,667x + 5,0917 65,80 0 5,09
ANA (BAP) 0,025 y**=931,97x% - 103,44x + 4,9566 75,35 0,06 2,09
ANA (BAP) 0,05 y** =1204,4x> - 142,59x + 6,367 76,78 0,06 2,15
ANA (BAP) 0,075 J** = 1649,5x%- 120,29x +4,5019 91,47 0,04 2,31
Numero de folhas senescentes
BAP y** =-44,663x + 8,1471 81,40 0 8,14
ANA y** =-27,185x + 7,4335 56,13 0 7,43

** @ * significativo a 1 % e 5 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F da ANAVA.

De acordo com a equacao de regressao (Tabela 8), estima-se que os melhores
resultados para numero de microestacas poderdo ser encontradas em plantas
submetidas as concentraces de 0,025 mg L* de ANA e 0,08 mg L de BAP. Essa
variavel revela-se fundamental para o processo de micropropagacao, tendo em vista
que ela define a quantidade de explantes para realizacdo de novos subcultivos,
determinando assim a taxa de multiplicagéo (VIDAL et al., 2009).
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As citocininas, dentre outras atuagbes, agem estimulando a formacao de
brotos, principalmente quando associados a uma auxina. Porém a natureza e a
concentracdo desses reguladores irdo variar de acordo com a espécie (GANA, 2010).
Na espécie selecionada para este experimento, Manihot flabellifolia Pohl, a interacéo
das doses de 0,025 mg L* de ANA e de 0,05 mg L de BAP propiciou a maior média
para numero de brotos (8,37). Na auséncia desses reguladores, se encontrou as

maiores médias quanto ao numero de folhas senescentes (8,14 e 7,43).

Experimento V: Efeito de diferentes concentragbes d BAP e de ANA na

micropropagacao in vitro de Manihot pentaphylla Pohl.

Todas as variaveis mostraram efeito significativo para a interacdo ANA x BAP,
exceto o numero de folhas verdes, que, entretanto, apresentou resultados

significativos para os fatores isolados BAP e ANA (Tabela 9).

Tabela 9. Resumo da analise de variancia para altura de planta (AP; em cm), nimero
de microestacas (NM), nimero de raizes (NR), numero de brotacdes (NB), numero de
folhas verdes (NFV) e numero de folhas senescentes (NFS) de Manihot pentaphylla
Pohl), em funcdo das concentragdes de BAP e de ANA (mg L1).

QM
Fv GL AP NM NR NB NFV NFS
BAP 4 198,90™ 3,47" 10,88™ 0,40 10,21" 1,76"
ANA 4 133,24 6,917 6,11" 1,62" 4,05 6,06"
BAP x ANA 16 75,01" 1,717 0,87" 0,37" 0,39"s 3,91"
Erro 380 13,06 0,47 0,34 0,14 0,42 0,70
CV (%) 27,41 16,58 31,85 19,87 1823 2504
Média geral 13,18 17,44 3,43 3,35 12,84 11,59

ns = nao significativo; ** e * significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F.

Foram obtidos os melhores resultados para altura de planta (17,90 cm) na
auséncia dos reguladores vegetais ANA e BAP (Tabela 10), bem como para nimero
de microestacas (22,62) e numero de raizes (5,75). Quanto ao niamero de brotos, a
maior meédia estimada (4,36) aconteceu no tratamento sem adicdo de ANA, mas
contendo 0,1 mg L de BAP.
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Tabela 10. Equagbes de regressdo polinomial, coeficientes de determinagéo (R?),
dose Otima e valores estimados da altura de planta (cm), nimero de microestacas,
namero de brotag6es, numero de folhas verdes e niumero de folhas senescentes de
Manihot pentaphylla Pohl), em funcdo das concentracdes de BAP e de ANA (mg L.

Interacdes (%sf—?) Equacéo R? (%) Dose 6tima  Valor estimado
Altura de planta (cm)
BAP (ANA) 0,025 §™ =1793,9x% - 207,98x + 18,68 63,33 0,06 12,65
BAP (ANA) 0,05 §™ =1520,1x% - 141,91x + 13,387 93,88 0,05 10,70
ANA (BAP) 0 y"=-52,93x + 17,908 69,85 0,00 17,90
ANA (BAP) 0,05 §'= 855,03x? - 144,37x + 16,598 88,94 0,08 10,50
ANA (BAP) 0,075 §7=1040,7x? - 72,959x + 11,159 61,00 0,04 9,88
ANA (BAP) 0,1 §"=-33,527x + 16,084 63,18 0,00 16,08
Numero de microestacas
BAP (ANA) 0,05 §7=2081,9%? - 240,11x + 20,029 92,94 0,06 13,11
BAP (ANA) 0,075 §7=2198,3x? - 279,62x + 20,926 70,48 0,06 12,03
ANA (BAP) 0 y'=-42,895x + 22,62 95,32 0,00 22,62
ANA (BAP) 0,025 y'=-41,172x + 17,645 62,37 0,00 17,64
ANA (BAP) 0,075 ¥'= 3136,5x2 - 425,05x + 25,929 89,84 0,07 11,53
ANA (BAP) 0,1 y'=-41,149x + 20,033 63,25 0,00 20,03
NUmero de raizes
BAP (ANA) 0,05 y"=820,82x? - 109,71x + 5,4799 92,29 0,07 1,81
BAP (ANA) 0,075 y"=525,46x° - 71,595x + 5,112 55,28 0,07 2,67
BAP (ANA) 0,1 §"=-24,762x + 3,4894 75,78 0,00 3,49
ANA (BAP) 0 y'= -17.562x + 5.7576 78,93 0 5,75
ANA (BAP) 0,025 y"=-23.233x + 5.4429 82,50 0 5,44
ANA (BAP) 0,05 y"=-27,629x + 4,4539 66,41 0 4,45
ANA (BAP) 0,075 ¥'=472.03x? - 51.357x + 2.5569 99,64 0,05 1,16
ANA (BAP) 0,1 y'=-426.33x% + 9.1338x + 4.6181 79,38 0,01 4,66
Nimero de brotos
BAP (ANA) 0,075 y'=-13,965x + 3,7382 69,31 0,00 3,74
ANA (BAP) 0,075 §7=501,58x%? - 76,745x + 5,4756 92,82 0,08 2,54
ANA (BAP) 0,1 y"'=-23,249x + 4,3616 95,69 0,00 4,36
Numero de folhas verdes
BAP §'=1228,4x% - 178,59x + 17,375 92,84 0,07 10,88
ANA ¥'= 652,29x2 - 103,12x + 15,601 93,69 0,08 11,52
Numero de folhas senescentes
BAP (ANA) 0,025 ¥'=36,019x + 11,271 75,38 0,1 14,87
BAP (ANA) 0,05 y'=22,622x + 8,4166 78,50 0,1 10,68
ANA (BAP) 0,075 y'= 2053x2 - 275,17x + 18,558 92,03 0,07 9,36
ANA (BAP) 0,1 y'= -61,488x + 15,006 95,22 0 15,01

** @ * significativo a 1 % e 5 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F da ANAVA.

De acordo com os valores estimados pela equacéo de regresséao (Tabela 10),
apenas a adi¢édo de 0,08 mg L* de ANA propicia a manutencdo de um maior nimero

de folhas verdes (11,52). J& o tratamento com 0,1 mg L* de BAP, também na auséncia
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de ANA, favorece a senescéncia das folhas, porém essa mesma combinacao
apresentou médias relevantes para altura de planta (16,08), nimero de microestacas
(20,03) e numero de brotos (4,36).

