
JULIANA ROCHA VAEZ 

 

 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DE FATORES ASSOCIADOS À REGENERAÇÃO IN VITRO  
E TRANSFORMAÇÃO GENÉTCA DE CINCO  

CULTIVARES DE MANDIOCA 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada à Universidade 
Federal de Viçosa, como parte das 
exigências do Programa de Pós-
Graduação em Bioquímica Agrícola, 
para obtenção do título de Doctor 
Scientiae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

VIÇOSA 
MINAS GERAIS – BRASIL 

2007 



 ii

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ficha catalográfica preparada pela Seção de Catalogação e 
Classificação da Biblioteca Central da UFV 

                       
 
T 
 
V125r  
2007 

 
 
Vaez, Juliana Rocha, 1978- 
Aavaliação de fatores associados à regeneração in  

vitro e transformação genétca de cinco cultivares de 
mandioca / Juliana Rocha Vaez. – Viçosa, MG, 2007. 

xvii, 119f.: il. (algumas col.) ; 29cm.  
      
Orientador: Everaldo Gonçalves de Barros. 
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Viçosa. 
Inclui bibliografia. 
   
1. Mandioca - Aspectos genéticos. 2. Mandioca –

Propagação in vitro. I. Universidade Federal de Viçosa. 
II.Título. 
 

CDD 22.ed. 633.6823 
 

 
 

 

 



JULIANA ROCHA VAEZ 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DE FATORES ASSOCIADOS À REGENERAÇÃO IN VITRO  
E TRANSFORMAÇÃO GENÉTCA DE CINCO  

CULTIVARES DE MANDIOCA 

 

 

 

 

 

Tese apresentada à Universidade 
Federal de Viçosa, como parte das 
exigências do Programa de Pós-
Graduação em Bioquímica Agrícola, 
para obtenção do título de Doctor 
Scientiae. 

 

 

 

APROVADA: 10 de dezembro de 2007. 

 

 



 ii

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aos meus pais Léo Vaez de Almeida e Edna Vaez e às minhas 

irmãs Luciana e Liliana Vaez, fontes de amor, apoio e 

incentivo, que me ajudaram a tornar mais este sonho em 

realidade. 

Com muito carinho dedico.

 

 

 



 iii

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AGRADECIMENTOS 

 

 

 

À Universidade Federal de Viçosa, em especial ao Departamento de 

Bioquímica Agrícola, pela oportunidade de realização do curso. 

Ao meu orientador professor Everaldo Gonçalves de Barros, pela orientação, 

oportunidade, paciência, pelos ensinamentos e pela gentileza e amizade. 

Ao professor Wagner Campos Otoni, pelos ensinamentos, pelo incentivo, 

pela amizade, confiança e por me receber em seu laboratório como se eu fosse uma 

orientanda sua e permitir a realização de parte dos experimentos desta tese. 

Ao professor Francisco José Lima Aragão, pelos ensinamentos, pela atenção 

e por ter-me acolhido de forma receptiva em seu laboratório. 

Ao professor Francisco Assis de Paiva Campos, pela gentileza em me receber 

em seu laboratório para o desenvolvimento desta tese. 

À professora Andreia Barcelos, pelo carinho, pelas conversas, pelos 

ensinamentos e pela atenção e amizade. 

Ao pesquisador Dr. Adilson Kenji Kobayashi, da EMBRAPA Mandioca e 

Fruticultura, por ter-me cedido as linhagens de Agrobacterium tumefaciens utilizadas 

nos experimentos deste trabalho. 

Aos professores do Curso de Bioquímica Agrícola, em especial à professora 

Valéria Monteze Guimarães, pelo carinho. 

À Claudia Fogaça, pela concessão de várias plantas das diferentes cultivares 

de mandioca (Mantiquira, Parazinho, Vassourinha e Urubu), que eram parte do seu 

material de tese de doutorado. 



 iv

À minha família, pela força, em especial ao meu pai, pela imensa ajuda e pelo 

apoio em todos os momentos deste doutorado; e à minha irmã Liliana, pelas 

infindáveis correções das referências bibliográficas desta tese. 

Aos meus amigos Thiago, Ana Karina, Fabíola Dias, Wlad, César, Marcelo 

Minerim, Paulinha, Akiriko, Sandra Eulália, Laudiene, Lourdes Iarema, Ana Rossi, 

Ana, Kenny e Elsa, pela amizade e pelo apoio e incentivo. 

Aos meus colegas de laboratório Abdul, Camila, Cínthia, Eduardo, 

Emmanuel, Fábio, João Paulo, Júnior e Tiago, em especial às minhas amigas 

queridas Fabíola Heredia e Juliana Brasil, pelo carinho e agradável convívio. 

Ao Júnior e à Tina, pelo amor incondicional. 

Ao Eduardo, pelas incontáveis gentilezas e pela atenção e amizade. 

À Lili, pela confiança, amabilidade, pelas incontáveis ajudas e pela amizade. 

Ao professor Cascon, pelo uso da máquina fotográfica. 

Ao Darwin, pelas fotos. 

Ao Júnior, pelas análises estatísticas. 

A Geovanna Navarro e Andréa Rachel Cruz, pelo carinho, apoio e pela 

amizade. 

Ao meu padrinho Aloísio, pelo carinho e pela confiança e presença em todos 

os momentos importantes da minha vida. 

Aos meus colegas do Curso de Bioquímica Agrícola da Universidade Federal 

de Viçosa e do Curso de Bioquímica da Universidade Federal do Ceará, pelo 

convívio. 

Aos funcionários do Instituto de Biotecnologia Aplicado à Agropecuária 

(BIOAGRO) da Universidade Federal do Ceará, em especial ao Aloísio e à Verônica, 

pela colaboração. 

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

(CNPq), pela bolsa de Pós-Graduação e pelo financiamento do projeto. 

A todos que contribuíram, de alguma forma, para a realização deste trabalho. 



 v

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BIOGRAFIA 

 

 

 

JULIANA ROCHA VAEZ, filha de Léo Vaez de Almeida e Edna Marta 

Rocha Vaez, nasceu em 27 de janeiro de 1978, em Pirassununga, no Estado de São 

Paulo. 

De 1996 a 2000, Cursou Engenharia Química na Universidade Federal do Rio 

Grande do Norte (UFRGN). 

No ano de 2001, obteve o grau de especialista em Bioquímica pela UFRGN. 

Em 2003, obteve o título de Magister Scientiae em Bioquímica Agrícola pela 

Universidade Federal de Viçosa (UFV), em Viçosa, MG. 

No segundo semestre de 2003, ingressou no Programa de Pós-Graduação, em 

nível de doutorado, em Bioquímica Agrícola da UFV, submetendo-se à defesa da 

tese em 10 de dezembro de 2007. 

 

 



 vi

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SUMÁRIO 

 

 

 

 Página 

LISTA DE ABREVIATURAS .......................................................................  x 

RESUMO ........................................................................................................  xii 

ABSTRACT....................................................................................................  xiv 

1. INTRODUÇÃO GERAL............................................................................  1 

    1.1. Mandioca (Manihot esculenta Crantz).................................................  1 

    1.2. Cultura de tecidos de mandioca ...........................................................  3 

    1.3. Embriogênese somática........................................................................  4 

    1.4. Embriogênese somática em mandioca .................................................  6 

    1.5. Organogênese.......................................................................................  10 

    1.6. Organogênese em mandioca ................................................................  11 

    1.7. Transformação genética .......................................................................  12 

       1.7.1. Agentes seletivos............................................................................  14 

       1.7.2. Transformação genética via Agrobacterium tumefaciens ..............  18 

       1.7.3. Transformação genética via SAAT (Sonication-assisted 

Agrobacterium-mediated transformation)...................................  

 

19 

       1.7.4. Transformação genética da mandioca............................................  21 

REFERÊNCIAS..............................................................................................  24 

  

  



 vii

 Página 

CAPÍTULO 1..................................................................................................  45 

REGENERAÇÃO in vitro DE PLANTAS DE MANDIOCA (Manihot 

esculenta Crantz) VIA EMBRIOGÊNESE E ORGANOGÊNESE................  

 

45 

1. INTRODUÇÃO ..........................................................................................  45 

2. MATERIAL E MÉTODOS ........................................................................  49 

    2.1. Material vegetal....................................................................................  49 

    2.2. Indução de embriogênese somática primária da cultivar Rosinha .......  49 

    2.3. Indução de embriogênese somática primária das cultivares 

Mantiqueira, Parazinho, Vassourinha e Urubu..................................  

 

50 

    2.4. Embriogênese somática secundária da cultivar Rosinha .....................  50 

    2.5. Maturação de embriões em estádio globular da cultivar Rosinha........  51 

    2.6. Isolamento e alongamento dos embriões somáticos no estádio 

cotiledonar da cultivar Rosinha ...........................................................  

 

51 

    2.7. Transformação via Agrobacterium tumefaciens ..................................  51 

    2.8. Avaliação da capacidade organogênica de diferentes regiões 

cotiledonares ........................................................................................  

 

52 

    2.9. Avaliação de qual período de maturação produziria a maior 

quantidade de brotos após a transformação por Agrobacterium..........  

 

53 

    2.10. Avaliação do melhor meio de indução de organogênese ...................  53 

    2.11. Análise Estatística ..............................................................................  54 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO ................................................................  55 

    3.1. Indução de embriogênese somática primária das cultivares 

Mantiqueira, Parazinho, Vassourinha e Urubu a partir de plantas 

cultivadas in vitro...............................................................................  

 

 

55 

    3.2. Avaliação do meio mais responsivo para o alongamento dos 

embriões somáticos da cultivar Rosinha ............................................  

 

61 

    3.3. Avaliação da capacidade organogênica de diferentes regiões 

cotiledonares da cultivar Rosinha ......................................................  

 

62 

    3.4. Avaliação de qual período de maturação produziria a maior 

quantidade de brotos em cotilédones da cultivar Rosinha 

submetidos à transformação via Agrobacterium ................................  

 

 

64 

  



 viii

 Página 

    3.5. Avaliação do melhor meio de indução de organogênese das 

cultivares Mantiqueira, Parazinho, Vassourinha, Urubu e Rosinha ..  

 

65 

4. CONCLUSÕES ..........................................................................................  68 

5. REFERÊNCIAS..........................................................................................  70 

CAPÍTULO 2..................................................................................................  80 

AVALIAÇÃO DE PARÂMETROS QUE INFLUENCIAM A 

TRANSFORMAÇÃO GENÉTICA DE PLANTAS DE MANDIOCA 

(Manihot esculenta Crantz).............................................................................  

 

 

80 

1. INTRODUÇÃO ..........................................................................................  80 

2. MATERIAL E MÉTODOS ........................................................................  84 

    2.1. Material vegetal....................................................................................  84 

    2.2. Indução de embriogênese somática primária da cultivar Rosinha .......  84 

    2.3. Preparação da cepa de Agrobacterium tumefaciens.............................  85 

    2.4. Processo de transformação via Agrobacterium tumefaciens................  86 

       2.4.1. Avaliação da interferência das etapas do processo de 

transformação por Agrobacterium sobre a embriogênese 

somática secundária .....................................................................  

 

 

87 

       2.4.2. Influência da concentração de bactéria sobre a embriogênese 

somática secundária .......................................................................  

 

87 

    2.5. Transformação via SAAT (Sonication-assisted Agrobacterium-

mediated transformation) ...................................................................  

 

88 

    2.6. Efeito da concentração de canamicina .................................................  91 

       2.6.1. Sobre a embriogênese somática .....................................................  91 

       2.6.2. Sobre a maturação dos embriões....................................................  91 

    2.7. Efeito da concentração de paramomicina ............................................  91 

       2.7.1. Sobre a embriogênese somática .....................................................  91 

       2.7.2. Sobre a maturação dos embriões....................................................  92 

    2.8. Análise da expressão transiente ...........................................................  92 

    2.9. Análise Estatística ................................................................................  92 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO ................................................................  93 

  

  



 ix

 Página 

    3.1. Avaliação de quais componentes das etapas do processo de 

agroinfecção poderiam estar afetando a regeneração por 

embriogênese somática.......................................................................  

 

 

93 

    3.2. Influência da concentração de bactéria sobre a embriogênese 

somática secundária .............................................................................  

 

96 

    3.3. Avaliação da expressão transiente de GUS em diferentes explantes 

das cultivares Rosinha, Mantiqueira, Parazinho, Vassourinha e 

Urubu, transformados via SAAT com diferentes tempos de 

sonicação..............................................................................................  

 

 

 

98 

    3.4. Efeito da concentração de canamicina sobre a indução de 

embriogênese somática e a maturação dos embriões somáticos.........  

 

102 

    3.5. Efeito da concentração de paramomicina sobre a indução de 

embriogênese somática e sobre a maturação dos embriões somáticos  

 

106 

4. CONCLUSÕES ..........................................................................................  109 

5. REFERÊNCIAS..........................................................................................  111 

CONCLUSÕES GERAIS ...............................................................................  118 

 



 x

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

 

 

μEm-2s-1: micro Eisntein por metro quadrado por segundo 
μM: micromolar 
2,4-D: ácido 2, 4-diclorofenoxiacético 
2iP: N-isopenteniladenina 
AgNO3: nitrato de prata 
AIA: ácido indol-3-acético 
AIB: ácido indol-3-butírico 
ANA ou NAA: ácido α-naftalenoacético 
BA ou BAP: 6-benziladenina ou 6-benzilaminopurina 
BIOAGRO: Instituto de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária 
CaMV: vírus do mosaico da couve-flor 
CBM: meio básico de mandioca 
CEM: meio de alongamento da mandioca 
CENARGEN: Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotecnologia
CIAT: Centro Internacional de Agricultura Tropical 
CIM: meio de indução de mandioca 
CMM: meio de maturação de mandioca 
COM: meio de organogênese de mandioca 
dicamba: 2-metóxi-3,6-diclorobenzóico 
DNA: ácido desoxirribonucléico 
DO: densidade ótica 
EMBRAPA: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 
ESS: embrião somático secundário 
FAO: Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação 



 xi

FEC: calos embriogênicos friáveis 
GA3: ácido giberélico 
GD: meio Gresshoff & Doy 
GUS: β-glucuronidase 
HIG: higromicina 
hpt: gene da higromicina fosfotransferase 
HPT: proteína higromicina fosfotransferase 
IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 
KAN: canamicina 
KIN: cinetina 
LB: meio Lúria & Bertani 
mg/L: miligramas por litro 
mM: milimolar 
MS: meio Murashige & Skoog 
NaOH: hidróxido de sódio 
nm: nanômetro 
NOS: gene da nopalina sintetase 
NPT: proteína neomicina fosfotransferase 
npt II: gene da neomicina fosfotransferase II 
PAR: paramomicina 
PAT: proteína fosfinotricina acetil transferase 
picloram: 4-amino-3,5,6-tricloropicolínico 
PPT: fosfinotricina 
rpm: rotações por minuto 
PVC: policloreto de vinila 
s: segundo 
T-DNA: DNA de transferência 
TDZ: tidiazuron  
TMV: vírus do mosaico do tabaco 
X-gluc: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-glucuronídeo 
 



 xii

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESUMO 

 

 

 

VAEZ, Juliana Rocha, D. Sc., Universidade Federal de Viçosa, dezembro de 2007. 
Avaliação de fatores associados à regeneração in vitro e transformação 
genético de cinco cultivares de mandioca. Orientador: Everaldo Gonçalves de 
Barros. Co-Orientadores: Francisco de Assis Paiva Campos e Valéria Monteze 
Guimarães. 

 

 

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma das culturas fundamentais 

para a alimentação humana, visto que é a quarta fonte mais importante de 

carboidratos nos trópicos. Devido à importância que a cultura atingiu nos últimos 

anos, o interesse no melhoramento e desenvolvimento de novas cultivares vem 

crescendo. Assim, os objetivos deste trabalho foram avaliar fatores associados à 

regeneração in vitro e transformação genética de cinco cultivares de mandioca. Para 

tanto, explantes de mandioca de diferentes cultivares tiveram sua resposta 

embriogênica a dois reguladores de crescimento, picloram e 2,4 - D, avaliada em 

diversas concentrações. O regulador de crescimento 2,4 - D foi o que apresentou 

maior freqüência embriogênica, e as suas concentrações mais indicadas para as 

cultivares Mantiqueira, Parazinho, Vassourinha e Urubu foram, respectivamente, 2, 

1, 2 e 2 mg/L. A embriogênese somática é um processo pelo qual células haplóides 

se desenvolvem através de diferentes estádios embriogênicos, dando origem a uma 

planta. Embriões em estádio cotiledonar podem ter seu alongamento induzido por 

diversas combinações de reguladores de crescimento. Com o intuito de avaliar o 
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meio que promoveria maior freqüência de alongamento, foram testadas as seguintes 

combinações: 0,4 mg/L de BAP, 0,25 mg/L de BAP + 0,25 mg/L AIB, 0,4 mg/L de 

GA3 e 0,25 mg/L de GA3 + 0,25 mg/L AIB. Entre os meios avaliados, o mais 

adequado foi o que continha 0,4 mg/L de GA3. Para induzir organogênese, faz-se 

uso de combinações entre reguladores de crescimento. As combinações hormonais 

de 1 mg/L BAP + 0,5 mg/L AIB e 1,6 mg/L BA + 1,6 mg/L AIB foram avaliadas e a 

maior freqüência organogênica, obtida com o uso da primeira combinação citada. O 

processo de organogênese pode ser influenciado por vários fatores, por exemplo 

genótipo, tipo de explante e estádio de desenvolvimento do explante. Foram 

avaliadas diferentes regiões cotiledonares e período de maturação de embriões 

somáticos no estádio cotiledonar que produziriam maior quantidade de brotos. Na 

cultivar Rosinha, a região cotiledonar central foi a mais adequada para indução de 

organogênese e o período de 15 dias de maturação, o que produziu a maior 

quantidade de brotos em cotilédones. Diversos protocolos de transformação de 

mandioca foram desenvolvidos, mas nenhum deles tem aplicabilidade universal e os 

sistemas de seleção utilizados ainda geram muitos escapes ou são deletérios. Há 

mais de 1.500 cultivares de mandioca, contudo apenas um pequeno número foi 

utilizado com sucesso em processos de transformação. Entre os sistemas de 

transformação utilizados, na cultura da mandioca há preferência pela transformação 

via Agrobacterium tumefaciens para a produção de plantas transgênicas. Com o 

intuito de aumentar a eficiência de transformação, foram avaliados os parâmetros 

que afetariam a transformação via A. tumefaciens da cultivar Rosinha, por 

diminuírem a freqüência de histodiferenciação. Os fatores que interferem no 

processo foram a paramomicina na concentração de 500 mg/L e a estirpe bacteriana 

EHA105. Um fator de grande importância a ser determinado no processo de 

transformação é a dose do antibiótico, de maneira a impedir o aparecimento de 

falsos positivos sem interferir, ao mesmo tempo, no potencial regenerativo dos 

explantes usados na transformação. Foram avaliados os efeitos de diferentes 

concentrações dos antibióticos canamicina e paramomicina em embriões somáticos 

nos estádios globular e cotiledonar. Das concentrações avaliadas, as concentrações 

de 10 mg/L de canamicina e 20 mg/L de paramomicina foram as escolhidas para a 

seleção de embriões em estádio globular da cultivar Rosinha. Já das concentrações 

avaliadas a concentração de 10 mg/L de paramomicina foi a escolhida para a seleção 

de embriões em estádio cotiledonar da cultivar Rosinha. A transformação via SAAT 
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(Sonication-assisted Agrobacterium-mediated transformation) utiliza pulsos de 

ultra-som para ferir o tecido-alvo da transformação. O ferimento é um fator que pode 

ser manipulado e ter como resposta direta o aumento na eficiência do processo de 

transformação. Para avaliar a eficiência desse sistema de transformação, foram 

realizados experimentos que analisassem a resposta regenerativa dos explantes 

submetidos a SAAT e a freqüência da expressão do gene GUS. Foi verificado que 

SAAT aumentou de forma sensível a expressão transiente do gene GUS e a 

regeneração dos explantes foi pouco afetada pelo processo. 
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ABSTRACT 

 

 

 

VAEZ, Juliana Rocha, D. Sc., Universidade Federal de Viçosa, December of 2007. 
Factor evaluations associated to in vitro regeneration of five cultivars of 
Cassava. Adviser: Everaldo Gonçalves de Barros. Co-Advisers: Francisco de 
Assis Paiva Campos and Valéria Monteze Guimarães. 