CONCLUSOES

Para a Manihot violaceae (Pohl) Mll. Arg. e M. flabellifolia Pohl dentro das
concentractes de BAP e ANA estudadas foram encontrados resultados favoraveis a
multiplicag&o in vitro.

Na multiplicacdo in vitro dos genétipos M. pseudoglaziovii Pax & Hoff, M.
chlorosticta Standl. & Goldman e M. pentaphylla Pohl ndo ha necessidade da adicéo
de ANA e BAP no meio de cultura.
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CONSERVACAO IN VITRO DE ESPECIES SILVESTRES DE Manihot

RESUMO:

A conservacgao in vitro sob condicbes de crescimento lento permite prolongar os
periodos entre uma subcultura e outra, sem afetar a viabilidade da planta, além de
reduzir o risco de contaminacéao e possibilitar a preservacao de grandes cole¢cbes em
espaco reduzido. Esse € um método especialmente Util para as espécies silvestres de
Manihot, que, distintivamente da espécie cultivada, sdo notoriamente dificeis de
manter em colecdes de campo fora do seu habitat natural. Para isso, nos
experimentos descritos neste capitulo, tiveram como objetivo estabelecer protocolos
de conservacao in vitro de cinco espécies silvestres de Manihot, utilizando para este
fim o meio de cultura 8S, como meio bésico, suplementado com vinte e cinco
tratamentos advindos das combinac¢des entre cinco concentracées de paclobutrazol
(OmgL?;0,0mgL?;0,20mgL?0,30mgLte0,40mgL?)esacarose (0gL? 59
L1, 10g Lt 15gLte 20 gL?), aplicados em cinco genétipos de espécies silvestres
de Manihot, M. violaceae (Pohl) Mull. Arg., M. chlorosticta Standl. & Goldman, M.
flabellifolia Pohl, M. pseudoglaziovii Pax & Hoff e M. tristis Mull. Arg. Ap6s 120 de
cultivo, as variaveis avaliadas, altura de planta (cm), nimero de microestacas com 1
cm, numero de raizes (NR), nimero de brotagdes (NB), nimero de folhas verdes e
namero de folhas senescentes, permitiram verificar que a combinacao entre as doses
de 0,1 mg L* de paclobutrazol e 5 g L™ de sacarose em meio basico 8S revelou um
efeito expressivo para a conservacgéo in vitro do genotipo M. pseudoglaziovii Pax &
Hoff; para a M. violacea (Pohl) Miill. Arg. a concentracéo de 10 g L de sacarose
associada a 0,2 mg L de paclobutrazol apresentou melhores resultados, enquanto a
espécie M. chlorosticta Standl. & Goldman demonstrou melhor comportamento
guando submetida ao tratamento de 0,3 mg L de paclobutrazol sem sacarose; Para
as espécies M. flabelifolia Pohl e M. tristis Mull. Arg. as concentragfes utilizadas de
sacarose e de paclobutrazol ndo se mostraram eficientes para conservagao in vitro
das plantas.

Palavras chave: Paclobutrazol, Preservacéo in vitro de germoplasma, Sacarose



IN VITRO CONSERVATION OF WILD SPECIES OF Manihot

ABSTRACT:

The in vitro conservation under a slow growing conditions allows to increase periods
between one subculture and another, without affecting the plant viability, besides
reducing the risk of contamination and allowing the preservation of large collections in
a reduced space. This is a particularly useful method for the wild species of Manihot,
which, distinct from the cultivated species, are notoriously difficult to maintain in field
collections outside their natural habitat. For this, in the experiments described in this
chapter, the objective was to establish in vitro conservation protocols of five wild
species of Manihot, using for this purpose the 8S culture medium as a basic medium,
supplemented with twenty-five treatments resulting from the combinations of five
concentrations of paclobutrazol (0 mg L-1, 0.10 mg L%, 0.25 mg L* and 0.40 mg L)
and sucrose (0 gL1,5 gL, 10 gL, 15 gL* And 20 gL?), applied to five genotypes of
wild species of Manihot, M. violaceae (Pohl) Mull. Arg., M. chlorosticta Standl. &
Goldman, M. flabellifolia Pohl, M. pseudoglaziovii Pax & Hoff and M. tristis Mull. Arg.
After 120 days of cultivation, the evaluated variables, plant height (cm), number of
micro-shoots with 1 cm, number of roots, number of shoots, number of green leaves
and number of senescent leaves allowed to verify that the combination between the
doses of 0.1 mg L paclobutrazol and 5 g L™ sucrose in 8S showed an expressive
effect for the in vitro conservation of the genotype M. pseudoglaziovii Pax & Hoff; For
M. violacea (Pohl) Muill. Arg. The concentration of 10 g L of sucrose associated with
0.2 mg L of paclobutrazol showed better responses, whereas the M. chlorosticta
Standl. & Goldman demonstrated better behavior when submitted to paclobutrazol 0.3
mg L treatment without sucrose; The species M. flabelifolia Pohl and M. tristis Mll.
Arg. The concentrations of sucrose and paclobutrazol used were not efficient for in
vitro plant conservation.

Keywords: Paclobutrazol, In vitro germplasm preservation, Sucrose
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INTRODUCAO

O germoplasma € o material vegetal que integra informacdes referentes a
composicdo genética das diferentes espécies, compreendendo, portanto, uma
relevante fonte de variabilidade genética disponivel para o melhoramento de plantas
(BESPALHOK et al., 2007). Sua conservacao é realizada por meio de trés estratégias
complementares: conservacao in situ, on farm e ex situ.

A conservacao in situ refere-se a preservacao de recursos genéticos realizada
em reservas genéticas, reservas extrativistas e reservas de desenvolvimento
sustentavel, podendo ser também em areas protegidas, seja de ambito federal,
estadual ou municipal (BRASIL, 2016). Consiste em preservar e manter populacées
especificas, no seu habitat natural, e no caso das espécies cultivadas ou
domesticadas, no ambiente em que tenham desenvolvido suas caracteristicas
especificas, sendo, dessa forma, um sistema de conservacdo dinamico,
considerando-se que essas espécies estao sujeitas a selecdo ambiental determinado
por fatores bidticos e abidticos (SIMON, 2010; VALOIS et al.,1996).

A conservacdo on farm é um componente importante da conservacéao in situ.
Consiste na preservacdo dos recursos genéticos de espécies cultivadas por
agricultores e comunidades locais e tradicionais, detentoras de grande diversidade
vegetal, essenciais para a seguranca alimentar das populacdes, possibilitando sua
evolucdo mediante recursos naturais e intervencao humana (BRASIL, 2016; RANA et
al., 2008; SANTONIERI, 2015).

Em complementariedade a conservacao in situ e on farm esta a conservacao
de espécies, tanto silvestres quanto cultivadas, fora do ambiente natural, denominada
conservacao ex situ (JOSE, 2010). Esta €, muitas vezes a Unica forma viavel para a
conservacao de espécies raras e ameacadas de extincdo (RAMSAY et al., 2000),
sendo uma estratégia crescentemente utilizada ndo somente para 0S recursos
genéticos considerados de alto risco de erosdo genética, mas para 0s que tém
importancia na alimentacdo humana e na agricultura, garantindo o seu facil acesso no
futuro.

Existem varias técnicas de conservacao de germoplasma ex situ, como jardins
botanicos, banco de germoplasma (BAG) em campo, BAG in vitro e banco de
sementes. Dentre elas a cultura de tecidos representa um imenso potencial para a

preservacdo da biodiversidade, pois possibilita o cultivo in vitro de espécies
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endémicas, espécies protegidas, novas variedades e até mesmo espécies ameacadas
de extingdo, haja vista que sdao mantidas em ambiente protegido, sob condigbes
controladas, evitando, desse modo, a exposicado das plantas a estresses ambientais,
insetos e infeccOes patogénicas (WITHERS; ENGELMANN, 1997). Porém, o cultivo
in vitro necessita de frequentes subcultivos, 0 que pode, em alguns casos, induzir
instabilidade genética (BAIRU et al., 2011), colocando em risco a aplicagdo dessa
metodologia para a preservacdo de alguns gendtipos. Uma alternativa valida é a
aplicacdo de técnicas de conservagcdo por crescimento lento, que permitem a
diminuicdo do nimero de subcultivos e consequente reducédo dos riscos de variacao
genética e dos custos operacionais, considerando que ndo necessita de constante
manutencao.

Conservacao in vitro sob condi¢des de crescimento lento, por meio da reducao
do metabolismo celular, do crescimento dos tecidos e do desenvolvimento dos
explantes, permite prolongar os periodos entre uma subcultura e outra, sem afetar sua
viabilidade. Essa técnica reduz o risco de contaminacdo e das chances do
aparecimento de variabilidade somaclonal, e permite preservar grandes colecfes em
espaco reduzido. O retardo no crescimento € normalmente alcancado por meio da
variacdo de fatores quimicos (composicdo do meio de cultivo), fatores fisicos
(alteracdes das condicbes de incubacao) e da combinacdo de ambos (ASHMORE,
1997; MARCO-MEDINA; CASAS, 2012; ROCA et al., 1991).

As modificacbes no meio de cultivo podem envolver alteracdes na
concentracéo ou natureza dos reguladores de crescimento, reducao na concentracao
de elementos minerais, adicdo de compostos osmaoticos como manitol, sorbitol e
sacarose, e acréscimo de retardantes de crescimento (WITHERS, 1997). A inducéo
ao crescimento lento também inclui as variagdes nas condicbes ambientais,
principalmente em relacdo a reducdo da temperatura, da intensidade luminosa e do
fotoperiodo.

Nas plantas em campo, um dos principais fatores que determinam o
crescimento € a sintese, o transporte e o metabolismo do agucar, uma excelente fonte
de carbono e energia (LEMOINE et al., 2013). Contudo, como as culturas in vitro nao
possuem condi¢cdes adequadas para a realizacdo da fotossintese, por conseguinte, a
adicdo de acucares ao meio de cultura € essencial para atender a demanda energética
(AZCON-BIETO; TALON, 2013; RUKUNDO et al., 2012), atuando sobre a fisiologia, o

crescimento e a diferenciacao das células. A sacarose constitui a fonte de carboidrato
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mais utilizada no meio de cultura e varios estudos concluiram que ela exerce influéncia
sobre a taxa de crescimento celular (DECCETTI, 2004; LEIFERT et al., 1995).

O crescimento lento em culturas in vitro pode também ser promovido pela
adicao de agentes osmoticos, que se refere a substancias que induzem alteracdes no
potencial osmético do meio de cultura, sem interferir no metabolismo do carbono da
planta (FARIA et al., 2006). A sacarose também é um agente osmotico
frequentemente utilizado e age no meio de cultura captando, por gradiente osmético,
a agua intracelular remanescente, permitindo que o crescimento aconteca de forma
mais lenta (ARRIGONI-BLANK et al., 2014; DUMET et al.. 1993).

Para muitas espécies de plantas, os inibidores de crescimento aplicados ao
meio de conservacao in vitro sdo necessarios para controlar o crescimento e retardar
o envelhecimento (SILVA, 2008; TAIZ; ZEIGER, 2004). O paclobutrazol consite em
um regulador de crescimento vegetal que atua inibindo a biossintese da giberelina,
reduzindo sensivelmente tanto a divisdo quanto o alongamento celular, e,
consequentemente retardando o crescimento da planta sem que ocorra citotoxidade
(RADEMACHER, 2000; SILVA et al., 2003).

Outros parametros que afetam a eficiéncia da conservagao por crescimento
lento a se considerar é o tipo de explante, pois, geralmente, o crescimento lento é
aplicado em tecidos organizados como segmentos do caule, ao invés de tecidos

indiferenciados, tais como calos, por serem mais propensos a variacdo somaclonal.

Conservacao in vitro de espécies silvestres de Manihot

Numa perspectiva a longo prazo, as técnicas para a conservacao in vitro de
mandioca sdo geralmente mais econdémicas e menos arriscadas em comparagcao a
cole¢gbes de campo. Conjuntamente apresentam outras vantagens, como a reducao
do espaco necessario para manutencao dessas espécies, a reducdo de perdas devido
a fatores climaticos e inerentes ao solo, a possibilidade de manter cépias de
seguranca das plantas que estdo em campo e a facilidade de intercambio de
germoplasma. Esse € um método especialmente (til para as espécies silvestres de
Manihot, que distintivamente da espécie cultivada, sdo notoriamente dificeis de
manter em colecdes de campo fora do seu habitat natural e até mesmo in vitro.

Porém, esse tipo de conservacao utiliza técnicas totalmente manipulaveis e

consequentemente adaptaveis as condi¢ces particulares exigidas por cada espécie,
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0 que justifica a necessidade de estudos especificos que estabelecam protocolos
adequados de conservacao.

Nessa perspectiva, esse trabalho se designou a avaliar os efeitos de diferentes
concentragdes de paclobutrazol e sacarose, nha conservacao in vitro, sob crescimento
lento, em cinco espécies silvestres de Manihot, visando contribuir com o

estabelecimento de protocolos de conservacgao in vitro dessas espécies selecionadas.

MATERIAL E METODOS
Local de realizacdo dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos (LCT)
do Nucleo de Biologia Avancada (NBIO) da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em
Cruz das Almas, Bahia.

Material vegetal

Foram utilizados cinco genatipos silvestres de Manihot, M. violaceae Pohl Muill.
Arg., M. chlorosticta Standl. & Goldman, M. flabellifolia Pohl, M. pseudoglaziovii Pax

& Hoff e M. tristis Mull. Arg.), previamente micropropagadas no LCT.