 

 

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is one of the most important crops for 

human consumption. It is considered the fourth most important source of 

carbohydrates in the tropics. The increasing importance of the culture achieved 

during the last years, raised the interest in the improvement and development of new 

cassava varieties. Therefore, the aims of the present work were to evaluate factors 

associated to the in vitro regeneration and genetic transformation of five cassava 

cultivars. Explants from different genotypes were evaluated for their embryogenic 

response to two growth regulators, picloram and 2,4 – D. The growth regulator 2,4 – 

D led to the best embryogenic response and the concentrations of this regulator for 

cultivars Mantiqueira, Parazinho, Vassourinha and Urubu were two, one, two and 

two mg/L, respectively. Somatic embryogenesis is a process by which haploid cells 

develop through different embryogenic states, originating a plant. Embryos in the 

cotyledonary stage may have their development induced by several combinations of 

growth regulators. Aiming to evaluate which combination promotes the best 

stretching frequency, the following combinations were tested: 0.4 mg/L BAP; 0.25 

mg/L BAP + 0.25 mg/L AIB; 0.4 mg/L GA3 and 0.25 mg/L GA3 + 0.25 mg/L AIB. 
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Among the evaluated media, the most adequate was the one which contained 0.4 

mg/L GA3. In order to induce organogenesis, the following combinations of growth 

regulators were tested: 1 mg/L BAP + 0.5 mg/L AIB and 1.6 mg/L BA + 1.6 mg/L 

AIB were evaluated. The highest organogenic frequency was obtained with the use 

of the first combination mentioned. The organogenic process may be influenced by 

many factors, such as genotype, type of explants and developmental stage of the 

explants. Different cotyledonal regions and maturation periods of somatic embryos at 

the cotyledonal stage which produced the greatest amount of shoots were evaluated. 

In the case of cultivar Rosinha, the central cotyledonal region was the most adequate 

for organogenesis induction and the 15-day maturation period was the one which 

produced the highest amount of in cotyledons. Various protocols for manihot 

transformation were developed, however, none of them have universal applicability 

and the selection systems used still either generate many escapes or are deleterious. 

There are more than 1,500 manihot cultivars reported, however, only a few was 

successfully used for transformation. Among the transformation systems used, there 

is a preference for the transformation via Agrobacterium tumefaciens for the 

production of transgenic plants. To increase the transformation efficiency by A. 

tumefaciens, parameters which could decrease histodifferentiation were evaluated in 

cultivar Rosinha. The parameters that interfered in the transformation were 

paramomycin at a concentration of 500 mg/L and the bacterial strain EHA 105. Os 

fatores que interferem no processo foram a paramomicina na concentração de 

500mg/L e a estirpe bacteriana EHA105. A major factor to be defined during the 

transformation process is the antibiotic dosage. The concentration defined should 

prevent false positives without interfering with the regeneration potential of the 

explants used in the transformation process. The effects of different concentration of 

kanamycin and paramomycin on somatic embryos were evaluated in globular and 

cotyledonal stages. The concentrations of 10mg/L (kanamycin) and 20 mg/L 

(paramomycin) were chosen for embryo selection in globular stage of cultivar 

Rosinha.  For embryo selection in cotyledonal stage of cultivar Rosinha the 

concentration of 10mg/L paramomycin was chosen. The transformation via SAAT 

(Sonication-assisted Agrobacterium-mediated transformation) uses ultrasound pulses 

to wound the tissue and this factor can affect transformation efficiency. In order to 

evaluate the efficiency of this transformation system, experiments were conducted 

which evaluated the regenerative response of explants that had undergone the SAAT 



 xvii

procedure as well as the frequency of the GUS gene expression. It was verified that 

SAAT caused an increase on the transient expression of the GUS gene and the 

regeneration of explants were slightly affected by the process. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

 

1.1. Mandioca (Manihot esculenta Crantz) 
 

Mandioca é um arbusto perene lenhoso originário do continente latino- 

americano, provavelmente da Bacia Amazônica (OLSEN; SCHAAL, 1999). Pertence 

à família Euphorbiaceae, na qual outras plantas comercialmente importantes, como a 

mamona (Ricinus communis L.) e a seringueira (Hevea brasiliensis), também estão 

incluídas (PUONTI-KAERLAS, 1998; EL-SHARKAWY, 2004). Amplamente 

cultivada pelos aborígines na época do descobrimento do Brasil, foi introduzida em 

quase toda a América e difundida para outros continentes, especialmente África e 

Ásia (FUKUDA; OTSUBO, 2003). 

Atualmente, a mandioca é uma das culturas mais importantes para a 

alimentação humana nas regiões tropicais e subtropicais do mundo, visto que 

aproximadamente 600 milhões de pessoas se alimentam dessa cultura diariamente. 

Em todo o mundo, há mais de 16 milhões de hectares plantados de mandioca, e 

anualmente são produzidas mais de 170 milhões de toneladas (ANDERSON et al., 

2004). Entre os continentes, a África é o maior produtor mundial, seguido pela Ásia e 

América Latina (FUKUDA; OTSUBO, 2003). O Brasil ocupa a segunda posição na 

cultivo mundial de mandioca (13,46% do total) (GOMES; LEAL, 2003), com uma 

produção de 26.662.188 toneladas de raízes em 2006 (IBGE, 2007). Entre os 

principais estados produtores em 2005, destacam-se: Pará (4.797.757 t), Bahia 

(4.611.676 t), Paraná (3.308.000 t), Maranhão (1.529.986 t), São Paulo (1.144.880 t), 
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Rio Grande do Sul (1.129.500 t), Minas Gerais (927.515 t) e Ceará (826.017 t). A 

mandioca teve variação positiva de 3,6% na produção de 2006 em relação ao ano 

anterior e apresentou uma perspectiva positiva de 1,2% com relação à produção 

esperada em 2007 (IBGE, 2007). 

Embora seja a quarta fonte mais importante de carboidratos nos trópicos, 

atrás apenas do arroz, da batata e do milho, essa cultura não recebe ainda a atenção 

dos órgãos de pesquisa, no sentido de aumentar a sua produtividade (SOUZA et al., 

2002). Esse fato pode ser verificado pelo comportamento da produtividade média dos 

países latino-americanos na década de 1990. Nesses países, a média observada não 

sofreu nenhuma alteração no período, indicando que o padrão tecnológico utilizado 

na cultura não foi modificado e possíveis alterações na produção provavelmente 

estão associadas às mudanças na área plantada (CARDOSO; SOUZA, 2002). 

Apesar de a tecnologia utilizada no plantio da mandioca não ter sido 

modificada nos anos de 1990, a área plantada aumentou, e com isso a produção da 

mandioca cresceu em mais de 75% nos últimos 30 anos, o que confirma o estatus de 

gênero de primeira necessidade dessa cultura (ANDERSON et al., 2004). 

A cultura da mandioca é desenvolvida predominantemente por pequenos 

agricultores para a sua subsistência (MATTOS et al., 2002), uma vez que ela se 

adapta a uma ampla gama de condições climáticas. A mandioca adapta-se facilmente 

às áreas consideradas marginais caracterizadas pela baixa fertilidade do solo e à 

irregularidade do regime pluviométrico e apresenta certa tolerância ao estresse 

hídrico; suas raízes podem ser armazenadas no solo por um período considerável, 

sem que isso ocasione grandes perdas de qualidade e rendimento (ROCA, 1990; 

PUONTI-KAERLAS, 1998; CEBALLOS et al., 2004; EL-SHARKAWY, 2004). A 

época flexível de colheita e o fato de a mandioca produzir mais amido por unidade de 

área que qualquer outra cultura – à exceção da batata – tornam essa cultura bastante 

vantajosa em relação às demais fontes de carboidratos (FREGENE; PUONTI-

KAERLAS, 2002). 

Há, entretanto, fatores negativos, como o baixo conteúdo protéico (1-2%) e 

de aminoácidos sulfurosos (COCK, 1985; PUONTI-KAERLAS, 1998); a rápida 

deterioração das raízes após a colheita (PUONTI-KAERLAS, 1998; WENHAM, 

1995); a presença de compostos fenólicos (SIRITUNGA; SAYRE, 2003), que 

dividem a mandioca em dois grandes grupos: a mandioca-mansa (mandioca-doce), 

não tóxica, destinada ao consumo humano; e a mandioca-brava (mandioca-amarga), 

tóxica, geralmente usada na indústria (FUKUDA; OTSUBO, 2003; PUONTI-
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KAERLAS, 1998). E o grande número de pragas, doenças e vírus que atacam essa 

cultura (BELLOTTI et al., 1999; MATTOS et al., 2002) faz que haja a necessidade 

de se desenvolverem novas variedades que não apresentem tais características. 

 

1.2. Cultura de tecidos de mandioca 
 

A multiplicação da mandioca é feita por propagação vegetativa, ou seja, 

manivas retiradas da planta-mãe são plantadas no campo, dando origem a novas 

plantas. Entretanto, a propagação por manivas ocasiona baixa produção devido a dois 

fatores: o envelhecimento fisiológico provocado pela constante multiplicação e a 

infestação por doenças que são transmitidas por sucessivas gerações (SILVA et al., 

2002). 

A importância que a cultura atingiu nos últimos anos foi acompanhada pelo 

aumento da sua produção. Diversos grupos no mundo inteiro estão trabalhando no 

desenvolvimento de novas cultivares de mandioca e melhorando as características 

das que já existem (SOUZA et al., 2005). 

Entre as técnicas da biotecnologia vegetal empregadas na cultura da 

mandioca podem ser citadas: técnicas microbianas de bioprocessamento, técnicas de 

cultura de tecidos e procedimentos moleculares e celulares para caracterização e 

modificação de genomas (SOUZA et al., 2002). De todos esses procedimentos, a 

cultura de tecidos é o que provoca maior impacto na cultura da mandioca, por se 

tratar de uma técnica relativamente simples que não requer o uso de equipamentos 

muito caros e poder  ser facilmente aplicada em países em desenvolvimento (SILVA 

et al., 2002). 

Os primeiros registros da utilização das técnicas de cultura de tecidos em 

mandioca envolvendo estudos relacionados com o crescimento de calos (ESKES et 

al., 1974) e o cultivo de meristemas apicais datam de 1974 (KARTHA et al., 1974). 

Nos últimos anos, os trabalhos utilizando tais técnicas contemplam as mais diferentes 

áreas: uso da cultura de tecidos para aumentar a taxa de micropropagação (SOUZA 

et al., 2005), estabelecimento de protocolos de micropropagação (TORO et al., 1983; 

SMITH et al., 1986; STAMP; HENSHAW, 1986; ROCA et al., 1992; GARCIA et 

al., 1993; GUO; LIU, 1995; KONAN et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2000), limpeza 

clonal (KARTHA; GAMBORG, 1975; MOREIRA et al., 1977), transformação 

genética (FRANCHE et al., 1991; SCHÖPKE et al., 1996, 1997; ZHANG; PUONTI-

KAERLAS, 2000; RAEMAKERS et al., 2001; SIRITUNGA; SAYRE, 2003; 
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SIRITUNGA et al., 2004; TAYLOR et al., 2004a; ZHANG; GRUISSEM, 2005) e 

conservação e transferência de germoplasma (DELGADO; ROJAS, 1993; CID; 

SILVA, 2007). 

Técnicas de propagação rápida, como a propagação in vitro, permitem 

superar o problema da baixa taxa de multiplicação da mandioca. A taxa de 

multiplicação da mandioca pelo método convencional é de 1 para 8-12 por ano 

(OTOO, 1996; SOUZA et al., 2002), já por via cultura de tecidos é de 

aproximadamente 1 para 43 por ano (SOUZA et al., 2005). 

Os pesquisadores que trabalham com a cultura da mandioca fazem uso da 

organogênese (PUONTI-KAERLAS et al., 1997; ZOK et al., 1993; GUOHUA, 

1998; MUSSIO et al., 1998; LIMA et al., 2002; HANKOUA et al., 2005, 2006) e da 

embriogênese somática (STAMP; HENSHAW, 1982; SZABADOS et al., 1987; 

STAMP, 1987; RAEMAKERS et al., 1993abc; MATHEWS et al., 1993; KONAN et 

al., 1994a; TAYLOR et al., 1996; RAEMAKERS et al., 1997a, 1999ab; JOSEPH et 

al., 1999, 2000; WOODWARD; PUONTI-KAERLAS, 2001; DANSO; FORD-

LLOYD, 2002; MA; XU, 2002; MEDINA et al., 2003; OGBURIA, 2003) como 

métodos regenerativos. 

 

1.3. Embriogênese somática 
 

Descrita pala primeira vez em 1957 por Herry Waris, em Oenanthe aquática, 

e no ano seguinte pelos pesquisadores Reinert (1958) e Steward et al. (1958), em 

cenoura, a embriogênese somática pode ser definida como processo pelo qual células 

haplóides ou somáticas se desenvolvem através de diferentes estádios embriogênicos, 

dando origem a uma planta, sem que ocorra a fusão de gametas (LAUX et al., 2004). 

O padrão de desenvolvimento de um embrião somático apresenta muitas 

características morfológicas semelhantes às do embrião zigótico. Inicialmente, 

ambos são caracterizados pela diferenciação de uma estrutura bipolar, constituída de 

ápice caulinar e radicular. Ambos passam pelos estádios de desenvolvimento pró-

embrionários e embrionários propriamente ditos: globular, cordiforme, torpedo e 

cotiledonar (ARNOLD et al., 2002). Os embriões somáticos se originam a partir de 

grupos de células e não apresentam conexão vascular com os tecidos (STAMP, 

1987). 
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A embriogênese somática é altamente eficiente como processo de 

micropropagação porque permite altas taxas de multiplicação e resulta em embriões 

individualizados, que se desenvolvem em plantas (IBARAKI; MURATA, 2001). 

A embriogênese pode ser influenciada por vários fatores; entre eles, citam-se 

o tipo de explante, a composição do meio nutritivo (sais minerais, carboidratos, 

hormônios), a concentração osmótica e a luz (FIGUEROA et al., 2006). 

Em geral, quase todas as partes da planta podem ser usadas na indução da 

embriogênese somática: ápices caulinares, hipocótilos, discos foliares, segmentos 

foliares, inflorescências, raízes e outras (CARVALHO et al., 2006). 

Meios com alta concentração salina como o de MS (MURASHIGE; SKOOG, 

1962), o SH (SCHENK; HILDEBRANDT, 1972) e o B5 (GAMBORG et al., 1968) 

têm sido usados, pelos seus efeitos positivos, no crescimento e desenvolvimento de 

embriões somáticos, quando comparados com o desenvolvimento em meio de baixa 

concentração salina, como o de White (WHITE, 1943). Os carboidratos, como parte 

integrante do meio de cultura, têm na sacarose o seu exemplo mais utilizado para a 

embriogênese somática, embora outros monossacarídeos (glicose, frutose, manose, 

galactose e arabinose) e dissacarídeos (lactose e maltose) possam ser utilizados 

(GUERRA et al., 1999). 

As auxinas são necessárias para a formação de agregados embriogênicos, pois 

estão envolvidas com a indução e iniciação da embriogênese somática (JENIK; 

BARTON, 2005). As citocininas podem favorecer a produção de calo embriogênico 

(CHUNG et al., 2005) e, em baixas concentrações, são necessárias para a 

embriogênese somática na maioria das culturas de células de dicotiledôneas 

(SCHENCK; HILDEBRANDT, 1972). Entretanto, em algumas famílias, como a 

Apiaceae, elas parecem não ser necessárias (AMMIRATO, 1983). Algumas espécies 

necessitam de que o meio seja suplementado com ácido giberélico ou ácido abscísico 

para o desenvolvimento de embriões somáticos, enquanto outras não necessitam 

dessa suplementação, uma vez que o processo de indução foi estabelecido 

(GUERRA et al., 1999). 

Devido ao alto potencial osmótico apresentado pelo fluido do saco 

embrionário in vivo, adicionam-se substâncias como sacarose, sorbitol, 

polietilenoglicol, manitol ou glicerol ao meio de cultura de embriões somáticos para 

que a osmolaridade seja aumentada (GUERRA et al., 1999) e, conseqüentemente, a 

germinação precoce e o desenvolvimento anormal de embriões somáticos sejam 

prevenidos (AMMIRATO; STEWARD, 1971). 
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Sabe-se que a luz afeta o desenvolvimento dos embriões somáticos somente 

após a iniciação, todavia o processo de indução e iniciação de embriões somáticos 

geralmente é realizado no escuro (GAJ, 2004). 

A embriogênese somática pode ocorrer através de duas vias distintas. A 

primeira é a chamada de embriogênese somática direta, em que os embriões 

somáticos se originam dos tecidos-matriz sem a formação de estágios intermediários 

de calos; a segunda é a embriogênese somática indireta, na qual os embriões 

somáticos se originam a partir de calo (GAJ, 2004). 

 

1.4. Embriogênese somática em mandioca 
 

Desde o primeiro artigo sobre embriogênese somática na mandioca (STAMP; 

HENSHAW, 1982), diversos outros foram publicados sobre o assunto, e a 

quantidade de publicações na área mostra claramente a aplicabilidade do método na 

cultura (Tabela1). 

Apesar de diversos pesquisadores utilizarem a embriogênese como método 

regenerativo, o potencial embriogênico da mandioca é altamente genótipo 

dependente, fazendo que a regeneração de plantas por esse sistema seja possível 

apenas para um número limitado de cultivares (PUONTI-KAERLAS, 1998). 