Preparag&o do meio de cultura

O meio de cultura béasico utilizado foi o 8S (CIAT, 1984), acrescido das
concentragbes de paclobutrazol (PBZ) (O mg Lt; 0,10 mg L*; 0,20 mg L%; 0,30 mg L
le0,40mgL?Y) edesacarose (OgL? 5gLt10gL? 15gLte20gL?), combinadas
entre si. O pH dos meios foi ajustado para 5,8 acrescentando, quando necessario
NaOH ou HCI 1IN. Como agente gelificante foi adicionado Phytagel® (2,4 g L),
dissolvido por aquecimento em forno de microondas. Por fim, uma aliquota de 10 mL
foi distribuida por tubo de ensaio de 25 mm de diametro e 150 mm de tamanho, em
um total de 20 tubos por tratamento, que foram fechados com papel de aluminio,

embalados em sacos plasticos e submetidos a autoclavagem por 20 minutos, a 120°C.
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Instalag&o dos experimentos

Essa etapa foi realizada em camara de fluxo laminar, na qual, utilizando pinga
e bisturi, as plantas foram seccionadas em segmentos nodais de aproximadamente 1
cm, contendo uma gema. Cada explante foi posteriormente introduzido no tubo de
ensaio contendo os 10 mL do meio de cultura, fechado com filme esticavel de PVC e
etiquetado com o cédigo de identificacdo correspondente ao tratamento do meio de
cultura, a espécie propagada e a data do cultivo. As culturas entdo foram incubadas
em sala de conservacdo (Figura 2), sob condicbes ambientais que favorecem o
crescimento lento das plantas: temperatura de 22 + 1 °C e um fotoperiodo de 12 horas

com intensidade luminosa de 18,5 pmol.m=2.s2.

Figura 2. Sala de conservacdo (A) e detalhe dos tubos de ensaio nas estantes (B). Foto:

Deyse Silveira

Avaliacao dos experimentos

A avaliacao foi realizada aos 120 dias ap0s a inoculagéo dos explantes, sendo
as caracteristicas avaliadas: altura de planta (AP; cm), nUmero de microestacas com
1 cm (NM), nimero de raizes (NR), numero de brotacdes (NB), numero de folhas

verdes (NFV) e numero de folhas senescentes (NFS).

Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 5 x 5, com 20 repeticdes, cada uma representada por uma planta

cultivada em um tubo de ensaio. Cada combinagéo dos fatores estudados, PBZ e
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sacarose, foi aplicada nos cinco gendétipos selecionados de forma isolada, resultando,
portanto, em cinco experimentos.

Os dados coletados na avaliacdo foram submetidos ao teste F da anélise de
variancia. As médias do paclobutrazol e da sacarose foram ajustados modelos de
regressdo polinomial. As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2013).

Os valores do numero de microestacas, namero de raizes, numero de

brotacdes, numero de folhas verdes e numero de folhas senescentes foram

transformados em ./x + 0,5, visando o atendimento das pressuposi¢cfes da analise

de variancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento I: Efeito de diferentes concentracdes de paclobutrazol (PBZ) e sacarose

(SAC) na conservacdo in vitro do gendétipo Manihot pseudoglaziovii Pax & Hoff.

Utilizando-se como meio de cultura basico o 8S, foram testados neste, bem
como nos subsequentes experimentos, diferentes concentracbes de paclobutrazol
(PBZ), como retardante de crescimento, e sacarose (SAC), como fonte de carbono e
regulador osmdtico, considerando-se que para que a conservacdo in vitro de
germoplasma seja eficiente é imprescindivel que a reducdo do metabolismo esteja
associada a manutencao da viabilidade das plantas. Nessa perspectiva, duas das seis
variaveis avaliadas (altura de planta e niamero de folhas senescentes) devem
apresentar médias inferiores correlacionadas a valores mais elevados das demais
variaveis (numero de microestacas, numero de raizes, nimero de brotos e nimero de
folhas vivas), como forma de identificar que o crescimento minimo nao inviabilize a
multiplicacéo, recuperacéo e resgate posterior das plantas.

Na Tabela 1 observa-se, no resumo da analise de variancia, que a interacao
PBZ x SAC apresentou efeito altamente significativo (p<0,01) para todas as variaveis
avaliadas no genatipo M. pseudoglaziovii Pax & Hoff. Os coeficientes de variacdo (CV)
obtidos nesse estudo oscilaram entre 10,54%, para numero de brotos (NB), e 36,96%,
para numero de folhas senescentes (NFS), valores que podem estar associados a

instabilidade das plantas em experimentos in vitro, sendo considerados normais para
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trabalhos em cultura de tecidos vegetais (WERNER et al., 2012), assegurando assim

uma boa precisao experimental.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia para altura de planta (AP, em cm), nimero
de microestacas (NM), numero de raizes (NR), numero de brotac6es (NB), nimero de
folhas verdes (NFV) e numero de folhas senescentes (NFS) do gendtipo Manihot
pseudoglaziovii Pax & Hoff, em funcéo das concentraces de paclobutrzol (PBZ; mg
L'1) e de sacarose (SAC; g L?).

QM

FV GL
AP NM NR NB NFV  NFS
PBZ 4 139,58 2,43" 0,29" 0,036™ 0,427 1,03"
SAC 4 1282,29" 22,11 3595" 0,057 7,98" 144"
PBZ x SAC 16 129,22" 2,61" 3,38 0,036™ 1,17" 0,37"
Erro 389 8,03 0,12 0,12 0,02 0,18 0,13
CV (%) 30,90 14,15 18,30 10,54 16,24 36,96
Media geral 9,17 5,75 3,79 1,17 6,83 0,59

ns = ndo significativo; * (P<0,05); ** (P<0,01).

Na Tabela 2 estdo os modelos de regressdo polinomial, onde se oberva os
ajustes dos modelos de 1° e 2° graus, com coeficiente de determinacdo (R?) variando

de 60,46% a 99,67%, na variavel numero de raizes (NR).

Tabela 2. Equacdes de regressao polinomial, coeficientes de determinacao (R?),
doses Gtimas e valores estimados da altura de planta (cm), nimero de microestacas,
namero de brotacfes, niumero de folhas verdes e niumero de folhas senescentes do
gendtipo Manihot pseudoglaziovii Pax & Hoff, em funcdo das concentragbes de
paclobutrazol (PBZ; mg L) e de sacarose (SAC; g LY).

InteragOes Doses Equacgdes R% (%) 2{?;255 e;{c?::;ZSos
Altura de planta (cm)
PBZ (SAC) 0 ¢""=194,385x% - 22,83x + 2,0198 93,13 0,06 1,35
PBZ (SAC) 5 ¥""=-134,94x2 + 39,107x + 8,5023 78,44 0,14 11,33
PBZ (SAC) 15 ¥""=-92,534x2 + 21,723x + 12,577 99,35 0,12 13,85
PBZ (SAC) 20 V"= -47,891x% + 6,2169x + 14,1 91,97 0,06 14,30
SAC (PBZ) 0 ¥""=-0,0449x2 + 1,4547x + 2,2396 95,57 16,20 14,02
SAC (PBZ) 0,1 ¥""=-0,0387x2 + 1,405x + 1,7771 99,11 18,15 14,52
SAC (PB2) 0,2 ¥""=-0,0408x? + 1,2907x + 2,6777 81,44 15,82 12,88
SAC (PBZ) 0,3 ¥""=-0,04x2 + 1,218x + 3,3391 84,42 15,23 12,61
Numero de microestacas
PBZ (SAC) 0 ¢""=48,004x2 - 11,263x + 1,5455 95,88 0,12 8,80
PBZ (SAC) 5 ¥"*=-90,284x2 + 25,474x + 6,0208 86,11 0,14 7,82