Diversas cultivares de mandioca já foram utilizadas no processo regenerativo 

via embriogênese; dentre elas, podem ser citadas: CM 430-37 (SZABADOS et al., 

1987), CM 955-2 (SZABADOS et al., 1987), CMC 76 (STAMP, 1987), MCol 76 

(MEDINA et al., 2003), MCol 1438 (SZABADOS et al., 1987), MCol 1684 

(SZABADOS et al., 1987), MCol 1505 (SZABADOS et al., 1987; MATHEWS et 

al., 1993; TAYLOR et al., 1996; WOODWARD; PUONTI-KAERLAS, 2001; 

MEDINA et al., 2003), MCol 1468 (SZABADOS et al., 1987), MCol 2215 

(SZABADOS et al., 1987; DANSO; FORD-LLOYD, 2002), Mmal 1 (SZABADOS 

et al., 1987), Mper 302 (SZABADOS et al., 1987), Mven 25 (SZABADOS et al., 

1987), Mven 77 (RAEMAKERS et al., 1993b; DANSO; FORD-LLOYD, 2002); 

Mven 270 (SZABADOS et al., 1987), Nanzhi 188 (MA; XU, 2002), PRC 60a 

(JOSEPH et al., 1999) e Tjurug (RAEMAKERS et al., 1993b). Entretanto, as mais 

utilizadas são a MCol 22 (SZABADOS et al., 1987; RAEMAKERS et al., 1993abc; 

GROLL et al., 2001, 2002; DANSO; FORD-LLOYD, 2002) e a TMS 60444 

(TAYLOR et al., 1996; RAEMAKERS et al., 1997a; SOFIARI et al., 1998; 

TAYLOR et al., 2001). 
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Tabela 1 – Tipos de reguladores de crescimentos (RC) e explantes utilizados para 
induzir embriogênese somática em mandioca, por referência analisada 

 
 

RC Explantes Referências 
 

2,4 – D 
cotilédones, folhas jovens 

imaturas e eixos 
embrionários de sementes 

Stamp e Henshaw, 1982 

2,4 – D cotilédones Stamp e Henshaw, 1986 
2,4 – D folhas jovens imaturas Szabados et al., 1987 
2,4 – D folhas jovens imaturas Stamp, 1987 
2,4 – D cotilédones Stamp e Henshaw, 1987 
2,4 – D cotilédones Henshaw, 1989 
2,4 – D folhas jovens imaturas Mathews et al., 1993 
2,4 – D folhas jovens imaturas Raemakers et al., 1993a 
2,4 – D folhas jovens imaturas Raemakers et al., 1993b 
2,4 – D folhas jovens imaturas Raemakers et al., 1993c 
2,4 – D cotilédones Konan et al., 1994a 

2,4 – D e picloram folhas jovens imaturas Taylor et al., 1996 
2,4 – D e picloram folhas jovens imaturas Raemakers et al., 1997a 

2,4 – D e ANA folhas imaturas Sofiari et al., 1997 
2,4 – D folhas jovens imaturas Puonti-Kaerlas et al., 1997 
2,4 – D folhas jovens imaturas Mussio et al., 1998 

2,4 – D, ANA e picloram  folhas imaturas Guohua, 1998 
2,4 – D folhas jovens imaturas Li et al., 1998 

2,4 – D e picloram folhas jovens imaturas Sofiari et al., 1998 
2,4 – D folhas jovens imaturas Joseph et al., 1999 
2,4 – D folhas jovens imaturas Raemakers et al., 1999a 
2,4 – D folhas jovens imaturas Joseph et al., 2000 
2,4 – D folhas jovens imaturas Raemakers et al., 2000 
2,4 – D folhas jovens imaturas Takahashi et al., 2000 

picloram meristemas apicais e 
folhas jovens imaturas Zhang et al., 2000b 

picloram folhas jovens imaturas Taylor et al., 2001 
2,4 – D e picloram folhas jovens imaturas Groll et al., 2001 

picloram inflorescências imaturas  Woodward e Puonti-
Kaerlas, 2001 

2,4 – D folhas jovens imaturas Groll et al., 2002 
2,4 – D folhas jovens imaturas Ma e Xu, 2002 
2,4 – D cotilédones Danso e Ford-Lloyd, 2002 

2,4 – D, picloram e 
dicamba folhas imaturas Medina et al., 2003 

picloram  meristemas apicais e 
folhas jovens imaturas Hankoua et al., 2005 

picloram folhas jovens imaturas Atehnkeng et al., 2006 
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Szabados et al. (1987) verificaram que a freqüência embriogênica em 

meristemas foi de 29,55% e em folhas imaturas, de 47%. Uma vez que as folhas 

imaturas apresentaram a maior freqüência, elas foram utilizadas como o explante 

para avaliar a capacidade embriogênica de 15 variedades distintas de mandioca. As 

variedades MCol 22, MCol 1505, MCol 1940 e Mven 270 exibiram alta capacidade 

embriogênica, enquanto as outras variedades mostraram resposta moderada (Mmal 1, 

Mbra 12, MGI 1940, MCol 1684, Mper 302 e CM 955-2) ou baixa (MCol 1468, 

MCol 1438, Mven25, CM 976-15 e CM430-37). 

Mroginski e Scocchi (1993) ressaltaram a capacidade embriogênica da 

variedade MCol 1505, pois ela foi a única, entre 15 variedades testadas, que 

apresentou plantas regeneradas a partir de embriões. O potencial embriogênico dessa 

variedade também foi destacado por Medina et al. (2003), que, depois de avaliarem a 

freqüência embriogênica de 12 cultivares, viram que a porcentagem de resposta da 

MCol foi superior a 50% e, entre as demais cultivares, apenas os clones CM 3306-4 e 

76 tiveram um razoável porcentual de embriogênese (23-27%). 

Taylor et al. (1992) observaram que a cultivar venezuelana CMC 76 

apresentou resposta embriogênica acima de 80%, sendo superior a 15 genótipos 

africanos de mandioca. 

Em trabalho conduzido por Raemakers et al. (1993b) foram testadas quatro 

cultivares da Indonésia (Tjurug, Gading, Mangi e Faroka) e duas da América Latina 

(MCol 22 e Mven 77). A indução da embriogênese somática nos folhas jovens 

imaturas ocorreu em todas as cultivares testadas, mas foi maior nos genótipos MCol 

22 e Tjurug, que tiveram freqüências embriogênicas de 81% e 46%, respectivamente. 

Sofiari et al. (1997), avaliando a capacidade de indução da embriogênese 

somática pelos hormônios ANA e 2,4 – D em sete cultivares (MCol22, MCol1505, 

TMS90853, Gading, Adira 1, Adira 4 e Line 11), viram que o ANA induzia maior 

quantidade de embriões nas cultivares testadas. 

Joseph et al. (1999) desenvolveram um protocolo eficiente para indução de 

embriogênese na cultivar PRC 60a, com o qual obtiveram freqüência embriogênica 

de 78%. No ano seguinte, pesquisadores (JOSEPH et al., 2000) descreveram um 

sistema embriogênico para Manihot glaziovii e, com ele, obtiveram uma freqüência 

embriogênica de 75%. 

Takahashi et al. (2000) induziram embriões somáticos na cultivar MCol 22 

com meios de cultura líquido e semi-sólido com 2,4 – D. Com base nos resultados, 
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foi visto que o meio líquido era menos adequado, posto que a freqüência 

embriogênica nesse meio foi de 24% e no semi-sólido, de 50%. 

Woodward e Puonti-Kaerlas (2001), estudando o potencial embriogênico de 

tecido floral de mandioca da cultivar MCol 1505, obtiveram freqüência de 78% de 

embriogênese. 

Danso e Ford-Lloyd (2002) testaram a capacidade embriogênica de 33 

acessos africanos e latino-americanos. Dos 18 acessos da África, 15 mostraram 

possuir competência embriogênica (TME 1808, TME 1801, TME 1939, TME 2019, 

TME 2037, TME 279, I 4 (2) 1425, TME 60444, TME 9, I 30572, TME 3, TME 24, 

Abasa fitaa, Santom e Tek bankye). Entre os acessos que responderam à 

embriogênese, o TME 2037 exibiu a menor competência (8,3%) e o TME 279, a 

mais alta (92,4%). Diferentemente dos africanos, todos os 15 acessos da América 

Latina (MCol 2215, MCol 22, CM 523-7, CM 3306-19, CM 3555-6, CM 4365-3, 

CM 6740-7, MCol 1468, Mbra 12, Mbra 191, Mbra 383, MCol 1505, Mven 77, 

Mper 183 e NGA-2) tiveram competência embriogênica. Mas, dos genótipos 

avaliados, os MCol da Venezuela e Colômbia apresentaram a mais alta competência 

embriogênica, enquanto os CM da Colômbia e o Mbra do Brasil mostraram média e 

baixa competências, respectivamente. 

Machado (2004) avaliou a capacidade embriogênica de oito cultivares do 

Nordeste brasileiro (Rosinha, Água Morna, Amansa Burro, Aparecida, Mata Fome, 

Milagrosa, Rosa e Sacai). A menor capacidade embriogênica foi a da cultivar Água 

Morna, com 31,0%; e a maior, da cultivar Rosa, com 82,9%. 

A embriogênese somática em mandioca é fortemente influenciada pela fonte 

de explante utilizada para a indução da embriogênese (SZABADOS et al., 1987) e 

pelo genótipo (SUDARMONOWATI; HENSHAW, 1993; PUONTI-KAERLAS, 

1998). 

Para a embriogênese somática, normalmente são empregados pelo menos dois 

diferentes meios de cultura. O primeiro é otimizado visando à indução da 

embriogênese somática, enquanto o segundo meio permite o desenvolvimento dos 

embriões somáticos até o estádio cotiledonar, processo conhecido como maturação 

(GUERRA et al., 1999). Esse primeiro meio em mandioca é conhecido como CIM 

(Cassava Induction Medium) e o segundo, como COM (Cassava Maturation 

Medium) (ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 2000; ZHANG et al., 2000b). 
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Para induzir a embriogênese nos diversos tipos de explantes, eles são 

colocados num meio CIM suplementado com diferentes auxinas, como dicamba 

(SUDARMONOWATI; HENSHAW, 1993; MEDINA et al., 2003) e ANA 

(SOFIARI et al., 1997), nas mais diversas concentrações. Todavia, as mais utilizadas 

são o picloram (TAYLOR et al., 1996; RAEMAKERS et al., 1997a; ZHANG et al., 

2000b; TAYLOR et al., 2001; MEDINA et al., 2003; HANKOUA et al., 2005; 

ATEHNKENG et al., 2006) e o 2,4 – D (STAMP; HENSHAW, 1982; SZABADOS 

et al., 1987; MUSSIO et al., 1998; RAEMAKERS et al., 1999a; JOSEPH et al., 

2000; GROLL et al., 2001; GROLL et al., 2002). 

A maturação dos embriões que se encontram no estádio globular ocorre 

quando estes são transferidos para meio COM, que pode estar sem reguladores de 

crescimento (MATHEWS et al., 1993), suplementado com baixas concentrações de 

citocinina (RAEMAKERS et al., 1993ac; JOSEPH et al., 2000; DANSO; FORD-

LLOYD, 2002) ou com baixas concentrações de citocinina e auxina (STAMP, 1987; 

RAEMAKERS et al., 1993b). 

Os cotilédones dos embriões maturados (RAEMAKERS et al., 1993a; 

RAEMAKERS et al., 1997a) ou embriões no estádio globular (SZABADOS et al., 

1987; RAEMAKERS et al., 1993c; MATHEWS et al., 1993; RAEMAKERS et al., 

1999a) podem ser colocados em um meio com a mesma auxina que promoveu a 

embriogênese somática primária e produzir novos embriões, num processo 

conhecido como embriogênese secundária ou cíclica. 

 

1.5. Organogênese 

 
A organogênese é uma via de regeneração em que órgãos monopolares, como 

primórdios caulinares (cauligênese) ou raízes (rizogênese), são formados e 

desenvolvidos a partir de explantes diversos. Esses órgãos desenvolvem partes 

procambiais que estabelecem conexão com o tecido vascular pré-existente do 

explante (THORPE, 1994). 

A organogênese pode ocorrer de forma indireta, em que os órgãos são 

gerados a partir de um grupo de células com crescimento desordenado que pode 

apresentar certo grau de diferenciação (calo), ou de forma direta, quando os órgãos 

são gerados sem passar pela fase de calo. Pode-se dividir a organogênese em três 

etapas distintas: 1) aquisição de competência, 2) indução da organogênese, 3) 
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diferenciação morfológica e desenvolvimento (CHRISTIANSON; WARNICK, 

1985). 

Tanto cauligênese quanto rizogênese podem ocorrer em explantes vegetais 

em respostas à manipulação dos níveis hormonais exógenos (SKOOG; MILLER, 

1957), entretanto esses processos podem ocorrer na ausência de estimulação 

hormonal externa (CHRISTIANSON; WARNICK, 1985). Para induzir a 

organogênese, normalmente se usa uma combinação hormonal entre o grupo das 

citocininas, principalmente BAP e KIN, e o das auxinas, como ANA, AIA e 2,4-D 

(BOBÁK et al., 1995; KALLAK et al., 1997; JAIN et al., 1988; TABEI et al., 1998; 

BHAU; WAKHLU, 2001; MITRA; MUKHERJEE, 2001; BACCHETTA et al., 

2003; PIRINÇ et al., 2003; SAIRAM et al., 2003; SCHWEEN; SCHWENKEL, 

2003; BECERRA et al., 2004; MAKUNGA et al., 2005; PAEK et al., 2005; GILL et 

al., 2006; KATHIRAVAN et al., 2006; SUGIYAMA; IMAMURA, 2006; ZHANG et 

al., 2006). 

 

1.6. Organogênese em mandioca 

 
Os primeiros trabalhos sobre organogênese em mandioca (TILQUIN, 1979; 

SHAHIN; SHEPARD, 1980) não apresentaram resultados reproduzíveis. Os 

primeiros desses resultados foram divulgados em 1994, por Konan et al. (1994abc). 

Em um dos trabalhos, os pesquisadores induzindo a formação de brotos em embriões 

zigóticos e meristemas axilares, sem a intervenção da fase de calo, obtiveram 

eficiência de regeneração de 95% (KONAN et al., 1994b). 

Desde então, a organogênese tem sido o método regenerativo escolhido por 

diversos pesquisadores devido à rapidez com que a planta é obtida, o que 

provavelmente reduz o risco de variação somaclonal (Tabela 2). 

Das cultivares de mandioca regeneradas via organogênese, a MCol 22 

(PUONTI-KAERLAS et al., 1997; LI et al., 1998) e a TMS 60444 (LI et al., 1998; 

HANKOUA et al., 2006) têm sido as mais utilizadas. 

Geralmente, uma combinação hormonal de citocinina e auxina é utilizada 

para induzir a organogênese em cotilédones ou em outros explantes na cultura da 

mandioca (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Tipos de explantes e reguladores de crescimento (RC) utilizados em 
trabalhos com a organogênese de mandioca, por artigo-referência 

 
 

 

Explante 
 

RC 
 

Referência 
   

Meristemas BAP e GA3 Zok et al., 1993 
Cotilédones BA, IBA Puonti-Kaerlas et al., 1997 

Calo TDZ, cinetina, BA e 2iP  Guohua, 1998 

Cotilédones BA, 2,4 - D, GA3, cinetina, 
IBA, ANA Li et al., 1998 

Cotilédones BA e IBA Zhang et al., 2001 
Cotilédones BA e IBA  Hankoua et al., 2005 

 
 

 

 

Konan et al. (1997) induziram organogênese em meristemas de cultivares 

latino-americanas, africanas e indianas (TMS 30555, Aipin Valenca, MBra 769, 

CMC 76, MCub 51, MCub 58, MMex 55, MPar 133, TMS 60444 Red, TMS 30395, 

TMS 50395, TMS 60142, TMS 83350, TMS 84537, TMS 90059, TMS 90853, 

Mpira), utilizando quatro diferentes citocininas (BAP, TDZ, zeatina e cinetina). Os 

melhores resultados foram obtidos com a cultivar TMS 30555 e com a citocinina 

BAP na concentração de 10 mg/L. 

Puonti-Kaerlas et al. (1997) e Li et al. (1998) induziram organogênese em 

cotilédones verdes, utilizando 1 mg/L de BA e 0,5 mg/L de IBA. 

Guohua (1998), avaliando o efeito de diferentes auxinas e citocininas na 

indução de organogênese na cultivar chinesa Nanzhi 188, obteve as mais altas 

freqüências organogênicas quando fez uso de TDZ (56, 6% para 4,4 μM de TDZ). 

 

1.7. Transformação genética 

 
O melhoramento de plantas é bastante antigo, visto que os primeiros 

agricultores escolhiam as melhores sementes para a próxima safra, selecionando, 

assim, as variedades capazes de adaptar-se a condições adversas do ambiente 

(pragas, doenças, solos com baixa fertilidade e salinidade, entre outros) (MANSUR; 

MARGIS-PINHEIRO, 1995). 

Entre 1950 e 2000, a área utilizada na agricultura praticamente não foi 

alterada, mas a quantidade de alimentos produzida mais do que duplicou, graças ao 

melhoramento genético clássico. Até 2050, as previsões de crescimento populacional 
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e o aumento do nível de vida da população indicam que a produtividade na lavoura 

deverá ser quase que duplicada novamente, para que não haja falta de alimentos. 

Entretanto, a aplicação exclusiva do melhoramento clássico não atenderá a essa 

demanda, pois o processo tem suas limitações, sendo a principal delas a 

impossibilidade de cruzar organismos de espécies distintas. Diante desse panorama, 

se se considerar somente o uso do melhoramento clássico, deverá ocorrer aumento na 

área cultivada, mas isso trará grande risco para áreas protegidas, como as florestas 

(BORÉM, 1999; BORÉM; MILACH, 1999). 

O conhecimento advindo da descoberta da estrutura do DNA, da 

compreensão de mecanismos de controle e expressão de genes e do desenvolvimento 

das técnicas de biologia molecular permitiu que técnicas de manipulação genética de 

plantas fossem desenvolvidas (BIRCH, 1997). Fazendo uso dessa ampla gama de 

conhecimentos gerados, foram desenvolvidas técnicas que permitem a introdução de 

fragmentos definidos de DNA em um genoma receptor, devendo ser a ele integrado. 

Nesse método pode ser evitada a transferência de características deletérias ou 

desfavoráveis (MA; CHEN, 2005). 

As plantas modificadas geneticamente, também chamadas de transgênicas, 

podem ser obtidas pela introdução de genes de diferentes origens (animal, vegetal, 

leveduras ou bactérias) nas culturas, sem a necessidade de períodos extensos de 

cruzamentos (MANSUR; MARGIS-PINHEIRO, 1995). 

A transferência de genes na transformação genética pode ser direta ou 

indireta. A transferência direta é baseada em métodos físicos ou químicos, como a 

biobalística e a eletroporação (SANTARÉM, 2000b), enquanto a indireta é aquela 

que utiliza um vetor para intermediar a transformação, como Agrobacterium 

tumefaciens (TZFIRA; CITOVSKY, 2006). 

Para se ter um processo de transformação bem-sucedido, é necessário reunir 

diversos fatores, como: 1) o tecido-alvo da transformação deve ter competência para 

ser propagado ou regenerado; 2) ter agentes que selecionem os tecidos transgênicos; 

e 3) utilizar um processo de transformação que seja simples, eficiente, genótipo-

independente e de baixo custo (HANSEN; WRIGHT, 1999). 

Os ganhos que podem ser atingidos com a transformação genética de plantas 

têm reflexo sobre os agricultores, indústria alimentar, consumidores e, sobretudo, 

sobre o ambiente (OLIVEIRA, 2000). A transformação genética é uma ferramenta 

poderosa da biotecnologia vegetal, pois permite a produção de variedades com 
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qualidade nutricional superior às existentes, com características mais adequadas ao 

armazenamento, com o período de maturação aumentado, tolerantes à seca e 

resistentes a herbicidas, pragas e doenças (BRASILEIRO; DUSI, 1999). 

 

1.7.1. Agentes seletivos 

 
Na transformação, o uso de antibióticos tem-se tornado rotina. No caso da 

agroinfecção, os antibióticos são adicionados ao meio de cultura, tanto para eliminar 

a Agrobacterium quanto para selecionar as plantas transformadas (SHAW et al., 

1983). Nos demais tipos de transformação, os antibióticos são utilizados apenas para 

fim seletivo. 

Como a cultura de tecidos é afetada pelos diferentes componentes presentes 

no meio de cultura, é importante a utilização de antibióticos que não afetem o 

sistema de regeneração das plantas. Para a eliminação da Agrobacterium, 

normalmente se utilizam os antibióticos cefotaxima e carbenicilina, pois ambos 

apresentam toxicidade mínima para a maioria dos tecidos vegetais (MATHIAS; 

BOYD, 1986). Entretanto, tem sido observado que esses dois antibióticos apresentam 

efeito hormonal sobre os tecidos cultivados in vitro e podem afetar a embriogênese 

em diversas plantas (NAUERBY et al., 1997). 