KK

PBZ (SAC) 10 y =-4,1315x+ 7,764 72,86 0 7,76
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Tabela 2. Continuacdo

PBZ (SAC) 15 "= -51,698x2 + 11,7x + 7,5095 94,78 0,11 8,17
PBZ (SAC) 20 §*"=-7,5245x + 8,7853 87,88 0 8,78
SAC (PBZ) 0 ¥""=-0,0308x? + 0,9071x + 1,8354 91,31 14,73 8,51
SAC (PBZ) 0,1 ¥""=-0,0294x2 + 0,9109x + 1,8017 93,05 15,49 8,86
SAC (PBZ) 0,2 §°=-0,028x? + 0,837x + 1,8732 85,07 14,95 8,13
SAC (PBZ) 0,3 "= -0,0266x2 + 0,6806x + 2,7745 70,98 12,79 7,13
Numero de raizes
PBZ (SAC) 0 ¥""=47,959x2 - 12,469x + 0,2878 85,71 0,13 0,52
PBZ (SAC) 5 y"'=-66,122x> + 22,331x + 2,3201 61,10 0,17 4,21
PBZ (SAC) 10 §""= 41,801x2 - 10,927x + 4,0022 72,49 0,13 3,29
PBZ (SAC) 15 {""=-48,113x% + 16,52x + 5,0007 97,75 0,17 6,49
PBZ (SAC) 20 ¥""=-35,021x2 + 8,7863x + 6,3687 60,46 0,13 6,92
SAC (PBZ) 0 ¥""=-0,0122x2 + 0,5164x + 0,2269 97,67 21,16 5,69
SAC (PBZ) 0,1 ¢""=-0,0007x2 + 0,4086x + 0,0915 99,67 29,19 6,05
SAC (PBZ) 0,2 ¥""=-0,0059x2 + 0,4241x + 0,5804 77,10 35,94 8,20
SAC (PBZ) 0,3 ¥""=-0,0323x2 + 0,8674x + 0,2366 97,47 13,43 6,06
Numero de brotagées
PBZ (SAC) 5 §""=-7,449x2 + 2,5224x + 1,131 62,55 0,17 1,34
PBZ (SAC) 20 §"'=7,0502x* - 2,8531x + 1,3745 94,35 0,20 1,09
SAC (PBZ) 0 ¢""=0,0136x + 1,0494 83,20 20,00 1,32
SAC (PBZ) 0,4 Y= 0,0159x + 0,9964 78,33 20,00 1,31
Numero de folhas vivas
PBZ (SAC) 0 §""=43,844x? - 10,699x + 3,8231 93,67 0,12 3,17
PBZ (SAC) 5 §""=-62,971x% + 16,512x + 7,389 84,69 0,13 8,47
PBZ (SAC) 15 y''=-4,3481x + 8,4279 68,65 0 8,43
PBZ (SAC) 20 y"=-4,9165x + 7,9922 84,23 0 7,99
SAC (PBZ) 0 §""=-0,0294x? + 0,7644x + 3,9391 96,81 13,00 8,91
SAC (PBZ) 0,1 Y= -0,0258x2 + 0,6866x + 4,0239 75,85 13,31 8,59
SAC (PBZ) 0,2 ¢""=-0,0259x2 + 0,6741x + 3,9804 95,01 13,01 8,37
SAC (PBZ) 0,3 ¥"*=-0,0259x2 + 0,5804x + 4,509 74,68 11,20 7,76
Numero de folhas senescentes
PBZ (SAC) 0 ¥'=1,1797x - 0,0778 75,90 0,4 1,5
PBZ (SAC) 5 §""=-16,405x* + 6,0938x + 0,2501 65,15 0,19 0,81
SAC (PBZ) 0 ¥""=0,0543x - 0,0488 66,17 20 0,92
SAC (PBZ) 0,1 ¥""=-0,0068x2 + 0,1977x + 0,0637 87,38 14,54 1,50

** @ * significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F da ANAVA.

Na auséncia da sacarose e 0,06 mg L* de PBZ estima-se encontrar as menores
alturas (1,35 cm) de planta. Todavia, partindo da premissa de que a altura de planta
deve estar associada a outras variaveis, a dose de 0,1 mg L?! de paclobutrazol
combinada com 5 g L1 de sacarose apresentou bons resultados, considerando que
proporcionou uma das menores médias estimadas para altura de planta (11,33 cm) e
a menor média para numero de folhas senescentes (0,8). Adicionalmente, a

combinagdo dessas duas concentragcbes de paclobutrazol e sacarose estéo



58

associadas a valores mais elevados para numero de microestacas (7,82), numero de
raizes (4,21), numero de brotos (1,34) e numero de folhas vivas (8,47), revelando o
efeito expressivo dessa interacdo na conservacao in vitro de M. pseudoglaziovii Pax
& Hoff.

Experimento Il: Efeito de diferentes concentracbes de paclobutrazol (PBZ) e

sacarose (SAC) na conservacao in vitro da espécie Manihot violacea (Pohl) Mll. Arg.

Verifica-se no resumo da analise de variancia (Tabela 3) que a interacdo BAP
x ANA também foi significativa para todas as variaveis. Nota-se também uma flutuagao
de 4,56% (NB) para 28,93% (NFS) nos coeficientes de variagdo (CV).

Tabela 3. Resumo da analise de variancia para altura de planta (AP, em cm), nimero
de microestacas (NM), nimero de raizes (NR), numero de brotacdes (NB), numero de
folhas verdes (NFV) e namero de folhas senescentes (NFS) da espécie Manihot
violacea (Pohl) Mull. Arg., em funcdo das concentracdes de paclobutrazol (PBZ; mg
L'1) e de sacarose (SAC; g L1).

FV GL QM
AP NME NR NB NFV  NFS
PBZ 4 97,03" 3,707 149" 0,03 1,10 1,67"
SAC 3 731,77" 17,05 20,50 0,06 118" 7,20
PBZ x SAC 12 31,82 0,76 0,468” 006" 076" 0,71’
Erro 232 7,46 014 0,22 0,02 027 0,32
CV (%) 25,92 13,14 30,41 456 22,79 28,93
Média Geral 10,54 7,82 2,41 1,03 494 3,72

ns = nao significativo; ** e * significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F.

Na Tabela 4 estdo os modelos de regressdo polinomial, onde se oberva os
coeficientes de determinacéo (R2) variando de 51,18 a 100% para numero de folhas
senescentes e altura de plantas, respectivamente.

Tabela 4. Equacdes de regresséo polinomial, coeficientes de determinacgao (R?), dose
Otima e valores estimados da altura da planta (cm), nUmero de microestacas, nUmero
de brotacdes, numero de folhas verdes e numero de folhas senescentes do genaétipo
Manihot violacea em funcéo das concentragcdes PBZ (mg L) e sacarose (g L).

InteragOes Doses Equacgdo R?2(%) Dose 6tima  Valor estimado
Altura de planta
PBZ (SAC) 10 §7'=-123,99x* + 53,033x + 6,403 99,89 0,22 12,12

PBZ (SAC) 20 §=-87,595x* + 37,878x + 10,542 96,82 0,22 14,64
SAC (PBZ) 0 §""=-0,0477x2 + 1,7287x - 4,0548 81,19 18,12 11,61
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SAC (PBZ) 0,1 §'"=-0,0747x? + 2,5082x - 7,3493 99,83 16,79 13,70
SAC (PBZ) 0,2 ¥""=-0,0614x2 + 2,2622x - 6,8006 85,03 18,42 27,64
SAC (PBZ) 0,3 9""=-0,0336x2 + 1,329x + 1,2756 99,79 19,78 14,42
SAC (PBZ) 0,4 §7'=-0,0472x? + 1,7851x - 5,3354 100,00 18,91 11,54
Numero de microestacas
PBZ (SAC) 10 §""=-118,84x? + 50,709x + 4,4984 92,54 0,21 9,91
PBZ (SAC) 20 "= -65,974x% + 28,162x + 7,8843 79,19 0,21 10,89
SAC (PBZ) 0 ¥""=0,3081x + 1,8264 85,46 20,00 1,95
SAC (PBZ) 0,1 ¥""=-0,0689x2 + 2,2788x - 7,1521 99,99 16,54 11,69
SAC (PBZ) 0,2 §""=-0,0602x2 + 2,0293x - 6,4898 74,96 16,85 10,61
SAC (PBZ) 0,3 §"'=-0,0436x2 + 1,4372x - 1,5547 97,73 16,48 10,29
SAC (PBZ) 0,4 ¥""=-0,0325x2 + 1,2965x - 4,1308 97,42 19,95 8,8
Numero de raizes
PBZ (SAC) 10 ¥'=13,613x2 - 4,4513x + 1,5423 91,86 0,16 1,18
PBZ (SAC) 15 §""=49,278x? - 15,164x + 2,5557 95,92 0,15 1,39
SAC (PBZ) 0 ¢""=0,2925x - 1,4853 99,53 20,00 4,36
SAC (PBZ) 0,1 ¥""=0,208x - 1,1 84,76 20,00 3,06
SAC (PBZ) 0,2 ¢°=0,0271x*-0,3421x + 1,2644 93,68 6,31 0,18
SAC (PBZ) 0,3 "= 0,2755x - 1,4118 99,96 20,00 4,10
SAC (PBZ) 0,4 ¥"=-0,0131x2 + 0,6681x - 3,101 98,95 25,50 5,42
Numero de brotos
PBZ (SAC) 20 ¥"*=-0,3566x + 1,1309 61,22 0 1,13
SAC (PBZ) 0 ¥"=0,0018x2 - 0,0335x + 1,1324 93,33 9,31 0,98
SAC (PBZ) 0,1 ¢""=0,0056x? - 0,1669x + 2,1719 94,53 14,90 0,93
Numero de folhas verdes
PBZ (SAC) 10 ¥7=42,719x - 18,968x + 6,3215 66,99 0,22 4,22
SAC (PBZ) 0,2 ¢""=0,2784x + 0,9893 99,99 20,00 6,56
SAC (PBZ) 0,3 ¥"=0,1233x + 3,5385 78,12 20,00 6,00
SAC (PBZ) 0,4 ¥"=-0,0363x2 + 1,0823x - 2,225 82,06 14,91 5,84
Numero de folhas senescentes

PBZ (SAC) 10 §""=-45,502x% + 17,871x + 2,7504 91,11 0,2 4,50
SAC (PBZ) 0 ¢""=0,2002x + 0,6675 69,33 20 4,67
SAC (PBZ) 0,1 ¥'=0,1934x + 1,9438 99,00 20 5,81
SAC (PBZ) 0,2 §""=-0,0254x% + 0,7795x - 2,0139 51,18 15,34 3,96
SAC (PBZ) 0,3 §""=-0,0339x? + 0,9628x - 1,8461 99,52 14,20 4,99
SAC (PBZ) 0,4 §'"=-0,0322x? + 1,1049x - 4,8788 96,41 17,16 4,60

** @ * significativo a 1 % e 5 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste de F da ANAVA.

Neste experimento, a maior média estimada para numero de raizes (5,42)

ocorreu na associacdo de 0,4 mg L de PBZ e 25,50 g L de sacarose (Tabela 4),

enquanto para nimero de brotos a dose 20 g L de sacarose, na auséncia de PBZ

apresentou a maiore média estimada (1,13).

A interacdo entre as concentracdes de 10 g L de sacarose e 0,2 mg L de

PBZ influenciou tanto o numero de folhas verdes (4,22), quanto o numero de folhas
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senescentes (4,50), além de apresentar um comportamento positivo quanto a altura
da planta (12, 12) e numero de microestacas (9,91), revelando-se o melhor tratamento

para a espécie Manihot violacea.

Experimento Ill: Efeito de diferentes concentracdes de paclobutrazol (PBZ) e

sacarose (SAC) na conservacgao in vitro de Manihot chlorosticta Standl. & Goldman.

No resumo da analise de variancia (Tabela 5) nota-se que a interacdo PBZ x
SAC continuou sendo significativa para todas as variaveis analisadas. O coeficiente

de variacdo neste experimento oscilou entre 15,20% (NR) a 62,86% (AP).

Tabela 5. Resumo da anélise de variancia para altura de planta (AP, em cm), nUmero
de microestacas (NM), numero de raizes (NR), nimero de brota¢gdes (NB), nUmero de
folhas verdes (NFV) e numero de folhas senescentes (NFS) de Manihot chlorosticta
Standl. & Goldman, em funcdo das concentracdes de (PBZ; mg L) e de sacarose
(SAC; g LY.

FV GL QM
AP NM NR NB NFV ~ NFS
PBZ 4 472,35" 11,00™ 2,17 0,70™ 4,58™ 1,54"
SAC 3 48,72™ 1,07 1,54" 0,63 5,19 0,73
PBZ x SAC 12 108,54™ 3,14™ 0,50" 0,23" 1,42 0,55"
Erro 110 13,23 0,32 0,08" 0,04 0,28 0,12
CV (%) 62,86 30,54 15,20 18,74 30,49 36,45
Média geral 5,79 3,90 3,43 0,81 5,79 0,62

ns = nao significativo; ** e * significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F.

Na Tabela 6 é possivel verificar que o coeficiente de determinacéo (R?) flutuou
62,67% para numero de folhas verdes e 97,72% para namero de brotos

Tabela 6. Equacdes de regressao polinomial, coeficientes de determinacao (R?),
doses Gtimas e valores estimados da altura de planta (cm), nimero de microestacas,
namero de raizes, numero de brotacdes, numero de folhas verdes e nimero de folhas
senescentes de Manihot chlorostica Standl. & Goldman, em fun¢éo das concentracdes
de paclobutrazol (PBZ; mg L') e de sacarose (SAC; g L ™).