A cefotaxima, em concentrações superiores a 500 mg/L, apresenta efeito 

inibitório em Arabidopsis (PATTON; MEINKE, 1988) e Solanum tuberosum 

(FREDERIKSEN, 1994). Em Nicotiana tabacum, a cefotaxima não afeta a produção 

de brotos provenientes de discos foliares, mas tem efeito inibitório na regeneração do 

explante cotiledonar (NAUERBY et al., 1997). Já em Gossypium hirsutum inibe ou 

estimula a formação de brotos, dependendo da cultivar (AGRAWAL et al., 1997). 

A carbenicilina tem influência negativa em concentrações que vão desde 250-

1.000 mg/L em Arabidopsis (PATTON; MEINKE, 1988), Nicotiana tabacum (LIN 

et al., 1995), Solanum tuberosum (PARK et al., 1995) e Carica papaya (YU et al., 

2001). 

Na transformação de mandioca via Agrobacterium tumefaciens, a 

carbenicilina foi utilizada na concentração de 500 mg/L (SARRIA et al., 1995, 2000; 

LI et al., 1996; GONZÁLEZ et al., 1998; ZHANG et al., 2000a, 2005; SIRITUNGA; 

SAYRE, 2003; SIRITUNGA et al., 2004; JØRGENSEN et al., 2005; IHEMERE et 
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al., 2006) e a cefotaxima, nas concentrações de 200 mg/L (SCHREUDER et al., 

2001) e 250 mg/L (SARRIA et al., 1995, 2000). 

Na seleção das células transformadas são utilizados genes conhecidos como 

marcadores de seleção. O gene marcador pode permitir que os transformantes 

tenham resistência a antibiótico ou a herbicida (SAWAHEL, 1994). Esses genes 

codificam proteínas com atividades enzimáticas que conferem às células 

transformadas a capacidade de crescer em uma condição específica (BRASILEIRO; 

DUSI, 1999). Tais marcadores são divididos em diferentes categorias, dependendo 

do tipo de seleção praticada, que pode ser positiva ou negativa. A seleção positiva é 

definida como aquela que permite o crescimento da planta transgênica na presença 

de determinado substrato (HALDRUP et al., 1998; ZHANG et al., 2000a; LUCCA et 

al., 2001; ARAGÃO; BRASILEIRO, 2002) e a negativa, na sua ausência (ZHANG 

et al., 2000a; ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 2000; ARAGÃO; BRASILEIRO, 

2002). 

Os principais fatores considerados na escolha de determinado gene marcador 

são: a) a expressão dele não deve interferir no metabolismo normal das células 

transformadas; b) seu produto deve proteger, de modo efetivo, as células 

transformadas das propriedades inibitórias de crescimento do agente seletivo, além 

de permitir uma distinção fenotípica entre as células transformadas e as não-

transformadas; c) a exposição do explante transgênico ao agente seletivo não deve 

afetar seu subseqüente crescimento e regeneração em plantas inteiras e férteis 

(POTRYKUS; SPANGENBERG, 1995). 

É importante determinar a dose do antibiótico ou do herbicida a ser utilizada e 

o tempo de exposição do explante ao agente seletivo, de maneira a impedir o 

aparecimento de falsos positivos sem interferir, ao mesmo tempo, no potencial 

regenerativo deles, de modo que o maior número de brotos transgênicos seja 

selecionado (BRASILEIRO; LACORTE, 1998). 

Os genes marcadores mais utilizados são o nptII (BEVAN et al., 1983), bar 

(THOMPSON et al., 1987) e hph (WALDRON et al., 1985), que codificam, 

respectivamente, a enzima neomicina fosfotransferase (NPT), a qual confere 

resistência à canamicina (KAN) e outros aminoglicosídeos relacionados 

(gentamicina e paromomicina);  a fosfinotricina acetil transferase (PAT), que confere 

resistência ao composto fosfinotricina (PPT); e a higromicina fosfotransferase 

(HPT), que proporciona resistência à higromicina (HIG). 
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A resposta da mandioca a diferentes antibióticos do grupo dos 
aminoglicosilados é muito variável e depende da variedade (FOURMY et al., 1996). 

A canamicina é o antibiótico mais usado para a seleção de plantas 
transformadas com vetores que possuem o gene nptII, e normalmente a faixa de 
concentração utilizada na seleção varia de 50 a 500 mg/L. Esse antibiótico é eficiente 
na inibição do crescimento de células não transformadas, entretanto é ineficiente 
como marcador de seleção para diversas gramíneas e leguminosas (ROA-
RODRÍGUEZ; NOTTENBURG, 2001). Na cultura da mandioca, esse antibiótico já 
foi utilizado em diversos trabalhos, em concentrações que variam de 5 até 1.000 
mg/L (SCHÖPKE et al., 1996; SCHREUDER et al., 2001; SATO et al., 2004) 
(Tabela 3). 

A paromomicina (PAR) tem sido usada por diversos pesquisadores 
(TORBERT et al., 1995, 1998; CHENG et al.,1997) e se mostrado mais eficiente que 
a canamicina como agente seletivo em algumas culturas, por afetar menos a indução 
embriogênica (WANG et al., 2005). Na cultura da mandioca, esse antibiótico já foi 
utilizado em uma série de trabalhos em diferentes concentrações: 25 mg/L 
(SCHREUDER et al., 2001) e 75 mg/L (SIRITUNGA; SAYRE, 2003; SIRITUNGA 
et al., 2004; IHEMERE et al., 2006) (Tabela 3). 

A geneticina (GEN) já foi utilizada na seleção de transgênicos de mandioca 
na concentração de 20 mg/L (LI et al., 1996; JØRGENSEN et al., 2005) (Tabela 3). 

O gene da higromicina fosfotransferase (hpt ou hph) tem sido usado como 
gene marcador de plantas transgênicas (ROA-RODRÍGUEZ; NOTTENBURG, 
2001), quando não é possível a utilização do gene nptII (WILMINK; DONS, 1993). 
A higromicina (HIG) apresentou resultados positivos de sua utilização em protocolos 
de transformação de várias espécies, como tabaco, videira, pimentão, café e berinjela 
(MIHALKA et al., 1998; HATANAKA et al., 1999; PICOLI, 2000). O menor 
número de escapes e as menores concentrações de higromicina, comparadas com 
outros produtos utilizados para seleção de células transformadas, fazem desse 
antibiótico uma alternativa promissora a ser utilizada em protocolos de 
transformação genética (PICOLI; OTONI, 2001). Na cultura da mandioca, a 
higromicina foi utilizada em diferentes concentrações: 0,5 mg/L (SCHREUDER et 
al., 2001), 7,5 mg/L (ZHANG et al., 2000b; ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 2000), 
15 mg/L (LI et al., 1996; ZHANG et al., 2000b; ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 
2000; JØRGENSEN et al., 2005), 25 mg/L (ZHANG et al., 2000a; ZHANG et al., 
2003; ZHANG et al., 2005) e 50 mg/L (ZHANG et al., 2000a; ZHANG et al., 2005) 
(Tabela 3). 
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Tabela 3 – Trabalhos de transformação de mandioca apresentados por ordem 
cronológica. Genes marcadores: gus (β-glucuronidase), luc (luciferase), 
nptII (neomicina fosfotransferase II) e hpt (higromicina 
fosfotransferase). 

 
 

Referência Antibiótico Gene 
Marcador 

Gene 
Repórter Transformação

     
Franche et al., 1991 ⎯ ⎯ gus Biobalística 

Sarria et al., 1995 Carbenicilina e 
cefatoxima bar gus Agrobactéria 

Li et al., 1996 Carbenicilina nptII, hpt gus Agrobactéria 
Schöpke et al., 1996 ⎯ nptII gus Biobalística 
Raemakers et al., 1996 ⎯ ⎯ luc Biobalística 
Schöpke et al., 1997 ⎯ ⎯ gus Biobalística 
González et al., 1998 Carbenicilina nptII gus Agrobactéria 
Munyikwa et al., 1998 ⎯ bar luc Biobalística 
Zhang et al., 2000a Carbenicilina hph gus Agrobactéria 
Zhang et al., 2000b ⎯ hph gus Biobalística 
Zhang e Puonti-Kaerlas, 2000 ⎯ hph gus Biobalística 

Sarria et al., 2000 Carbenicilina e 
cefatoxima bar gus Agrobactéria 

Schreuder et al., 2001 Cefatoxima nptII, hph gus Agrobactéria 
Siritunga e Sayre, 2003 Carbenicilina nptII ⎯ Agrobactéria 
Zhang et al., 2003 Carbenicilina hph gus Agrobactéria 
Siritunga et al., 2004 Carbenicilina nptII ⎯ Agrobactéria 
Sato et al., 2004 Cefatoxima nptII ⎯ Agrobactéria 
Zhang et al., 2005 Carbenicilina hph gus Agrobactéria 
Raemakers et al., 2005 ⎯ ⎯ luc Biobalística 
Jørgensen et al., 2005 Carbenicilina nptII, hpt ⎯ Agrobactéria 
Ihemere et al., 2006 Carbenicilina  nptII ⎯ Agrobactéria 

 
 

 

O gene bar confere resistência aos herbicidas Liberty®, Finale® e Basta®, os 

quais apresentam fosfinotricina (PPT) como princípio ativo (DE BLOCK et al., 

1987; WILMINK; DONS, 1993). Na mandioca, esse herbicida já foi utilizado nas 

concentrações de 16 e 32 mg/L (SARRIA et al., 1995; 2000) e na concentração de 

20 mg/L (MUNYIKWA et al., 1998) (Tabela 3). Observou-se que a presença do 

herbicida no meio de indução de embriões em mandioca interfere negativamente na 

freqüência de embriogênese (SARRIA et al., 2000). 

Alternativamente, marcadores visuais como o GUS (glucuronidase) 

(JEFFERSON 1987), a luciferase (OW et al., 1986) e o GFP (green fluorescent 

protein) (CHALFIE et al., 1994) podem ser utilizados para detectar as plantas 
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transgênicas. Esses três marcadores foram utilizados para a seleção de mandioca 

transgênica por diversos grupos que trabalham com melhoramento genético de 

mandioca. Schöpke et al. (1996, 1997), Zhang e Puonti-Kaerlas (2000) e Raemakers 

et al. (2005) avaliaram a eficiência de sua metodologia de transformação usando 

GUS, Raemakers et al. (1996) e Munyikwa et al. (1998) empregando a luciferase e 

Vanitharani et al. (2004) utilizando o GFP (Tabela 3). 

 

1.7.2. Transformação genética via Agrobacterium tumefaciens 

 
As agrobactérias (Agrobacterium spp.) são microrganismos tipicamente de 

solo, gram-negativas, geralmente aeróbicas, pertencentes à família Rhizobiaceae 

(HOLT et al., 1994). O gênero Agrobacterium está subdividido em quatro espécies 

que diferem entre si pela patogenicidade e pelo modo de infecção em diferentes 

plantas: (i) A. tumefaciens, que provoca a doença conhecida como galha-da-coroa; 

(ii) A. rhizogenes, que causa a síndrome da cabeleira em raiz; (iii) A. vitis, que induz 

tumores em Vitis spp.; e (iv) A. radiobacter, que é uma bactéria não-patogênica 

(ANDRADE et al., 2001). 

Agrobacterium tumefaciens é importante para os estudos de transformação de 

plantas devido à sua capacidade natural de introduzir DNA em plantas hospedeiras 

que, ao ser integrado, passa a ser expresso como parte do genoma dessas plantas 

(McCULLEN; BINNS, 2006). 

Os processos de infecção e transferência da região do T-DNA para a célula 

vegetal iniciam-se com o reconhecimento e fixação da bactéria no tecido vegetal 

lesado por manipulações laboratoriais, tratos culturais, geadas ou insetos. A 

exudação de agentes quimiostáticos (compostos fenólicos, aminoácidos e 

monossacarídeos) pelas células da planta ferida atrai as agrobactérias (TZFIRA; 

CITOVSKY, 2002). Em laboratório, o uso de compostos fenólicos, em especial a 

acetosseringona durante o período de co-cultivo (STACHEL et al., 1986), alta 

pressão osmótica (USAMI et al., 1988), baixo pH (TURK et al., 1991) e temperatura 

(DILLEN et al., 1997), afeta positivamente a freqüência de transformação. 

As moléculas exsudadas em resposta ao ferimento da planta vão ativar a 

expressão dos genes de virulência que estão localizados na região vir do plasmídio 

Ti. Após a indução, dá-se início à montagem do “complexo-T” (T-DNA associado a 

diversas proteínas), que é transferido para o núcleo da célula vegetal (GELVIN, 
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2000) e lá integrado ao genoma por recombinação. A inserção parece ser ao acaso, 

mas há preferência por regiões transcricionalmente ativas (BRASILEIRO; DUSI, 

1999). 

A transformação via Agrobacerium apresenta diversas vantagens que 

permitem a ampla utilização desse processo na obtenção de plantas transgênicas. 

Entre elas, podem-se citar a sua fácil aplicabilidade, a eficiência de transformação, a 

inserção do gene presente na região T, geralmente em uma região 

transcricionalmente ativa no cromossomo vegetal, e a integração de uma única cópia 

no genoma vegetal (McCULLEN; BINNS, 2006). 

A especificidade da interação entre a bactéria e a planta pode variar muito, 

mesmo dentro da mesma espécie. Essa diferença tem sido observada em milho 

(SCHLAPPI; HOHN, 1992), pinheiro (BERGMANN; STOMP, 1992), tomate 

(VANROEKEL et al., 1993), Arabidopsis (NAM et al., 1997), eucalipto (MULLINS 

et al., 1997), ervilha (SCHROEDER et al., 1993), nogueira (BENEDDRA et al., 

1996) e feijão (NAGL et al., 1997), entre outras. Portanto, a determinação da melhor 

combinação patógeno-hospedeiro em qualquer espécie vegetal é essencial para o 

estabelecimento de um protocolo de transferência genética, usando-se o sistema 

Agrobacterium (McCULLEN; BINNS, 2006). 

Muitos trabalhos demonstram que vários tecidos, órgãos e tipos de células 

dentro de uma planta podem diferir em sua suscetibilidade à transformação por 

Agrobacterium (BAILEY et al., 1994; NAM et al., 1997). Quanto à suscetibilidade 

de espécies, estudos recentes têm relatado a suscetibilidade de espécies anteriormente 

consideradas recalcitrantes, como é o caso do eucalipto (TOURNIER et al., 2003). 

O principal requisito para o sucesso na obtenção de plantas transgênicas via 

Agrobacterium é a existência de uma metodologia eficiente de cultura de tecidos e 

regeneração da espécie-alvo (BRASILEIRO; LACORTE, 1998). 

 

1.7.3. Transformação genética via SAAT (Sonication-assisted Agrobacterium-

mediated transformation) 

 
O sistema de transformação baseado no uso de agrobactérias tem sido 

utilizado nas mais diversas espécies vegetais. Entretanto, a maioria das 

monocotiledôneas e algumas dicotiledôneas não são suscetíveis à transformação por 

agrobactéria, fato esse facilmente comprovado pela baixa eficiência de 
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transformação e pelo pequeno número de plantas regeneradas (DE LA RIVA et al., 

1998; PARROTT et al., 1989). 

Para aumentar a eficiência da transformação genética, diversas estratégias 

têm sido propostas, como a utilização de vetores binários (HIEI et al., 1994; ISHIDA 

et al., 1996), a adição de acetosseringona ao meio de co-cultivo (STACHEL et al., 

1985) e de antioxidantes (PERL et al., 1996) e o uso do bombardeamento de 

microprojéteis no tecido-alvo do processo de transformação para provocar ferimentos 

e induzir uma gama de agentes quimiostáticos, facilitando a agroinfecção (BIDNEY 

et al., 1992). 

O ferimento é um fator que pode ser manipulado e ter como resposta direta o 

aumento na eficiência do processo de transformação. A injúria do tecido facilita a 

infecção pela bactéria Agrobacterium. O tipo de ferimento varia desde a simples 

manipulação do tecido até o ferimento obtido no bombardeamento do tecido-alvo 

com partículas de tungstênio; embora a freqüência de transformação genética tenha 

sido aumentada a partir dessas modificações, ainda é necessário aperfeiçoar o 

processo (SANTARÉM, 2000a). 

O uso de pulsos de ultra-som para ferir o tecido-alvo da transformação foi 

usado para aumentar a infecção por Agrobacterium. O efeito mais expressivo do 

ultra-som resulta de dois fenômenos de cavitação acústica. O primeiro descreve a 

cavitação transiente, no qual "microbolhas" são formadas e crescem até implodir, 

gerando pressão e temperatura altas durante os estágios finais da cavitação e 

causando danos às células e às macromoléculas circundantes. O segundo fenômeno, 

a cavitação estável, consiste em amplas e rápidas oscilações no tamanho da bolha, 

gerando forte fluxo de líquidos no meio que a circunda. Baixas velocidades desse 

fluxo resultam na mistura do meio circundante, enquanto altas velocidades podem 

ocasionar danos às células (SOLÍS et al., 2003). Essa técnica de transformação 

genética, mediada por ultra-som e Agrobacterium, foi denominada de SAAT. 

O sistema de transformação via SAAT foi primeiramente descrito por Trick e 

Finer (1997). Nesse trabalho, seus autores demonstraram que diferentes espécies 

(Glycine max, Triticum aestivum e Zea mays) que apresentavam baixas freqüências 

de transformação tiveram a eficiência do processo aumentada quando tratadas com 

SAAT. Ainda nesse trabalho, os explantes, independentemente de sua origem, que 

foram colocados em suspensão bacteriana e submetidos ao SAAT, tiveram um 
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aumento de 100 a 1.400 vezes nos níveis de expressão do gene GUS, dependendo da 

espécie. 

Foi obtido sucesso com essa técnica em monocotiledôneas: Triticum 

aestivum, Zea mays (TRICK; FINER, 1997) e Saccharum officinarum (EFENDI, 

2003); e em dicotiledôneas: Glycine max (SANTARÉM et al., 1998; TRICK; 

FINER, 1998), Chenopodium rubrum (SOLÍS et al., 2003) e Vigna vulgaris 

(ANDRADE et al., 2001). 

Fazendo uso de pulsos de ultra-som, DNA exógeno foi introduzido em 

protoplastos de Nicotiana tabacum e Beta vulgaris (JOERSBO; BRUNSTEDT, 

1990), e o gene da β-glucuronidase (GUS) foi introduzido em tecidos foliares de 

Nicotiana tabacum (ZHANG et al., 1991). 

 

1.7.4. Transformação genética da mandioca 

 
O melhoramento convencional da mandioca foi bem-sucedido (HERSHEY; 

JENNINGS, 1992), entretanto o alto grau de heterozigose, a floração irregular de 

algumas cultivares, a baixa taxa de germinação das sementes e a variável taxa de 

germinação têm impedido a geração de novas cultivares com características 

agronômicas desejáveis (JIN et al., 2005). Para contornar esses problemas, no início 

dos anos de 1990 técnicas de transformação da cultura foram desenvolvidas 

(SARRIA et al., 1995; LI et al., 1996; RAEMAKERS et al., 1996; SCHÖPKE et al., 

1996). 

Diante do potencial da engenharia genética sobre a cultura da mandioca, um 

grupo de pesquisadores criou a rede CBN (Cassava Biotechnology Network), que 

engloba centros de pesquisa localizados em diferentes partes do mundo: Estados 

Unidos (ILTA-International Laboratory for Tropical Agricultural Biotechnology), 

Suíça (Institute of Plant Sciences) e Colômbia (CIAT-Centro Internacional de 

Agricultura Tropical), e deu início a uma ampla e diversificada pesquisa sobre a 

aplicação das técnicas de transformação na cultura da mandioca (MASONA et al., 

2001; TAYLOR et al., 2004ab). Essas pesquisas geraram transgênicos com 

diferentes características de interesse econômico, como variedades de mandioca 

resistentes a vírus e pragas (FAUQUET et al., 1992; LADINO et al., 2002; 

CHELLAPPAN et al., 2004; ZHANG et al., 2005), com modificações no conteúdo 

de amido (SALEHUZZAMAN et al., 1993; RAEMAKERS et al., 2001, 2005; 
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ZHANG et al., 2003; IHEMERE et al., 2006), com reduzidos níveis de compostos 

cianogênicos (KOCH et al., 1994; SIRITUNGA; SAYRE, 2003; JØRGENSEN et al., 

2005), com aumento na meia-vida dos tubérculos colhidos (THRO et al., 1996) e 

com aumento no conteúdo protéico (ZHANG et al., 2003). 

Vários ajustes na transformação via Agrobacterium (CALDERON, 1988; 

SARRIA et al., 1995; RAEMAKERS et al., 1993a; CABRAL et al., 1994), 

bombardeamento de partículas (CABRAL et al., 1994; ARIAS-GARZON; SAYRE, 

1993) e eletroporação (LUONG et al., 1995) foram realizados fazendo uso da 

expressão transiente de genes reporteressantes das transformações com genes de 

interesse agronômico. 

Antes das transformações com genes de interesse agronômico, vários ajustes 

foram realizados fazendo uso da expressão transiente na transformação via 

Agrobacterium (CALDERON, 1988; SARRIA et al., 1995; RAEMAKERS et al., 

1993a; CABRAL et al., 1994), bombardeamento de partículas (CABRAL et al., 

1994; ARIAS-GARZON; SAYRE, 1993) e eletroporação (LUONG et al., 1995). 

As primeiras transformações em mandioca utilizando um gene 

agronomicamente importante foram realizadas por Arias-Garzon (1997) e White et 

al. (1998). Eles produziram uma variedade com teor reduzido de compostos 

fenólicos, e nesta a taxa de quebra dos compostos fenólicos era de 41 – 75% mais 

rápida que na mandioca não transformada (SIRITUNGA et al., 2004). 

Há mais de 1.500 cultivares de mandioca (ALVES, 2000), contudo apenas 

pequeno número foi utilizado com sucesso em processos de transformação. Entre 

elas, podem-se citar: TMS 60444 (RAEMAKERS et al., 1996; SCHOPKE et al., 

1996; GONZÁLEZ et al., 1998; ZHANG et al., 2000ab; ZHANG; PUONTI-

KAERLAS, 2000; SCHREUDER et al., 2001; LADINO et al., 2002; ZHANG et al., 

2003; CHELLAPPAN et al., 2004; RAEMAKERS et al., 2005; ZHANG et al., 

2005), MCol 2215 (SIRITUNGA; SAYRE, 2003; SIRITUNGA et al., 2004), MCol 

22 (LI et al., 1996; ZHANG et al., 2000b; ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 2000; 

JØRGENSEN et al., 2005) e MPer 183 (SARRIA et al., 2000). 

Somente as cultivares TMS 60444 (RAEMAKERS et al., 1996; SCHÖPKE et 

al., 1996; ZHANG et al., 2000b; ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 2000; LADINO et 

al., 2002; CHELLAPPAN et al., 2004; RAEMAKERS et al., 2005) e MCol 22 

(ZHANG et al., 2000b; ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 2000) tiveram sucesso com 

a transformação genética via bombardeamento. A transformação mediada por 
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Agrobacterium tumafaciens foi bem-sucedida somente nas cultivares MCol 22 (LI et 

al., 1996; JØRGENSEN et al., 2005), MCol 2215 (WHITE et al., 1998; 

SIRITUNGA; SAYRE, 2003; SIRITUNGA et al., 2004), MPer 183 (SARRIA et al., 

2000) e TMS 60444 (GONZALEZ et al., 1998; ZHANG et al., 2000a; 

SCHREUDER et al., 2001; LADINO et al., 2002; ZHANG et al., 2003; ZHANG et 

al., 2005). 

Nos protocolos de transformação de mandioca estabelecidos, os tecidos-alvo 

foram suspensões embriogênicas (SCHÖPKE et al., 1996; RAEMAKERS et al., 

1996) ou cotilédones de embriões somáticos, dos quais plantas foram regeneradas 

por organogênese (LI et al., 1996) ou por embriogênese (SARRIA et al., 1995). 

Independentemente do sistema de regeneração utilizado, na cultura da 

mandioca há preferência pela transformação via A. tumefaciens para a produção de 

plantas transgênicas (TAYLOR et al., 2004a). Entretanto, a eficiência de 

transformação em mandioca via agrobactéria é baixa (GONZÁLEZ et al.,1998), em 

torno de 1% (SARRIA et al., 2000). 

O desenvolvimento de um sistema de transformação eficiente e genótipo 

independente é o objetivo de todos os programas de transformação genética, porém 

isso é impossibilitado pela variação de resposta morfogênica in vitro. Assim como 

em todas as culturas, existe grande variabilidade na resposta morfogênica entre as 

diferentes cultivares de mandioca aos protocolos de transformação genética 

existentes. Por esse motivo, é importante avaliar alguns critérios, como os fatores que 

possam estar interferindo no processo de transformação, quais dos sistemas de 

regeneração são os mais adequados e qual sistema de seleção apresenta menor 

interferência na regeneração (FREGENE; PUONTI-KAERLAS, 2002). 
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CAPÍTULO 1 

 

REGENERAÇÃO in vitro DE PLANTAS DE MANDIOCA (Manihot esculenta 

Crantz) VIA EMBRIOGÊNESE E ORGANOGÊNESE 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

A mandioca é uma das culturas mais importantes para a alimentação humana 

nas regiões tropicais e subtropicais do mundo, visto que aproximadamente 600 

milhões de pessoas se alimentam dela diariamente (ANDERSON et al., 2004). 

Embora seja a quarta fonte mais importante de carboidratos nos trópicos, 

atrás apenas do arroz, da batata e do milho (SOUZA et al., 2002), a mandioca é 

desenvolvida predominantemente por pequenos agricultores para a sua subsistência 

(MATTOS et al., 2002), uma vez que se adapta à ampla gama de condições 

climáticas, se adapta facilmente às áreas consideradas marginais caracterizadas por 

baixa fertilidade do solo e irregularidade do regime pluviométrico, apresenta certa 

tolerância ao estresse hídrico, e as suas raízes podem ser armazenadas no solo por um 

período considerável (ROCA, 1990; PUONTI-KAERLAS, 1998; CEBALLOS et al., 

2004; EL-SHARKAWY, 2004). 

A multiplicação da mandioca é feita por propagação vegetativa, em que as 

manivas retiradas da planta-mãe são plantadas no campo para darem origem a novas 

plantas. Entretanto, a propagação por manivas ocasiona baixa produção por dois 

fatores: o envelhecimento fisiológico provocado pela constante multiplicação e a 
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infestação por doenças que são transmitidas por sucessivas gerações (SILVA et al., 

2002). 

Devido à importância que a cultura atingiu nos últimos anos, houve a 

necessidade de se aumentar a sua produção (MATTOS et al., 2002). Técnicas de 

propagação rápida, como a propagação in vitro, permitem superar o problema da 

baixa taxa de multiplicação da mandioca. A taxa de multiplicação da mandioca pelo 

método convencional é de 1 para 8-12 por ano (OTOO, 1996; SOUZA et al., 2002) e 

via cultura de tecidos, de aproximadamente 1 para 43 por ano (SOUZA et al., 2005). 

Os primeiros registros da utilização das técnicas de cultura de tecidos em 

mandioca datam de 1974, envolvendo estudos relacionados com o crescimento de 

calos (ESKES et al. 1974) e o cultivo de meristemas apicais (KARTHA et al., 1974). 

Nos últimos anos, os trabalhos utilizando as técnicas de cultura de tecidos em 

mandioca atuam nas mais diferentes áreas: estabelecimento de protocolos de 

micropropagação (TORO et al., 1983; SMITH et al., 1986; STAMP; HENSHAW, 

1986; ROCA, et al., 1992; GARCIA et al., 1993; GUO; LIU, 1995; KONAN et al., 

1997; OLIVEIRA et al., 2000), uso da cultura de tecidos para aumentar a taxa de 

micropropagação (SOUZA et al., 2005), limpeza clonal de cultivares com problemas 

fitossanitários (KARTHA; GAMBORG, 1975; MOREIRA et al., 1977), 

transformação genética (FRANCHE et al., 1991; SCHÖPKE et al., 1996; 1997b; 

ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 2000; RAEMAKERS et al., 2001; SIRITUNGA; 

SAYRE, 2003; SIRITUNGA et al., 2004; TAYLOR et al., 2004; ZHANG; 

GRUISSEM, 2005) e conservação e transferência de germoplasma (DELGADO; 

ROJAS, 1993; CID; SILVA, 2007). 

Na literatura, a embriogênese somática é amplamente citada como método 

regenerativo para a mandioca (STAMP; HENSHAW, 1982; STAMP; HENSHAW, 

1986; SZABADOS et al., 1987; STAMP, 1987; STAMP; HENSHAW, 1987; 

RAEMAKERS et al., 1993abc; MATHEWS et al., 1993; KONAN et al., 1994a; 

TAYLOR et al., 1996; RAEMAKERS et al., 1997; SOFIARI et al., 1997; MUSSIO 

et al., 1998; GUOHUA, 1998; LI et al., 1998; SOFIARI et al., 1998; RAEMAKERS 

et al., 1999a; JOSEPH et al., 1999, 2000; RAEMAKERS et al., 2000; TAKAHASHI 

et al., 2000; ZHANG et al., 2000b; TAYLOR et al., 2001; WOODWARD; PUONTI-

KAERLAS, 2001; GROLL et al., 2001, 2002; DANSO; FORD-LLOD, 2002; MA; 

XU, 2002; MEDINA et al., 2003; OGBURIA, 2003; ATEHNKENG et al., 2006). 
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A embriogênese somática é altamente eficiente como processo de 

micropropagação, porque permite altas taxas de multiplicação. Entretanto, em 

mandioca é fortemente influenciada pela fonte de explante utilizada para indução da 

embriogênese, pelo genótipo e pelo tipo de explante (SZABADOS et al., 1987; 

SUDARMONOWATI; HENSHAW, 1993; PUONTI-KAERLAS, 1998). 

Diversas cultivares já foram regeneradas via embriogênese, entretanto as mais 

usadas são a MCol 22 (SZABADOS et al., 1987; RAEMAKERS et al., 1993abc; 

GROLL et al., 2001, 2002; DANSO; FORD-LLOD, 2002) e a TMS 60444 

(TAYLOR et al., 1996; RAEMAKERS et al., 1997; SOFIARI et al., 1998; TAYLOR 

et al., 2001). 

Os reguladores de crescimentos mais utilizados para induzir a embriogênese 

nos diversos tipos de explantes são o picloram (TAYLOR et al., 1996; 

RAEMAKERS et al., 1997; ZHANG et al., 2001; TAYLOR et al., 2001; MEDINA 

et al., 2003; HANKOUA et al., 2005; ATEHNKENG et al., 2006) e o 2,4 - D 

(STAMP; HENSHAW, 1982; SZABADOS et al., 1987; MUSSIO et al., 1998; 

RAEMAKERS et al., 1999ab; JOSEPH et al., 2000; GROLL et al., 2001, 2002). 

A organogênese em mandioca foi primeiramente descrita, em 1994, por 

Konan et al. (1994abc). Desde então, tem sido o método regenerativo escolhido para 

a mandioca por diversos pesquisadores (ZOK et al., 1993; PUONTI-KAERLAS et 

al., 1997; GUOHUA, 1998; LI et al., 1998; ZHANG et al., 2001; HANKOUA et al., 

2005), devido à rapidez com que a planta é obtida, o que provavelmente reduz o risco 

de variação somaclonal (BOBÁK et al., 1995; KALLAK et al., 1997; JAIN et al., 

1988; BHAU; WAKHLU, 2001; GILL et al., 2006; KATHIRAVAN et al., 2006; 

ZHANG et al., 2006). 

Os processos de regeneração in vitro por embriogênese e a organogênese 

podem ser influenciados por vários fatores: genótipo, tipo de explante, idade e 

estádio de desenvolvimento do explante, composição do meio de cultura e as 

condições físicas a que esses explantes estão submetidos (temperatura, luminosidade) 

(THORPE, 1994; GAJ, 2004). 

Considerando que a organogênese é o método regenerativo escolhido para os 

explantes de mandioca submetidos à transformação genética e da embriogênese 

somática e altamente eficiente como processo de micropropagação em mandioca, 

avaliou-se a capacidade embriogênica e organogênica das cultivares Mantiqueira, 

Vassourinha, Parazinho, Urubu e Rosinha. Na organogênese, além do meio mais 
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apropriado, foram avaliados a região cotiledonar mais apropriada para indução e o 

tempo mais adequado para que os embriões somáticos em estádio cotiledonar 

permanecessem em meio de maturação para produzirem maior quantidade de brotos 

depois de serem submetidos ao processo de transformação. 

As variedades Mantiqueira, Vassourinha, Parazinho, Urubu e Rosinha foram 

escolhidas pela importância agronômica nas Regiões Centro-Oeste, Sudeste e 

Nordeste. A cultivar Mantiqueira, muito conhecida na literatura internacional com a 

sigla CMC 40 e com o código MCol 1468, foi desenvolvida pelo Instituto 

Agronômico de Campinas e catalogada como IAC-24-2 (ABAM, 2007). A 

Vassourinha, catalogada como BGM-006 no banco de Germosplasma da 

EMBRAPA-CNPMF (EMBRAPA – Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e 

Fruticultura Tropical), é uma das mais utilizadas pelos agricultores da Região 

Centro-Oeste para a indústria (FUKUDA; OTSUBO, 2003). A Parazinho, também 

conhecida como cultivar precoce ou Flor de Boi, é originária do Pará e apresenta 

ciclo de apenas seis meses e grande produtividade, sendo particularmente 

recomendada para uso na agroindústria para a produção de farinha de mesa. A 

Urubu, originária do Estado de São Paulo, possui grande quantidade de antocianina, 

que lhe dá um aspecto arroxeado, e é bastante utilizada pelos agricultores da Região 

Sudeste (ABAM, 2007). A Rosinha, catalogada como BGM 0394 no banco de 

Germosplasma da EMBRAPA-CNPMF e por BRA 008087 pela Embrapa-

CENARGEN (Centro Nacional de Recursos Genéticos e Biotecnologia), é originária 

do Estado do Rio de Janeiro e uma das cultivares mais importantes para o Estado da 

Bahia. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

2.1. Material vegetal  

 
Os explantes de mandioca da cultivar Rosinha utilizados nos experimentos 

foram provenientes de plantas cultivadas in vitro no Laboratório de Biologia 

Molecular de Plantas da Universidade Federal do Ceará. Já os das cultivares 

Mantiqueira, Vassourinha, Parazinho e Urubu foram oriundos de plantas cultivadas 

in vitro no Laboratório de Cultura de Tecidos do Instituto de Biotecnologia Aplicada 

à Agropecuária (BIOAGRO), da Universidade Federal de Viçosa, em Viçosa, MG. 

 

2.2. Indução de embriogênese somática primária da cultivar Rosinha 

 
Ápices caulinares de plantas cultivadas in vitro contendo até dois primórdios 

foliares foram isolados sob condições assépticas e transferidos para placas de Petri 

(90 x 15 mm) contendo 25 mL do meio CIM (Cassava Induction Medium) (ZHANG; 

PUONTI-KAERLAS, 2000; ZHANG et al., 2000b). O meio CIM é constituído por 

meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), 20 g/L de sacarose, 0,5 mg/L de sulfato 

de cobre, 8 g/L de ágar (Sigma, EUA) e 8 mg/L de picloram e apresenta pH 5,8. Os 

explantes foram incubados por 21 dias, no escuro, e a 26 ± 2 °C. Após esse período, 

diversos embriões somáticos em estádio globular foram produzidos e permaneceram 

agrupados em diferentes conjuntos na superfície do explante. Esses conjuntos foram 

transferidos para placas de Petri (90 x 15 mm) contendo 25 mL do meio CMM 
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(Cassava Maturation Medium) (ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 2000; ZHANG et 

al., 2000b) para maturarem, ou para placas com meio CIM para um ou mais ciclos de 

multiplicação. O meio CMM é constituído por meio MS, com 20 g/L de sacarose, 0,5 

mg/L de sulfato de cobre, 0,1 mg/L de BAP e 8 g/L de ágar e possui pH 5,8. Todos 

os meios de cultivo utilizados tiveram o pH ajustado com NaOH 1 M e foram 

autoclavados a 120 °C, 1 kgf/cm2, por 15 min. Todos os reagentes utilizados nos 

experimentos relatados nesta tese possuíam grau analítico, e todas as placas foram 

vedadas com filme plástico PVC. Os embriões somáticos da cultivar Rosinha forram 

utilizados nos experimentos 1.2.6, 1.2.9 e 1.2.10. 

 

2.3. Indução de embriogênese somática primária das cultivares Mantiqueira, 

Parazinho, Vassourinha e Urubu 

 
Ápices caulinares de plantas cultivadas in vitro contendo até dois primórdios 

foliares das cultivares foram isolados sob condições assépticas e transferidos para 

placas de Petri (90 x 15 mm) contendo 25 ml do meio CIM (pH 5,8) com diferentes 

concentrações de picloram (0; 0,2; 1; 2; 4; 6; 8; 10; e 12 mg/L) e de 2,4-D (0; 0,2; 1; 

2; 4; 6; 8; 10; e 12 mg/L). Os explantes foram incubados por 21 dias, no escuro, e a 

26 ± 2 °C. Após esse período, foi avaliada a freqüência embriogênica (formação ou 

não de embriões somáticos, de forma que, se os 100 explantes de cada tratamento 

apresentassem formação de embriões, ter-se-ão 100% de embriogênese), bem como a 

quantidade média de embriões somáticos formados por explante. Para cada 

concentração hormonal utilizada foram realizadas 10 repetições com 10 explantes 

cada, totalizando 100 explantes por tratamento. 

 

2.4. Embriogênese somática secundária da cultivar Rosinha 

 
Segmentos de aproximadamente 0,5 cm2 de embriões somáticos em estádio 

cotiledonar foram transferidos para placas de Petri (90 x 15 mm) contendo 25 mL do 

meio CIM (pH 5,8) suplementados com 8 mg/L de picloram. A superfície abaxial do 

explante foi colocada em contato com o meio e lá permaneceu por 3-4 semanas, no 

escuro, e a 26 ± 2 °C. Os embriões somáticos produzidos foram continuamente 

subcultivados a cada 21 dias, no referido meio. 
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2.5. Maturação de embriões em estádio globular da cultivar Rosinha 

 
Grupos de aproximadamente 30 embriões somáticos em estádio globular 

foram transferidos para placas de Petri (90 x 15 mm) contendo 25 mL do meio CMM 

(pH 5,8). Após 25 dias de incubação, a 26 ± 2 ºC e com fotoperíodo de 16 h, 

fornecido por lâmpadas fluorescentes brancas (25,3 µmol.m-2.s-1), os embriões 

atingiram o estádio cotiledonar. 