Interagdes Doses Equacgbes R?2(%) Doses 6timas  Valores estimados
Altura de planta (cm)

PBZ (SAC) 10 ¥"=20,481x + 1,708 66,21 0.4 9.9

SAC (PBZ) 0 §"'=0,1174x> - 2,2428x + 11,627 96,95 9.55 1,00

SAC (PBZ) 0,1 ¢""=0,1093x%-1,8171x + 12,347 88,50 8.31 4.79

SAC(PBZ) 0,2 ¥"=-0,0593x% + 1,0387x + 2,2794 78,92 8.76 6.83

SAC(PBZ) 0,3 ¢""=-0,4551x + 8,5458 90,95 0 8,54

Numero de microestacas
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Tabela 6. Continuacao

SAC (PBZ) 0 §""=0,0682x? - 1,3585x + 7,6771 96,66 9,96 0,91
SAC (PBZ) 0,1 ¢""=0,6149x - 0,6508 72,65 20 11,65
SAC (PBZ) 0,2 §""=-0,0526x? + 0,9689x + 1,0125 71,98 9,21 5,47
SAC(PBZ) 0,3 §""=-0,3214x + 6,0833 91,29 0 6,08
Numero de raizes
PBZ (SAC) 10 ¥""=6,3333x + 1,46 63,06 0,4 3,99
SAC (PBZ) 0 ¥""=0,2558x + 0,1667 82,40 20 6,78
SAC(PBZ) 0,1 9""=0,411x - 0,7937 72,51 20 9,01
Numero de brotos
SAC (PBZ) 0 ¢""=0,0119x2 - 0,3097x + 2,3958 97,72 13,01 0,38
SAC(PBZ) 0,2 ¥""=-0,0066x2 + 0,0788x + 0,9812 84,61 7,16 1,26
SAC(PBZ) 0,3 ¢""=-0,0821x + 1,625 73,25 0 1,65
SAC (PBZ) 0,4 §""=-0,0286x + 1,1667 68,18 0 1,16
Numero de folhas verdes

PBZ (SAC) 10 ¢""=9x +1,3933 62,67 0,4 4,99
PBZ (SAC) 20 §""=77,778x* - 40,222x + 5,9 69,74 0,26 0,7

SAC (PBZ) 0 ¢""=0,0329x2 - 0,6771x + 5,1563 84,87 10,29 1,67
SAC(PBZ) 0,2 §""=-0,2943x + 6,1222 94,53 0 6,12
SAC(PBZ) 0,3 ¢""=-0,4114x + 7,5 92,16 0 7,5

SAC(PBZ) 0,4 ¥""=-0,2318x + 7,3 84,45 0 7,3

Numero de folhas senescentes

SAC (PBZ) 0,1 §""=0.2414x - 1.6905 84,06 20 3,14
SAC(PBZ) 0,2 ¢*"=-0.0803x + 1.6889 92,16 0 1,60
SAC(PBZ) 0,4 ¥"=0.0156x2 - 0.3084x + 1.3964 97,40 10 0,12

** @ * significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F da ANAVA.

A menor média estimada para altura de planta (1,00 cm) occoreu na dose
aproximada de 10 g L* de sacarose na auséncia de PBZ, revelando que os explantes
nao se desenvolveram, levando-se em consideracao que as microestacas utilizadas
como explantes ja apresentavam o tamanho de 1cm. J& a concentracdo de 0,3 mg L
! de PBZ sem acréscimo de sacarose demostrou melhor comportamento ao ser
associada a altura de planta (8,54 cm), ao numero de microestacas (6,08) e as
maiores meédias para numero de brotos (1,65) e numero de folhas verdes (7,5). A
menor média para numero de folhas senescentes foi encontrada na combinagéo entre
10 g L' de sacarose e 0,4 mg L' de PBZ.

Experimento IV: Efeito de diferentes concentracbes de paclobutrazol (PBZ) e
sacarose (SAC) na conservacao in vitro do genoétipo Manihot flabelifolia Pohl.

Na Tabela 7 consta o resumo da analise de variancia, onde € possivel
comprovar que a interacdo PBZ x SAC foi significativa para numero de raizes, nimero

de folhas vivas e numero de folhas senescentes. Em relacéo a altura de planta, ao
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namero de microestacas e ao numero de brotos o fator isolado SAC apresentou efeito
significativo. Observa-se uma variacéo de 9,07% (NB) a 48,49% (AP) nos CV’s.

Tabela 7. Resumo da analise de variancia para altura de planta (AP, em cm), nimero
de microestacas (NM), numero de raizes (NR), numero de brotacfes (NB), nimero de
folhas verdes (NFV) e numero de folhas senescentes (NFS) do genoétipo Manihot
flabelifolia Pohl, em funcdo das concentragbes de paclobutrazol (PBZ; mg L) e de
sacarose (SAC; g L?).

oM
FV GL

AP NM NR NB NFV  NFS

PBZ 4 0,431 0,16°  0,04” 0,04 1,10 0,32

SAC 3 2,98" 0,23° 0,02 0,04° 0,33" 0,16

PBZ x SAC 11 0,400 0,07™ 005" 002 033 0,33

Erro 137 0,65 0,07 0,01 001 015 0,14

CV (%) 48,49 19,46 14,85 9,07 19,18 3857

Média geral 1,66 1,39 0,04 1,12 166 0,60

ns = nao significativo; ** e * significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F.

Na Tabela 8 estdo os modelos de regressdo polinomial, onde observa-se 0s
ajustes de modelos de 1° e 2° graus, com coeficiente de determinacéo (R?) variando
de 52,80% para numero de folhas senescentes a 100% para numero de folhas verdes

e nimero de folhas senescentes.

Tabela 8. Equacdes de regressao polinomial, coeficientes de determinacao (R?),
doses Gtimas e valores estimados da altura de planta (cm), nimero de microestacas,
namero de brotacfes, nimero de folhas verdes e niumero de folhas senescentes do
gendtipo Manihot flabelifolia Pohl, em funcdo das concentracdes de paclobutrazol
(PBZ; mg L) e de sacarose (SAC; g L ).

Interagdes  Doses Equagles R? (%) (Iﬁjt?r;zss es\.{c?rl:ar:i)s
Altura de planta (cm)
SAC ™= 1,64 - 1,64
Numero de microestacas
SAC y™=1,35 - 1,35
Numero de raizes

PBZ (SAC) 15 ¢'=3,5714x%-1,9286x + 0,2214 85,71 0,27 0,4
PBZ (SAC) 20 y'=17,857x?-11,071x + 1,6071 93,33 0,31 0,11
SAC (PBZ) 0 ¥"=0,025x - 0,1667 75,00 20 0,33
SAC(PBZ) 10,0001 ¥7=0,0071x*-0,1357x +0,5357 93,33 9,56 0,11

Numero de brotos
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Tabela 8. Continuacao

PBZ y™=1,14 - 1,147
SAC y™=1,10 - 1,10
Numero de folhas verde
PBZ (SAC) 10 ¥""=-8,125x + 6,0143 81,52 0,4 6,01
PBZ (SAC) 20 y'=-71,29x2 + 33,733x + 0,4756 99,96 0,24 4,47
SAC (PBZ) 0 §""=-0,0658x? + 1,0958x + 2 100,00 8,33 6,56
SAC (PBZ) 0,1 ¥""=-0,0329x> + 0,8186x - 0,1786 94,00 12,44 4,91
Numero de folhas senescentes
PBZ (SAC) 15 y""=12,464x2 - 7,5588x + 1,3293 52,80 0,3 0,18
PBZ (SAC) 20  97=40,417x% - 24,658x + 4,0625 100,00 0,31 0,30
SAC (PBZ) 0 9= 0,1292x - 0,4306 90,89 20 2,15
SAC (PBZ) 0,1 §"=0,0246x2-0,5537x +3,1286 87,76 11,25 0,13

** @ * gignificativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F da ANAVA; t baseado na
média dos valores observados.