 

2.6. Isolamento e alongamento dos embriões somáticos no estádio cotiledonar da 

cultivar Rosinha 

 
Embriões somáticos em estádio cotiledonar produzidos após 25 dias de 

maturação em meio CMM foram isolados e colocados, com o auxílio de bisturi e 

pinça, em magentas (77 mm × 77 mm × 97 mm) com 30 mL de diferentes meios 

CEM (Cassava Elongation Medium) (ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 2000; 

ZHANG et al., 2000b). O meio CEM é constituído por meio MS, 20 g/L de sacarose, 

0,5 mg/L de sulfato de cobre, 0,4 mg/L de BAP e 8 g/L de ágar (Sigma, EUA), 

possui pH 5,8 e reguladores de crescimento. As diferentes combinações de 

reguladores de crescimento avaliadas foram: meio 1 (0,4 mg/L de BAP), meio 2 

(0,25 mg/L de BAP + 0,25 mg/L AIB), meio 3 (0,4 mg/L GA3) e meio 4 (0,25 mg/L 

de GA3 + 0,25 mg/L AIB). Após 30 dias de incubação, a 26 ± 2 ºC e com 

fotoperíodo luminoso de 16 h, fornecido por lâmpadas fluorescentes brancas (25,3 

µmol.m-2.s-1), foram avaliadas as freqüências de alongamento, de explantes que 

atingiram mais de 2 cm de altura e de enraizamento. Para cada concentração 

hormonal utilizada havia seis placas com 10 explantes, totalizando 60 explantes por 

tratamento. 

 

2.7. Transformação via Agrobacterium tumefaciens 

 
Um alíquota de 50 μL da suspensão bacteriana (EHA105/pBE2113-GUS) foi 

transferida para um frasco erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio LB 

líquido, com antibióticos, incubado a 27 ± 2 °C em mesa agitadora orbital a 180 

rpm, por 12-20 h até atingir uma absorbância a 600 nm igual a 1 (D.O.600 = 1), 

medida em espectrofotômetro (Spectrometry Genegys 8). Ao final desse período, a 

suspensão bacteriana foi centrifugada a 6.000 rpm (Sorvall RC5C Plus Super Speed 
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Refrigerated Centrifuge – Rotor 28) à temperatura de 4 °C, durante 10 min. O 

sobrenadante foi descartado e as células, ressuspendidas com 50 mL de meio MS em 

erlenmeyer de 125 mL, pH 5,3, ata alcançar D.O.600 = 1,0. Incubou-se a solução 

bacteriana a 27 ± 2 °C em mesa agitadora orbital a 80 rpm, por aproximadamente 

1 h. 

Segmentos de embriões somáticos em estádio cotiledonar de 

aproximadamente 0,5 cm² foram excisados e deixados em placa de Petri (90 x 15 

mm) com meio CBM líquido (Cassava Basic Medium: meio MS com 2% de 

sacarose e 2 mM de CuSO4) (ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 2000), pH 5,8, até que 

o número total de explantes desejados fosse adquirido. Em seguida, segmentos de 

embriões em estádio cotiledonar foram transferidos para erlenmeyer de 125 mL com 

25 mL da suspensão bacteriana EHA105/pBE2113-gus com D.O.600 ajustada para 

1,0, que foram, então, colocados em mesa agitadora orbital a 80 rpm, a 27 ± 2 °C, 

por 45 min. Ao final desse período, o excesso de suspensão foi retirado com o 

auxílio de uma pipeta, os explantes foram secos em papel-filtro, autoclavados e 

transferidos para placas de Petri (90 x 15 mm) contendo 25 mL de meio CBM sólido 

para o período de co-cultivo. As placas foram incubadas por três dias a 27 ± 2 °C, na 

ausência de luz. 

No final do período de co-cultivo, os explantes foram lavados por três vezes 

em água destilada estéril e uma vez com meio MS (pH 5,8) acrescido de 500 mg/L 

de cefotaxima. Em seguida, foram secos suavemente em papel-filtro estéril e 

transferidos para meio CIM suplementados com 8 mg/L de picloram (Sigma, EUA) e 

de 500 mg/L de cefotaxima (Hoechst, Alemanha), em pH 5, por uma semana e, 

então, submetidos ao ensaio histoquímico, para determinar a atividade da β-

glucoronidase. 

 

2.8. Avaliação da capacidade organogênica de diferentes regiões cotiledonares 

 
Com o intuito de determinar qual região cotiledonar produziria mais brotos, 

embriões somáticos no estádio cotiledonar em meio de maturação por 25 dias foram 

divididos em três regiões distintas: proximal (região próxima ao hipocótilo de 

comprimento equivalente a 1/3 do tamanho do explante), distal (região mais distante 

do hipocótilo de comprimento equivalente a 1/3 do tamanho do explante) e central 

(região localizada no terço central, entre a região proximal e a distal). Segmentos de 
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aproximadamente 0,25 cm2 de cada região foram transferidos para placas de Petri (90 

x 15 mm) contendo 25 mL do meio COM (Cassava Organogenic Medium) 

(ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 2000). O meio COM é constituído por meio MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962), 20 g/L de sacarose, 0,5 mg/L de sulfato de cobre, 8 

g/L de ágar (Sigma, EUA), 1 mg/L de BAP e 0,5 mg/L de ácido indolbutírico (AIB), 

e o seu pH foi ajustado para 5,8. Durante o experimento, os explantes foram 

acondicionados no escuro e a 26 ± 2 °C. Para cada região avaliada havia cinco placas 

com 10 explantes cada, totalizando 50 explantes por tratamento. 

 

2.9. Avaliação de qual período de maturação produziria a maior quantidade de 

brotos após a transformação por Agrobacterium 

 
Para que fosse determinado o período de maturação (0, 10, 15, 20, 25 ou 30 

dias) que produziria maior quantidade de brotos após a transformação por 

Agrobaterium, segmentos com aproximadamente 0,5 cm2 da região mediana de 

embriões no estádio cotiledonar foram colocados em placas de Petri (90 x 15 mm) 

contendo 25 mL do meio CMM, em pH 5,8, com fotoperíodo de 16 h, fornecido por 

lâmpadas fluorescentes brancas (25,3 µmol.m-2.s-1) e 26 ± 2 °C. Terminados os 

diferentes períodos de maturação dos explantes, estes foram submetidos à 

transformação via agrobactéria (item 1.2.7.) e, após 10 dias do fim do período de co-

cultivo, tiveram a quantidade produzida de brotos avaliada. Para cada tempo avaliado 

havia cinco placas com 10 explantes cada, totalizando 50 explantes por tratamento. 

 

2.10. Avaliação do melhor meio de indução de organogênese 

 
Segmentos de aproximadamente 0,5 cm2 da região mediana de embriões 

somáticos em estádio cotiledonar da cultivar Rosinha e segmentos internodais de 

plantas cultivadas in vitro das cultivares Mantiqueira, Parazinho, Vassourinha e 

Urubu foram transferidos para placas de Petri (90 x 15 mm) contendo 25 mL do meio 

COM suplementado com 1 mg/L de BAP + 0,5 mg/L de AIB (meio A) ou com 1,6 

mg/L de BA + 1,6 mg/L de AIB (meio B). Os explantes foram acondicionados no 

escuro, a 26 ± 2 °C, e tiveram a freqüência de organogênese avaliada após 20 dias. 

Para cada tratamento foram utilizadas três placas com 30 explantes cada, totalizando 

90 destes por tratamento. 
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2.11. Análise estatística 

 
Todos os dados foram analisados pelo teste de Tukey com valor crítico de P = 

0,05. Os cálculos foram realizados utilizando-se o programa SAS, versão 8.1 (SAS, 

2000). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

3.1. Indução de embriogênese somática primária das cultivares Mantiqueira, 

Parazinho, Vassourinha e Urubu a partir de plantas cultivadas in vitro 

 
A indução de embriões somáticos foi influenciada pelo genótipo e pela 

concentração de 2,4 - D utilizados (Tabelas 1 e 2). Após os 21 dias de cultivo, na 

maioria das placas contendo o hormônio 2,4 - D foi observada a presença de 

embriões somáticos no estádio globular (Tabela 2) e também a de calo, que 

aumentava gradativamente com o incremento da concentração do 2,4 - D (dados não 

mostrados). 

A maioria das cultivares, nas menores (0,2 e 1 mg/L) e maiores concentrações 

(8 e 10 mg/L) de 2,4 - D, produziu quantidades de embriões inferiores à obtida nas 

concentrações de 2, 4 e 6 mg/L (Tabela 1). A pouca quantidade de embriões nas 

concentrações de 0,2 e 1 mg/L é provavelmente ocasionada pela baixa concentração 

do hormônio, já esse resultado nas altas concentrações de 2,4 - D pode ser explicado 

pela presença de calos. 

O 2,4 - D demonstrou efeito positivo na indução de embriões, pois a produção 

destes foi constatada em todas as concentrações utilizadas. Das cultivares testadas, a 

mais responsiva foi a Mantiqueira e a menos responsiva, a Urubu. 
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Tabela 1 – Efeito de diferentes concentrações de 2,4 - D sobre ápices caulinares de diversas cultivares de mandioca. Os valores mostrados 

expressam a quantidade média de embriões somáticos formados por explante 
 
 
 2,4 - D (mg/L) 

 0 0,2 1 2 4 6 8 10 
Mantiqueira 0d 30,68 ± 9,8c 64,87 ± 6,1b 97,59 ± 4,5a 103,34 ± 6,6a 98,29 ± 5,7a 80,90 ± 6,2b 53,12 ± 6,3c 
Parazinho 0d 31,28 ± 6,6c 96,65 ± 4,6a 87,33 ± 4,3b 80,75 ± 6,1b 79,65 ± 6,8b 67,16 ± 6,9b 72,89 ± 4,2b 
Vassourinha 0d 20,87 ± 6,7d 68,37 ± 4,9b 92,07 ± 4,3a 88,30 ± 6,8b 85,32 ± 8,6b 67,54 ± 5,0b 63,20 ± 7,0b 
Urubu 0d 18,81 ± 9,3d 32,90 ± 5,5d 82,09 ± 6,3b 75,20 ± 6,6b 54,01 ± 7,2c 40,25 ± 7,6c 35,95 ± 9,0c 

As médias seguidas de mesma letra nas linhas não diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Tabela 2 – Efeito de diferentes concentrações de 2,4 - D sobre explantes foliares de 
diferentes cultivares de mandioca. Os valores mostrados expressam a 
freqüência embriogênica (%) com 21 dias de indução 

 
 
 2,4 - D (mg/L) 

 0 0,2 1 2 4 6 8 10 

Mantiqueira 0d 46c 85b 95a 100a 100a 100a 100a 

Parazinho 0d 39c 79b 85b 100a 100a 100a 100a 

Vassourinha 0d 28d 85b 71b 100a 99a 99a 98a 

Urubu 0d 25d 63b 80b 77b 71b 68b 65b 

As médias seguidas de mesma letra não diferem significativamente entre si, pelo 
teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

 

Na cultivar Mantiqueira foi observada uma diferença significativamente 

inferior na freqüência embriogênica na concentração de 0,2 mg/L de 2,4 - D, em 

relação às demais. Nas concentrações de 2, 4, e 6 mg/L, a quantidade média de 

embriões somáticos formados por explante (Tabela 1) foi estatisticamente idêntica, 

assim como a freqüência embriogênica (Tabela 2). Entretanto, como a quantidade de 

calos foi menor na concentração de 2 mg/L, esta é a concentração mais indicada para 

a cultivar Mantiqueira. 

Na cultivar Parazinho foi observado um padrão crescente da freqüência 

embriogênica conforme aumentava a concentração de 2,4 - D (Tabela 2). Avaliando 

a quantidade média de embriões somáticos formados por explante, verificou-se que a 

concentração de 1 mg/L foi a mais adequada para essa cultivar, pois produziu a 

maior média (Tabela 1). 

A cultivar Vassourinha apresentou boas freqüências embriogênicas a partir da 

concentração de 1 mg/L de 2,4 - D (Tabela 2). Analisando esse dado conjuntamente 

com a média embriogênica e a produção de calo, percebeu-se que a concentração 

mais adequada para essa cultivar é a de 2 mg/L. 

A cultivar Urubu apresentou freqüência embriogênica menor do que a das 

demais cultivares em todas as concentrações de 2,4 - D. Os valores da freqüência 

embriogênica a partir da concentração de 1 mg/L até 10 mg/L não indicaram 

diferenças significativas (Tabela 2). Contudo, o tratamento com 2 mg/L e 4 mg/L de 

2,4 - D foi o que promoveu as maiores médias (Tabela 1). Entre essas concentrações, 
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a de 2 mg/L é a mais adequada para a indução embriogênica nessa cultivar, pela 

menor quantidade de calos. 

A indução de embriões somáticos foi influenciada pela concentração do 

fitorregulador picloram e pelo genótipo (Tabelas 3 e 4). Ao final do período de 

indução embriogênica, a presença de embriões foi detectada na maior parte das 

placas em que o picloram se fazia presente, numa freqüência e quantidade médias 

menores do que as observadas com o 2,4 - D. Das cultivares testadas, a mais 

responsiva ao fitorregulador picloram foi a Urubu e a menos responsiva, a 

Vassourinha. 

Pode-se perceber que, conforme se elevava a concentração de picloram, 

aumentava a quantidade de calo nos explantes, numa proporção maior do que a 

observada com o hormônio 2,4 - D (dados não mostrados). 

Avaliando os resultados da cultivar Mantiqueira, as concentrações de 

picloram de 4, 6, 8 e 10 mg/L apresentaram freqüências embriogênicas 

estatisticamente iguais (Tabela 4), mas a quantidade média de embriões somáticos 

formados por explante foi estatisticamente superior na concentração de 8 mg/L de 

picloram (Tabela 3). 

A cultivar Parazinho não apresentou diferença significativa entre freqüências 

embriogênicas avaliadas (Tabela 4), entretanto a concentração que proporcionou a 

maior quantidade média foi a de 0,2 mg/L, com cerca de 66 (Tabela 3). 

Na cultivar Vassourinha, a concentração de 2 mg/L de picloram foi a que 

apresentou maior freqüência embriogênica (Tabela 4) e maior média de embriões, 

com cerca de 40 embriões por explante (Tabela 3). 

A freqüência embriogênica da cultivar Urubu não apresentou diferença 

significativa nas concentrações de 0,2 a 2 mg/L de picloram (Tabela 4), mas as 

quantidades médias de embriões somáticos formados foi estatisticamente superior na 

concentração de 0,2 mg/L (aproximadamente 69; Tabela 3). 

Os resultados confirmam a genótipo dependência da cultura da mandioca 

(PUONTI-KAERLAS, 1998), visto a ampla gama de tipos e concentrações 

hormonais utilizadas para induzir a embriogênese relatada na literatura (STAMP; 

HENSHAW, 1982; STAMP; HENSHAW, 1986; SZABADOS et al., 1987; 

HENSHAW, 1989; MATHEWS et al., 1993; KONAN et al., 1994a; TAYLOR et al., 

1996; SOFIARI et al., 1997; LI et al., 1998; JOSEPH et al., 1999, 2000; 

WOODWARD; PUONTI-KAERLAS, 2001; DANSO; FORD-LLOD, 2002; 

MEDINA et al., 2003; HANKOUA et al., 2005; ATEHNKENG et al., 2006). 
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Tabela 3 – Efeito de diferentes concentrações de picloram sobre explantes foliares de diferentes cultivares de mandioca. Os valores mostrados 

expressam a quantidade média de embriões somáticos formados por explante 
 
 

 Picloram (mg/L) 

 0 0,2 1 2 4 6 8 10 

Mantiqueira 0d 31,07 ± 9,4c 32,64 ± 10,5b 35,87 ± 9,2b 41,23 ± 10,1b 47,37 ± 13,6b 65,66 ± 12,1a 49,90 ± 55,1b 

Parazinho 0d 65,61 ± 8,5a 33,86 ± 12,6b 28,87 ± 11,6c 27,31 ± 15,2c 29,45 ± 10,6c 22,48 ± 15,8c 13,88 ± 16,2d 

Vassourinha 0d 22,39 ± 18,2c 28,65 ± 17,8c 39,61 ± 14,9b 30,09 ± 16,9c 24,54 ± 17,0c 17,92 ± 17,1c 11,01 ± 25,1d 

Urubu 0d 69,22 ± 7,1a 49,81 ± 8,9b 44,68 ± 11,4b 40,31 ± 15,5b 38,60 ± 12,2b 31,74 ± 13,1c 29,45 ± 15,9c 

As médias seguidas de mesma letra nas linhas não diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Tabela 4 – Efeito de diferentes concentrações de picloram sobre explantes foliares de 
diversas cultivares de mandioca. Os valores mostrados expressam a 
freqüência embriogênica (%) com 21 dias de indução 

 
 

 Picloram (mg/L) 

 0 0,2 1 2 4 6 8 10 

Mantiqueira 0d 26c 32b 33b 58a 65a 69a 51a 

Parazinho 0d 56a 57a 66a 61a 59a 54a 51a 

Vassourinha 0d 26c 39b 58a 42b 27c 15d 10d 

Urubu 0d 81a 68a 59a 46b 45b 31c 30c 

As médias seguidas de mesma letra não diferem significativamente entre si, pelo 
teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

 

Na literatura, os reguladores de crescimento mais utilizados para induzir a 

embriogênese são o picloram (TAYLOR et al., 1996; RAEMAKERS et al., 1997; 

ZHANG et al., 2000b; TAYLOR et al., 2001; MEDINA et al., 2003; HANKOUA et 

al., 2005; ATEHNKENG et al., 2006) e o 2,4 - D (STAMP; HENSHAW, 1982; 

SZABADOS et al., 1987; MUSSIO et al., 1998; RAEMAKERS et al., 1999a; 

JOSEPH et al., 2000; GROLL et al., 2001, 2002). 

Szabados et al. (1987) observaram que as concentrações de 8 mg/L de 2,4 - D 

proporcionavam as mais altas freqüências embriogênicas na cultivar MCol 1505. 

Avaliando seis cultivares de mandioca, Raemakers et al. (1993b) obtiveram 

diferentes respostas embriogênicas. As cultivares Tjurug, Gading e Mangi 4 tiveram 

maior freqüência embriogênica com a concentração de 1 mg/L de 2,4 - D, a cultivar 

MCol 22 com 8 mg/L, a Faroka com 0,5 mg/L e a MVen 77 com as concentrações de 

2 e 4 mg/L. 

Sofiari et al. (1997) avaliaram o efeito dos reguladores de crescimento 2,4 - D 

e ANA sobre a embriogênese somática de sete cultivares (MCol 22, MCol 1505, 

TMS 90853, Gading, Adira 1, Adira 4 e Line 11). Dessas cultivares testadas, a mais 

responsiva foi a MCol 22 e a menos, a Adira 1, tendo apenas o 2,4 - D sido capaz de 

induzir embriogênese, cuja concentração mais adequada foi de 36,2 μM. 

Taylor et al. (1996), comparando a freqüência embriogênica promovida pelos 

reguladores de crescimento 2,4 - D e picloram, concluíram, pelos resultados, que o 
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picloram na concentração de 50 μM é o mais indicado para a indução de calos 

embriogênicos friáveis nas cultivares MCol 1505 e TMS 60444. 

Machado (2004), avaliando a freqüência embriogênica induzida por 

diferentes concentrações de picloram (1, 3, 6, 9, 12 e 15 mg/L) em oito cultivares de 

mandioca (Amansa Burro, Aparecida, Mata Fome, Milagrosa, Rosa, Rosinha, Água 

Morna e Sacai), verificou que as mais responsivas foram a Rosinha na concentração 

de 12 mg/L e a Água Morna na concentração de 15 mg/L. 

 

3.2. Avaliação do meio mais responsivo para o alongamento dos embriões 

somáticos da cultivar Rosinha 

 
Após 25 dias de indução em meio CMM, embriões cotiledonares foram 

colocados em diferentes meios de alongamento para que fosse determinado qual seria 

o mais adequado para promover o alongamento dos cotilédones. Entre as condições 

testadas, o meio que promoveu maior freqüência de alongamento e de embriões 

alongados com mais de 2 cm de altura foi o meio 3 (meio CEM com 0,4 mg/L de 

GA3); os demais apresentaram freqüências de alongamento sem diferenças 

estatísticas entre eles (Tabela 5). 