Na andlise das variaveis: altura de planta, nimero de microestacas e nimero
de brotos néo foi possivel o ajuste de um modelo significativo para as concentracdes
de sacarose e PBZ. Assim como os valores encontrados nas médias das demais
variaveis avaliadas nesse experimento, pode-se inferir que a redu¢do do metabolismo
foi decisiva para a inviabilidade dessa espécie, tornando-se necesséria a execucao

de estudos envolvendo outros meios de cultura e concentracdes de PBZ e sacarose.

Experimento V: Efeito de diferentes concentracdes de paclobutrazol (PBZ) e

sacarose (SAC) na conservacao in vitro de Manihot tristis MUll. Arg.

Na Tabela 9 é possivel verificar que a interacdo entre o paclobutrazol e a
sacarose foi significativa apenas para numero de raizes. O fator sacarose isolado foi
significativo para altura de planta, nimero de microestacas, nimero de raizes e
namero de folhas vivas. O fator PBZ foi significativo para numero de folhas
senescentes. Observa-se também uma variagdo de 10,24% (NB) a 58,74% (AP) nos

coeficientes de variagao (CV).
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Tabela 9. Resumo da analise de variancia para altura de planta (AP, em), nimero de
microestacas (NM), numero de raizes (NR), nimero de brotacdes (NB), nUmero de
folhas verdes (NFV) e numero de folhas senescentes (NFS) de Manihot tristis Mll.
Arg., em funcdo das concentracdes de paclobutrazol (PBZ; mg L?) e de sacarose
(SAC;g LY.

FV GL QM

AP NM NR NB NFV  NFS

PBz 4 14,82 0,47ns 0,87" 0,00  0,19" 0,11"
SAC 3 128,27" 3,56™ 7,34 0,00 1,26™ 0,02"s
PBZ x SAC 12 11,55 0,27ns 0,52" 0,00  0,24" 0,027
Erro 155 8,44 0,25 0,13 0,02 0,22 0,02
CV (%) 58,79 24,34 29,76 10,24 19,61 19,11

Média geral 4,9428571 3,97 1,29 1,12 542 0,06

ns = n&o significativo; ** e * significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F.

Na Tabela 10 estdo os modelos de regresséo polinomial, onde observa-se os
ajustes de modelos de 1° e 2° graus, com coeficientes de determinagéo (R?) variando
de 50% a 94,15% para a variavel nimero de raizes.

Tabela 10. Equacfes de regressdo polinomial, coeficientes de determinacédo (R?),
doses Gtimas e valores estimados da altura de planta (cm), nimero de microestacas,
namero de brotacfes, nimero de folhas verdes e niumero de folhas senescentes de
Manihot tristis Mull. Arg., em funcdo das concentragdes de paclobutrazol (PBZ; mg L
1) e de sacarose (SAC; g L1).

~ ~ Doses Valores
Interacbes  Doses Equacgdes R% (%) Stimas estimados
Altura de planta (cm)
SAC y™=5,15 - 5,15
Numero de microestacas
SAC y™=4,09 - 4,09
Numero de raizes
PBZ (SAC) 5 = -1,5x + 0,45 50,00 0 0,45
SAC (PBZ) 0 ¥"=0,2063x - 0,4318 94,15 20 3,69
SAC(PBZ) 0,1 9= 0,1141x - 0,6364 60,57 20 4,07
SAC (PBZ) 0,2 ¥"=0,2354x - 1,2361 92,24 20 3,47
SAC(PBZ) 0,3 "= 0,1369x - 0,1944 74,16 20 2,54
SAC(PBZ) 0,4 §'=0,2029x - 1 74,08 20 3,06
Numero de folhas verdes
SAC y™=5,45 - 5,45!
Numero de folhas senescentes
SAC y"=0,6 - 0,6'

** @ * significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F da ANAVA; thaseado na
média dos valores observados.
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N&o houve interacdo, nem efeito significativo para altura de planta, nimero de
microestacas, numero de folhas verdes e numero de folhas senescentes,
apresentando médias estimadas de 5,15 cm; 4,09; 5,45 e 0,6, respectivamente
(Tabela 10). Apesar de apresentar influéncia de forma isolada para estas variaveis,

nao foi possivel o ajuste de uma equagdo com significaAncia para a sacarose.

CONCLUSOES

Para a espécie Manihot pseudoglaziovii Pax & Hoff, a interacédo da dose de 0,1
mg Lt de paclobutrazol e 5 g L de sacarose revelou um efeito expressivo na
conservacao in vitro, considerando a associacdo de uma das menores médias
encontradas para altura de planta e nimero de folhas senescentes a valores mais
elevados para médias estimadas do numero de microestacas, nimero de raizes,
namero de brotos e nimero de folhas vivas.

Para o genétipo Manihot violacea (Pohl) Miill. Arg., a concentracdo de 10 g L
de sacarose e 0,2 mg L* de PBZ apresentou os melhores resultados.

Para Manihot chlorosticta Standl. & Goldman, a adicdo de 0,3 mg L' de PBZ e
omissao da sacarose demostrou melhor comportamento, favorecendo a reducéo no
crescimento da planta e mantendo o desenvolvimento ao associar a altura de planta
ao numero de microestacas, maiores médias para numero de brotos e niumero de
folhas verdes.

Para os gendétipos Manihot flabelifolial Pohl) e Manihot tristis Mull. Arg., as
concentracfes utilizadas de sacarose e de PBZ n&o se mostraram eficientes para
conservacao in vitro dessas espécies.

Diante dos resultados divergentes, nota-se que a resposta morfogénica €
expressivamente influenciada pelo gendtipo, evidenciando a necessidade da
execucao de mais estudos visando uma melhor adequacao dos protocolos para cada

espécie.
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CONSIDERACOES FINAIS

As espécies silvestres de Manihot apresentam um alto potencial de
aproveitamento nos programas de melhoramento genético de Manihot esculenta
Crantz, devido as suas caracteristicas de tolerancia e resisténcia a diversos fatores
bidticos e abidticos que acometem essa cultura. Entretanto, ainda existem poucos
estudos dedicados ao aprimoramento dos métodos de micropropagacdo e
conservacao dessas espécies.

Os experimentos desenvolvidos neste trabalho visaram a adaptacdo dos
protocolos de propagacao e conservacao in vitro, ja bem estabelecidos para Manihot
esculenta Crantz, a espécies silvestres do género, sendo notavel, diante dos
resultados obtidos, a influéncia do gendétipo sobre a resposta morfogénica das plantas
nos tratamentos aos quais foram submetidos, indicando a importancia da adequacéao
da metodologia utilizada as peculiaridades de cada espécie.

As espécies Manihot flabelifolia Pohl M. tristis Mill. Arg. ndo foram responsivos
as concentracdes utilizadas de sacarose e de PBZ em meio 8S, revelando a
ineficiéncia das doses selecionadas para conservacgao in vitro, o que indica que novos
estudos, com diferentes concentracdes das substancias testadas e ou utilizar outros
agentes osmoticos e retardantes de crescimento, para ajustar protocolos que

favorecam a capacidade regenerativa dessas espécies.