 

 

Tabela 5 – Influência de diferentes reguladores de crescimento sobre o alongamento 
de embriões em estádio cotiledonar. 

 
 

 Freqüências (%) 

Meios Alongamento Alongados com mais de 2 cm Enraizamento 

1 35d 13e 15e 

2 38d 18e 27d 

3 85a 77b 53c 

4 40d 35d 30d 

Meios CEM com diferentes reguladores de crescimento: meio 1 (0,4 mg/L de BAP), 
meio 2 (0,25 mg/L de BAP + 0,25 mg/L de AIB), meio 3 (0,4 mg/L de GA3) e meio 
4 (+ 0,25 mg/L de GA3 + 0,25 mg/L de AIB). Letras maiúsculas iguais na mesma 
coluna indicam não haver diferença significativa entre os tratamentos (Tukey 5%). 
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Diversos trabalhos utilizam a concentração de 0,4 mg/L de BAP para 

promover o alongamento de embriões em estádio cotiledonar (LI et al., 1996; 

ZHANG et al., 2000a; ZHANG et al., 2003a). Entretanto, neste trabalho esse foi o 

tratamento que gerou as mais baixas freqüências de alongamento e enraizamento. 

 

3.3. Avaliação da capacidade organogênica de diferentes regiões cotiledonares 

da cultivar Rosinha 

 
Em embriões zigóticos, conforme a cultura avaliada o potencial morfogênico 

é variado nas diferentes regiões das folhas de embriões em estádio cotiledonar 

(COMPTON; GRAY, 1993; DEBNATH, 2003; SUL; KORBAN, 1998, 2004). Foi 

visto que a região distal de cotilédones de embriões zigóticos em arándano vermelho 

apresentou freqüência organogênica maior que as demais regiões (DEBNATH, 

2003). 

Sul e Korban (1998, 2004), avaliando três espécies diferentes de pinheiro, 

relataram que a organogênese, induzida em cotilédones de embriões zigóticos, 

iniciava-se pela região basal e prosseguia até a região distal do cotilédone. 

Em melancia, a região proximal é a que apresenta maior competência, dado 

esse comprovado pela maior quantidade de brotos produzidos nessa região 

(COMPTON; GRAY, 1993). 

Na embriogênese somática, diferentes explantes (DHANDAPANI et al., 

2007) e regiões cotiledonares apresentam respostas morfogênicas distintas à indução 

de organogênese (SHARMA; MANCHIKATLA, 1995; LI et al., 2006). 

Para avaliar ao potencial morfogênico das regiões proximal, distal e mediana 

de embriões somáticos, segmentos cotiledonares dessas regiões foram colocados em 

meio de indução de organogênese (COM; ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 2000), 

para que a sua resposta organogênica fosse avaliada (Figura 2). 

A região que apresentou maior potencial morfogênico e maior produção de 

brotos foi a mediana, provavelmente em razão de a área de contato com o meio ser 

maior que a das outras regiões (Figura 3). 
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Figura 2 – Efeito da região cotiledonar sobre indução de organogênese em cotilédones 

da cultivar Rosinha. Médias com a mesma letra não diferem entre si, a 5% 
de probabilidade, pelo teste de Tukey. As barras verticais indicam o desvio-
padrão obtido nos experimentos. 

 

 

 

 

  
 
Figura 3 – Resposta morfogênica apresentada pelos segmentos cotiledonares 

medianos colocados em meio de indução de organogênese por 15 dias. 
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3.4. Avaliação de qual período de maturação produziria a maior quantidade de 

brotos em cotilédones da cultivar Rosinha submetidos à transformação via 

Agrobacterium 

 
Sabendo a região cotiledonar que apresenta melhor resposta organogênica e 

que os experimentos de transformação de mandioca geralmente utilizam cotilédones 

como explantes para a transformação (SARRIA et al., 1995, 2000; LI et al., 1996; 

ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 2000; ZHANG et al., 2000b; JØRGENSEN et al., 

2005; IHEMERE et al., 2006), faz-se necessário também avaliar o tempo mais 

adequado de permanência do cotilédone no meio de maturação para que, quando for 

transferido para o meio de organogênese, produza a maior quantidade de brotos. Para 

tanto, segmentos cotiledonares da região mediana com diferentes dias de maturação 

foram transformados via A. tumefaciens e, após 10 dias do final do período de co-

cultivo, tiveram a quantidade de brotos produzidos avaliada (Tabela 6). 

 

 

Tabela 6 – Efeito do tempo de maturação de embriões somáticos sobre a quantidade 
de brotos após serem submetidos à transformação por Agrobacterium 
tumefaciens 

 
 
 

Número de Dias que os Embriões Permaneceram em Meio de Maturação 
       

0 10 15 20 25 30 Quantidade 
de Brotos 
Produzidos 0 0,98±1,20b 1,92±1,69a 1,08±1,21b 0,68±0,78c 0,16±0,22d 

Médias com a mesma letra não diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de 
Tukey. 
 

 

A baixa quantidade de brotos produzida pelos explantes que estiveram no 

meio de maturação por 10 dias pode ser explicada pela alta sensibilidade de 

cotilédones com poucos dias em meio de maturação às agrobactérias, como relatado 

por Li et al. (1996). 

Como já foi visto que o estádio em que os explantes se encontram é um fator 

crítico na transformação de cotilédones e que embriões em meio de maturação por 20 
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dias já são considerados velhos (PUONTI-KAERLAS et al., 1997), os embriões que 

permaneceram no meio por esse período não são indicados para uso. 

A maior quantidade de brotos produzida ocorreu quando os cotilédones 

submetidos à transformação foram maturados por 15 dias, e o resultado condiz com o 

relatado por outros autores (LI et al., 1996; PUONTI-KAERLAS et al.,1997; 

JØRGENSEN et al., 2005). 

 

3.5. Avaliação do melhor meio de indução de organogênese das cultivares 

Mantiqueira, Parazinho, Vassourinha, Urubu e Rosinha 

 
A capacidade de organogênese in vitro de diferentes cultivares de mandioca é 

influenciada pelas proporções de auxina/citocinina utilizadas, composição do meio 

de cultivo e condições ambientais, além de ser genótipo-dependente (MA; XU, 

2002). Por isso, foram avaliadas duas combinações de reguladores de crescimento 

para indução organogênica das cultivares Mantiqueira, Parazinho, Vassourinha e 

Urubu (Figura 4). 
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Figura 4 – Freqüência organogênica das cultivares Mantiqueira, Parazinho, 

Vassourinha e Urubu. O meio A: 1 mg/L de BAP + 0,5 mg/L de AIB; 
e meio B: 1,6 mg/L de BA + 1,6 mg/L de AIB. 
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Independentemente do tratamento a que estivessem sendo submetidos, todos 

os segmentos internodais das cultivares testadas apresentaram como resposta 

embriogênica inicial o intumescimento dos explantes de 10-15 após o cultivo in 

vitro. 

O meio A apresenta a proporção de reguladores de crescimento mais relatada 

na literatura para a indução de brotos nas cultivares-modelo de mandioca, MCol22 

(LI et al., 1998; PUONTI-KAERLAS et al., 1997; ZHANG et al., 2000b) e 

TMS60444 (ZHANG et al., 2000b). Entretanto, nas cultivares avaliadas neste 

trabalho esse meio foi o menos responsivo (Figura 4). A única cultivar que 

respondeu à indução com o meio A foi a Mantiqueira, que teve a freqüência de 

organogênese similar à encontrada na menor resposta ao meio B (Figura 4). 

O meio B foi o mais adequado para a indução de organogênese nas cultivares 

testadas, exceto a cultivar Urubu, que não apresentou resposta. Esse resultado condiz 

com o obtido por Machado (2004), em outras variedades de mandioca. 

Outras combinações de reguladores de crescimento são encontradas na 

literatura. Guohua (1998), avaliando o efeito da combinação de diferentes auxinas e 

citocininas na freqüência organogênica da cultivar chinesa Nanzhi 188, observou que 

diferentes combinações resultaram em respostas distintas, entre elas a de que 4,4 mM 

de TDZ em combinação com 1,1 mM de ANA e 4,4 mM de BAP com 1,1 mM de 

ANA induziram, em média, entre 70 e 80% de organogênese. Contudo, 4,6 mM de 

cinetina em combinação com 1,1 mM de ANA, ou 4,9 mM de 2iP em combinação 

com 1,1 mM de ANA, não resultou em organogênese, levando somente a uma baixa 

freqüência de embriogênese. 

Ponte (2002), avaliando a capacidade de indução de brotos das cultivares 

Amansa Burro e Rosa, relatou uma freqüência organogênica de 20 e 56%, 

respectivamente, com o uso de 1 mg/L de BAP e 0,5 mg/L de AIB, em ambas as 

cultivares. 

Bastos (2003) obteve a mais alta freqüência de organogênese para a cultivar 

Tapicina (23%) utilizando 0,5 mg/L de BAP e 1 mg/L de AIB, enquanto para a 

cultivar Bujá Preta ele relatou uma freqüência máxima de 14%, quando o meio foi 

suplementado com 0,25 mg/L de BAP e 1,0 mg/L de AIB. 

A organogênese obtida nas cultivares Parazinho, Mantiqueira e Vassourinha 

promoveu a formação de raízes (rizogênese), e essa formação ocorreu de forma 

indireta (Figura 5). 
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Figura 5 – Respostas morfogênicas das cultivares de mandioca. A primeira coluna 

mostra o resultado obtido na cultivar Parazinho, a segunda na 
Mantiqueira e a terceira na Vassourinha. Letras: CTO – meio sem 
regulador de crescimento. A – meio de indução de organogênese com 1 
mg/L de BA + 0,5 mg/L de  AIB; e B – meio de indução de 
organogênese com 1,6 mg/L de BA + 1,6 mg/L de AIB. 
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4. CONCLUSÕES 

 

 

 

De acordo com os resultados obtidos nas condições experimentais 

estabelecidas neste trabalho, pode-se concluir que: 

 

- Os explantes de mandioca das diferentes cultivares avaliadas responderam, 

de maneiras distintas, às auxinas utilizadas neste trabalho. A maior freqüência e a 

média mais alta de embriões foram detectadas quando se empregou o hormônio 2,4 - 

D. 

- A proporção de calos observada na embriogênese induzida por picloram foi 

maior do que a verificada com o hormônio 2,4 - D. 

- As concentrações de 2,4 - D mais indicadas para as cultivares são: 

Mantiqueira - 2 mg/L, Parazinho - 1 mg/L, Vassourinha - 2 mg/L e Urubu  - 2 mg/L. 

- As concentrações de picloram mais indicadas para as cultivares são: 

Mantiqueira - 8 mg/L, Parazinho - 0,2 mg/L, Vassourinha - 2 mg/L e Urubu - 0,2 

mg/L. 

- O meio mais indicado para o alongamento de explantes em estádio 

cotiledonar da cultivar Rosinha é o que apresenta 0,4 mg/L GA3. 

- Na cultivar Rosinha, a região cotiledonar mediana é a mais adequada para 

indução de organogênese, e o período de 15 dias de maturação é o que produziu a 

maior quantidade de brotos em cotilédones que foram submetidos à transformação 

via Agrobacterium tumefaciens. 
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- O meio no qual ocorreu maior freqüência organogênica nas cultivares 

Parazinho, Mantiqueira e Vassourinha foi o de combinação hormonal 0,5 mg/L de 

BAP e 1 mg/L de AIB. 
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CAPÍTULO 2 

 

AVALIAÇÃO DE PARÂMETROS QUE INFLUENCIAM A 

TRANSFORMAÇÃO GENÉTICA DE PLANTAS DE MANDIOCA 

(Manihot esculenta Crantz) 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

A mandioca é uma das culturas mais importantes para a alimentação humana, 

uma vez que cerca 600 milhões de pessoas se alimentam dessa cultura diariamente. 

No mundo há mais de 16 milhões de hectares plantados e, anualmente, são 

produzidos mais de 170 milhões de toneladas (ANDERSON et al., 2004). 

Apesar de as vantagens apresentadas pela cultura e de a produção ter crescido 

mais de 75% nos últimos 30 anos, há diversos fatores que limitam sua produção e o 

seu uso mais diversificado nas dietas humana e animal (ANDERSON et al., 2004). 

Dentre eles, podem ser citados o seu baixo conteúdo protéico (1-2%) e de 

aminoácidos sulfurosos (COCK, 1985; PUONTI-KAERLAS, 1998), a rápida 

deterioração das raízes após a colheita (PUONTI-KAERLAS, 1998; WENHAM, 

1995), a presença de compostos fenólicos (SIRITUNGA; SAYRE, 2003) e o grande 

número de pragas, doenças e vírus que atacam essa cultura (BELLOTTI et al., 1999; 

MATTOS et al., 2002). 

O desenvolvimento de novas variedades de mandioca pelo melhoramento 

convencional é dificultado pelo alto grau de heterozigose, floração irregular de 
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algumas cultivares e baixa taxa de germinação das sementes (JIN et al., 2005). 

Assim, a engenharia genética surge como uma alternativa que pode auxiliar o 

melhoramento da mandioca. 

Os ganhos que podem ser atingidos com a transformação genética de plantas 

têm reflexo sobre os agricultores, a indústria alimentar, os consumidores e, 

sobretudo, sobre o ambiente. A modificação genética pode ser direcionada no 

sentido de a cultivar requerer menor quantidade de pesticidas, fertilizantes e água e 

permitir a produção de plantas com níveis mais reduzidos de compostos alérgenos 

ou tóxicos, com mais qualidade para armazenamento e, ou, processamento e 

melhores qualidades nutricionais (OLIVEIRA, 2000). 

Cultivares de mandioca transgênicas já desenvolvidas apresentam as 

seguintes características: reduzido conteúdo cianogênico (KOCH et al., 1994; 

SIRITUNGA; SAYRE, 2003; SIRITUNGA et al., 2004; JØRGENSEN et al., 2005), 

resistência à infecção por geminivírus (CHELLAPPAN et al., 2004; ZHANG et al., 

2005), resistência ao herbicida Basta® (SARRIA et al., 2000) expressão de proteínas 

Bt (LADINO et al., 2002), conteúdo de amido modificado (SALEHUZZAMAN et 

al., 1993; RAEMAKERS et al., 2001; RAEMAKERS et al., 2005; IHEMERE et al., 

2006), aumento na meia-vida dos tubérculos colhidos (THRO et al., 1996) e o 

aumento do conteúdo protéico (ZHANG et al., 2003a). 

Das mais de 1.500 cultivares de mandioca testadas (ALVES, 2000), apenas 

poucas, entretanto, foram utilizadas com sucesso em processos de transformação. 

Entre elas, podem ser citadas a TMS 60444 (RAEMAKERS et al., 1996; SCHOPKE 

et al., 1996; GONZÁLEZ et al., 1998; ZHANG et al., 2000ab; ZHANG; PUONTI-

KAERLAS, 2000; SCHREUDER et al., 2001; LADINO et al., 2002; ZHANG et al., 

2003a; CHELLAPPAN et al., 2004; RAEMAKERS et al., 2005; ZHANG et al., 

2005), a MCol 2215 (SIRITUNGA; SAYRE, 2003; SIRITUNGA et al., 2004), 

MCol 22 (LI et al., 1996; ZHANG et al., 2000b; ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 

2000; JØRGENSEN et al., 2005) e a MPer 183 (SARRIA et al., 2000). 

Somente as cultivares TMS 60444 (RAEMAKERS et al., 1996; SCHÖPKE et 

al., 1996; ZHANG et al., 2000b; ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 2000; LADINO et 

al., 2002; CHELLAPPAN et al., 2004; RAEMAKERS et al., 2005) e MCol 22 

(ZHANG et al., 2000b; ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 2000) foram transformadas 

com sucesso via bombardeamento. A transformação via Agrobacterium tumafaciens 

foi bem-sucedida apenas nas cultivares MCol 22 (LI et al., 1996; JØRGENSEN et 
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al., 2005), MCol 2215 (WHITE et al., 1998; SIRITUNGA; SAYRE, 2003; 

SIRITUNGA et al., 2004), MPer 183 (SARRIA et al., 2000) e TMS 60444 

(GONZALEZ et al., 1998; ZHANG et al., 2000a; SCHREUDER et al., 2001; 

LADINO et al., 2002; ZHANG et al., 2003a; ZHANG et al., 2005). 

O pré-requisito básico para a produção de plantas transgênicas é a existência 

de um sistema eficiente de regeneração e de seleção de plantas transformadas 

(CALDAS et al., 1998). 

Existem três fatores que afetam a regeneração da planta in vitro: o genótipo, a 

fonte de explantes e a condição da cultura (CALDAS et al., 1998). Por isso, é 

importante determinar qual antibiótico será utilizado e a sua dose, de forma que a 

interferência no potencial regenerativo dos explantes seja mínima durante o processo 

de seleção dos transgênicos (BRASILEIRO; LACORTE, 1998). 

A canamicina é o antibiótico mais freqüentemente utilizado para a seleção de 

plantas transformadas com vetores que possuem o gene npt II. Na cultura da 

mandioca, esse antibiótico já foi usado em diversos trabalhos, em concentrações que 

vão de 5 até 1.000 mg/L (SCHÖPKE et al., 1996; SCHREUDER et al., 2001; SATO 

et al., 2004). 

A paromomicina já foi utilizada em vários trabalhos na cultura da mandioca e 

em diferentes concentrações (GONZÁLEZ et al., 1998; SIRITUNGA; SAYRE, 

2003; SIRITUNGA et al., 2004; IHEMERE et al., 2006). 

A resposta da mandioca a diferentes antibióticos do grupo dos 

aminoglicosilados é muito variável e depende da variedade (FOURMY et al., 1996). 

O amplo intervalo entre as concentrações utilizadas demonstra o comportamento 

distinto apresentado pelos antibióticos, podendo exercer um caráter fitotóxico e 

deletério, reduzir a eficiência da transformação de diversas espécies ou até favorecer 

a regeneração de plantas transformadas (NAUERBY et al., 1997). 

Para aumentar a eficiência da transformação, diversas estratégias têm sido 

propostas, a exemplo da utilização de vetores binários modificados (HIEI et al., 

1994; ISHIDA et al., 1996) e da adição de acetosseringona ao meio de co-cultivo 

(STACHEL et al., 1985) e de antioxidantes (PERL et al., 1996) e do uso do 

bombardeamento de microprojéteis no tecido-alvo do processo de transformação via 

agrobactéria (BIDNEY et al., 1992). 

Recentemente, foi proposto o uso de pulsos de ultra-som para ferir o tecido-

alvo, visando ao aumento da infecção por Agrobacterium (SANTARÉM, 2000ab). O 
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SAAT (Sonication-assited Agrobacterium-mediated transformation), primeiramente 

descrito por Trick e Finer (1997), tem gerado expectativas em relação à sua maior 

eficiência na transferência de genes usando Agrobacterium. Nessa técnica, 

independentemente da natureza do material vegetal a ser transformado, os tecidos 

vegetais em suspensão podem ser submetidos ao tratamento de ultra-som 

(SANTARÉM et al., 1998; TRICK; FINER, 1998). 

Diversos protocolos de transformação de mandioca foram desenvolvidos, 

mas nenhum deles tem aplicabilidade universal, e os sistemas de seleção utilizados 

ainda geram muitos escapes ou são deletérios (ZHANG; PUONTI-KAERLAS, 

2000). Sabendo dessas deficiências, este trabalho teve como objetivos: avaliar quais 

seriam os parâmetros que afetam a transformação via Agrobacterium tumefaciens da 

cultivar Rosinha, qual seria o melhor agente seletivo e a concentração mais 

adequada para a seleção de embriões transformados de mandioca da cultivar 

Rosinha e qual dos sistemas de transformação é o mais adequado para as cultivares 

Mantiqueira, Parazinho Vassourinha e Urubu. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

2.1. Material vegetal 

 
Os explantes de mandioca da cultivar Rosinha utilizados nos experimentos 

foram provenientes de plantas cultivadas in vitro, no Laboratório de Biologia 

Molecular de Plantas da Universidade Federal do Ceará, e os das cultivares 

Mantiqueira, Vassourinha, Parazinho e Urubu de plantas cultivadas in vitro no 

Laboratório de Cultura de Tecidos do BIOAGRO (Instituto de Biotecnologia 

Aplicada à Agropecuária) da Universidade Federal de Viçosa. 

 

2.2. Indução de embriogênese somática primária da cultivar Rosinha 

 
Ápices caulinares de plantas cultivadas in vitro contendo até dois primórdios 

foliares foram isolados sob condições assépticas e transferidos para placas de Petri 

contendo 25 mL do meio CIM (Cassava Induction Medium) (ZHANG; PUONTI-

KAERLAS, 2000; ZHANG et al., 2000b). O meio CIM é constituído do meio MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962), 20 g/L de sacarose, 0,5 mg/L de sulfato de cobre e 

8 g/L de ágar (SIGMA, EUA), suplementados com 8 mg/L de picloram, em pH 5,8. 

Os explantes foram incubados por 21 dias, no escuro, e a 26 ± 2 °C. Após esse 

período, diversos embriões em estádio globular foram produzidos e permaneciam 

agrupados em diferentes conjuntos na superfície do explante. Esses conjuntos eram 

transferidos para meio CMM (Cassava Maturation Medium) (ZHANG; PUONTI-
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KAERLAS, 2000; ZHANG et al., 2000b). O meio CMM é constituído por meio MS, 

com 20 g/L de sacarose, 0,5 mg/L de sulfato de cobre, 0,1 mg/L de BAP e 8 g/L de 

ágar, em pH 5,8, para maturar, ou para meio CIM suplementado com 8 mg/L de 

picloram, para um ou mais ciclos de multiplicação. 

Os reagentes utilizados nos experimentos relatados possuíam grau analítico, e 

todos os meios de cultivo utilizados tiveram o pH ajustado com NaOH 1M e foram 

autoclavados a 120 °C, 1 kgf/cm2, por 15 min. 

 

2.3. Preparação da cepa de Agrobacterium tumefaciens 

 
A construção utilizada nos experimentos de agroinfecção, pBE2113-GUS, 

foi gentilmente cedida pelo Dr. Francisco de Assis Paiva Campos, da Universidade 

Federal do Ceará (Figura 1). O plasmídio utilizado estava inserido na estirpe 

EHA105, de Agrobacterium tumefaciens. 

 

 

 

 
 
Figura 1 – Representação esquemática da região T-DNA dos plasmídios pBE2113-

GUS. Abreviaturas: P35S, promotor constitutivo 35S do vírus do mosaico 
da couve-flor; Ω, seqüência 5’ não traduzida do vírus do mosaico da 
couve-flor; GUS, gene da β-glucuronidase; Tnos, sinal de poliadenilação 
do gene da nopalina sintase. EcoR V, SnaB I, Xba I, BamH I, Sma I, Sac I 
e EcoR I, enzimas de restrição. 

 

 

A linhagem de Agrobacterium tumefaciens EHA105/pBE2113-gus foi 

conservada em solução de glicerol (50%), à temperatura de −80 °C, mantendo-se um 

estoque de trabalho na geladeira (5 °C), em placas de Petri contendo meio com 

25 mL de meio YMB (Yeast Mannitol Broth; Beringer, 1974; 100 mg/L de fosfato 

de potássio, 100 mg/L de sulfato de magnésio, 100 mg/L de cloreto de sódio, 5 g/L 

de glicose, 10 g/L de manitol, 400 mg/L de extrato de levedura  e ágar de 20 mg/L, 
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pH 7,0) com 25 mg/L de rifampicina (Boehringer, Alemanha) e 50 mg/L de 

canamicina (Serva, Alemanha). Nos experimentos de transformação, as cepas 

mantidas na geladeira eram reativadas em novas placas com meio YMB sólido 

acrescido de 25 mg/L de rifampicina e 50 mg/L de canamicina incubadas na 

temperatura de 27 ± 2 °C, por 48 h. Uma colônia isolada foi transferida para um 

erlenmeyer de 125 mL contendo 5 mL de meio LB (Luria - Bertani: 10 g/L de 

triptona (Sigma, USA), 5 g/L de extrato de levedura (Sigma, USA) e 10 g/L de 

cloreto de sódio, pH 7,0) suplementados com rifampicina (25 mg/L) e canamicina 

(50 mg/L) e incubados em mesa agitadora orbital (Tecnal, Brasil) a 180 rpm, 27 ± 2 

°C, por 24 h. Um alíquota de 50 μL da suspensão bacteriana foi transferida para um 

erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio LB líquido, com antibióticos, 

incubado a 27 ± 2 °C, em mesa agitadora orbital a 180 rpm, por 12-20 h até atingir 

uma densidade ótica a 600 nm (D.O.600) entre 0,5 e 1,0, medida em 

espectrofotômetro (Spectrometry Genegys 8). Ao final desse período, a suspensão 

bacteriana foi centrifugada a 6.000 rpm (Sorvall RC5C Plus Super Speed 

Refrigerated Centrifuge – Rotor 28), à temperatura de 4 °C, durante 10 min. O 

sobrenadante foi descartado e as células obtidas, ressuspendidas com 50 mL de meio 

MS (pH 5,3) até alcançar uma concentração celular que apresentasse densidade ótica 

à 600 nm igual a 1 (D.O.600 = 1). Incubou-se a solução bacteriana a 27 ± 2 °C, em 

mesa agitadora orbital a 80 rpm, por aproximadamente 1 h. 

 

2.4. Processo de transformação via Agrobacterium tumefaciens 

 
Segmentos de embriões em estádio cotiledonar de aproximadamente 0,5 cm² 

foram excisados e deixados em placa de Petri com meio CBM líquido (Cassava 

Basic Medium: meio MS com 2% de sacarose e 2 mM de CuSO4 (ZHANG; 

PUONTI-KAERLAS, 2000), em pH 5,8, até que o número total de explantes 

desejados fosse adquirido. Em seguida, os pedaços de cotilédones foram transferidos 

para erlenmeyers de 125 mL com 25 mL da suspensão bacteriana 

EHA105/pBE2113-gus com D.O.600 ajustada em 1,0 e colocados em mesa agitadora 

orbital a 80 rpm, a 27 ± 2 °C, por 45 min. Ao final desse período, o excesso de 

suspensão foi retirado com o auxílio de uma pipeta, e os explantes foram secos em 

papel-filtro, autoclavados e transferidos para placas de Petri contendo 25 mL de 



 

 87

meio CIM suplementado com 8 mg/L de picloram, para o período de co-cultivo. As 

placas foram incubadas por três dias, a 27 ± 2 °C, na ausência de luz. 

No final do período de co-cultivo, os explantes foram lavados por três vezes 

em água destilada estéril; uma vez com meio MS (pH 5,8) acrescido de 500 mg/L de 

cefotaxima (Hoechst, Alemanha), foram secos suavemente em papel-filtro estéril e 

transferidos para meio CIM, em pH 5, suplementado com 8 mg/L de picloram e 500 

mg/L de cefotaxima. 

 

2.4.1. Avaliação da interferência das etapas do processo de transformação por 

Agrobacterium sobre a embriogênese somática secundária 

 
Uma parcela de 30 explantes de cada etapa, destacada em negrito na Tabela 1, 

foi retirada e transferida, de forma que a proveniente das etapas 4 e 5 foi colocada em 

placas de Petri com meio CIM suplementado com 8 mg/L de picloram, e a oriunda 

das etapas 6 e 7 foi posta em meio CIM com 8 mg/L de picloram e 500 mg/L de 

cefotaxima. 

Foram incluídos dois tratamentos-controle: explantes excisados e transferidos 

diretamente para meio CIM suplementado com 8 mg/L de picloram sem cefotaxima 

(controle 1) e explantes excisados e transferidos diretamente para meio CIM 

suplementado com 8 mg/L de picloram e 500 mg/L de cefotaxima (controle 2). Em 

cada tratamento foram feitas duas repetições. Após três semanas de incubação a 28 ± 

2 ºC, na ausência de luz, a freqüência de embriogênese somática foi avaliada. 

 

2.4.2. Influência da concentração de bactéria sobre a embriogênese somática 

secundária 

 
Fragmentos de cotilédones com aproximadamente 0,5 cm² foram tratados 

conforme descrito no item 3.2.5., com a seguinte ressalva: a DO600 foi ajustada para 

diferentes valores (0,1; 0,3; 0,7; e 1,0) e medida em espectrofotômetro 

(Spectrometry Genegys 8). Para cada tratamento teve duas repetições, e cada uma 

tinha três placas com 10 explantes cada, totalizando 60 explantes por tratamento. 

Após três semanas de incubação a 27 ± 2 ºC na ausência de luz, a freqüência de 

embriogênese somática foi avaliada. 
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Tabela 1 – Etapas do processo de transformação genética via Agrobacterium 
tumefaciens  

 
 

Etapas Procedimentos 
  

Ativação das linhagens 
(1) 

Tempo: 48 horas 
Meio: YMB (25 mg/L rifampicina + 50 
mg/L canamicina) 
Temperatura: 27 ± 2 °C 

  

Crescimento da  
suspensão bacteriana (2) 

Tempo: 24 horas 
Meio: LB (25 mg/L rifampicina + 50 mg/L 
canamicina) 
Temperatura: 27 ± 2 °C 
Agitação: 180 rpm 

  

Centrifugação 
(3) 

Tempo: 10 min. 
Temperatura: 4 °C 
Rotação: 6000 rpm 

  

Ressuspensão da bactéria 
(4) 

Meio: MS líq. (pH 5,3) 
D.O.600 = 1,0 

  

Preparação dos explantes 
(5) 

Tempo: aprox. 1 hora 
Meio: CBM 

  

Agroinfecção 
(6) EHA105/pBE2113 

Tempo: 45 min. 
Meio: MS (pH 5,3) 
Agitação: 80 rpm 

  

Co-cultivo 
(7) EHA105/pBE2113 

Tempo: 3 dias 
Meio: CIM com 8 mg/L de picloram 
Escuro 
Temperatura: 27 ± 2 °C 

  

Regeneração 
(8) 

Tempo: 21 dias 
Escuro 
Meio: CIM com 8 mg/L de picloram (500 
mg/L de cefotaxima) 

  

Em negrito, encontram-se as etapas submetidas à avaliação no processo de 
transformação. 
 

 

2.5. Transformação via SAAT (Sonication-assisted Agrobacterium-mediated 

transformation) 

 
Segmentos nodais das cultivares Mantiqueira, Parazinho, Vassourinha e 

Urubu e segmentos de embriões em estádio cotiledonar de aproximadamente 0,5 cm² 
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e conjuntos de embriões em estádio globular da cultivar Rosinha foram coletados e 

deixados em placa de Petri com meio CBM líquido em pH 5,8 até que o número 300 

de cada tipo de explante fosse obtido. Cinqüenta explantes foram transferidos para 

béqueres de 100 mL com 50 mL de diferentes soluções: meio CBM, sem A. 

tumefaciens e sem sonicação (controle 1; tratamento 0), suspensão bacteriana 

EHA105/pBE2113-gus com D.O.600 = 1 e sem sonicação (controle 2; tratamento 1), 

meio CBM, sem A. tumefaciens e com sonicação por 10 s (controle 3; tratamento 2), 

suspensão bacteriana EHA105/pBE2113-gus com D.O.600 = 1 e com sonicação por 

10 s (tratamento 3), meio CBM, sem A. tumefaciens e com sonicação por 15 s 

(controle 4; tratamento 4) e suspensão bacteriana EHA105/pBE2113-gus com 

D.O.600 = 1 e com sonicação por 15 s (tratamento 5) (Tabela 2). 

Após os tratamentos, os explantes permaneceram em repouso por 30 min. Ao 

final desse período, o excesso de suspensão foi retirado com o auxílio de uma pipeta, 

e os explantes foram secos em papel-filtro autoclavado. 

Os segmentos de embriões em estádio cotiledonar de aproximadamente 0,5 

cm² da cultivar Rosinha foram transferidos para placas de Petri contendo 25 mL de 

meio CIM suplementado com 8 mg/L de picloram e 100 μM de acetosseringona. Os 

conjuntos de embriões em estádio globular da cultivar Rosinha foram transferidos 

para placas de Petri contendo 25 mL de meio CMM com 100 μM de 

acetosseringona. Os segmentos nodais das cultivares Mantiqueira, Parazinho, 

Vassourinha e Urubu foram colocados em placas de Petri contendo 10 mL de meio 

CBM com 100 μM de acetosseringona para o período de três dias de co-cultivo, a           

27 ± 2 °C, na ausência de luz. 

No final do período de co-cultivo, os explantes foram lavados por três vezes 

em água destilada estéril, uma vez com meio MS (pH 5,8) acrescido de 500 mg/L de 

cefotaxima e secos suavemente em papel-filtro estéril. Os segmentos de embriões 

em estádio cotiledonar da cultivar Rosinha foram transferidos para placas de Petri 

contendo 25 mL de meio CIM suplementado com 8 mg/L de picloram com 250 

mg/L de cefotaxima. Os conjuntos de embriões em estádio globular da cultivar 

Rosinha foram transferidos para placas de Petri contendo 25 mL de meio CMM com 

250 mg/L de cefotaxima. Os segmentos nodais das cultivares Mantiqueira, 

Parazinho, Vassourinha e Urubu foram colocados em tubos de ensaio (25 x 150 mm) 

com 10 mL de meio CBM acrescido de 250 mg/L de cefotaxima. 
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Tabela 2 – Variáveis do processo de transformação genética via SAAT 
 
 

   Tratamentos 

Número do 
Tratamento Cultivar Tipo de 

Explante 
Tempo de 
Sonicação 

Presença (+) ou 
Ausência (-) de 
Agrobacterium 

     

0 0 s - 
1 0 s + 
2 10 s - 
3 10 s + 
4 15 s - 
5 

Fragmentos de 
embriões em 

estádio 
cotiledonar 

 
15 s + 

    
0 0 s - 
1 0 s + 
2 10 s - 
3 10 s + 
5 15 s - 
5 

Rosinha 

Agregados de 
embriões em 

estádio globular 
 

15 s + 
    - 

0 0 s - 
1 0 s + 
2 10 s - 
3 10 s + 
4 15 s - 
5 

Mantiqueira 
Segmentos 
internodais 

 

15 s + 
     

0 0 s - 
1 0 s + 
2 10 s - 
3 10 s + 
4 15 s - 
5 

Parazinho 
Segmentos 
internodais 

 

15 s + 
     

0 0 s - 
1 0 s + 
2 10 s - 
3 10 s + 
4 15 s - 
5 

Vassourinha 
Segmentos 
internodais 

 

15 s + 
     

0 0 s - 
1 0 s + 
2 10 s - 
3 10 s + 
4 15 s - 
5 

Urubu 
Segmentos 
internodais 

 

15 s + 
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Os explantes permaneceram nos respectivos meios por uma semana e, então, 

foram submetidos ao ensaio histoquímico para determinar a atividade da β-

glucoronidase, conforme o item 2.9. 

 

2.6. Efeito da concentração de canamicina 

 
2.6.1. Sobre a embriogênese somática 

 
Pedaços de aproximadamente 0,5 cm2 de embriões somáticos no estádio 

cotiledonar foram transferidos para placas de Petri contendo 25 mL do meio CIM 

com diferentes concentrações de canamicina (0; 0,05; 0,5; 1; 2,5; 5; e 50 mg/L) e 

permaneceram incubados por 21 dias no escuro e a 26 ± 2 ºC. Em cada tratamento, 

foram utilizadas três repetições, e em cada repetição havia uma placa com 10 

explantes cada, gerando um total de 30 explantes por tratamento. A freqüência de 

embriogênese somática foi avaliada ao término da incubação. 

 

2.6.2. Sobre a maturação dos embriões 

 
Grupos de 15 a 20 embriões somáticos no estádio globular foram transferidos 

para placas de Petri contendo 25 mL do meio CMM com diferentes concentrações 

de canamicina (0,0; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10; 25; e 75 mg/L) e permaneceram incubados 

por 25 dias, com fotoperíodo de 16 h claro/8 h escuro, fornecido por lâmpadas 

fluorescentes brancas (25,3 µmol. m-2. s-1) e a 26 ± 2 ºC. Em cada tratamento foram 

utilizadas três repetições, e em cada repetição havia uma placa com 10 explantes 

cada, gerando um total de 30 explantes por tratamento. A freqüência de maturação 

foi avaliada após o período de incubação. 

 

2.7. Efeito da concentração de paramomicina 

 
2.7.1. Sobre a embriogênese somática 

 
Segmentos de aproximadamente 0,5 cm2 de embriões somáticos no estádio 

cotiledonar foram transferidos para placas de Petri contendo 25 mL do meio CIM 

com diferentes concentrações de paramomicina (Sigma, Estados Unidos) (0; 0,1; 
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0,2; 0,5; 1; 1,5; 2,5; 5; 7,5; 10; 20; e 50 mg/L) e permaneceram incubados por 21 

dias no escuro e a 26 ± 2 ºC. Em cada tratamento foram utilizadas três repetições, e 

em cada repetição havia uma placa com 24 explantes cada, totalizando 72 explantes 

por tratamento. A freqüência de embriogênese somática foi avaliada ao término da 

incubação. 

 

2.7.2. Sobre a maturação dos embriões 

 
Grupos de 15 a 20 embriões somáticos no estádio globular foram transferidos 

para placas de Petri contendo 25 mL do meio CMM com diferentes concentrações 

de paramomicina (0; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 1,5; 2,5; 5; 7,5; 10; 20; e 50 mg/L) e 

permaneceram incubados por 25 dias, com fotoperíodo de 16 h claro, fornecido por 

lâmpadas fluorescentes brancas (25,3 µmol.m-2 s-1) e a 26 ± 2 ºC. Em cada 

tratamento, foram utilizadas três repetições, e em cada repetição havia uma placa 

com 24 explantes cada, totalizando 72 explantes por tratamento. A freqüência de 

maturação foi avaliada após o período de incubação. 

 

2.8. Análise da expressão transiente 

 
Os explantes submetidos à transformação genética por A. tumefaciens e via 

SAAT foram imersos em 200 mL da mistura de reação histoquímica (JEFFERSON 

et al., 1987) e incubados à temperatura de 37 oC/escuro/24 h. Após esse período, o 

tampão foi descartado e o tecido, tratado com etanol 70% e observado sob 

estereoscópio, para a estimação do número de manchas azuis. A mistura de reação 

foi constituída de 100 mM de NaH2PO4.H2O, 0,5 mM de K4Fe(CN)6.3H2O, 10 mM 

de Na2EDTA.2H2O, 0,1% de Triton® X-100 e 1 mM de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-

glucurônico (X-Gluc). 

 

2.9. Análise Estatística 

 
Todos os dados obtidos foram analisados pelo teste de Tukey, com valor 

crítico de P = 0,05. Os cálculos foram realizados utilizando-se o Programa SAS, 

versão 8.1 (SAS, 2000). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

3.1. Avaliação de quais componentes das etapas do processo de agroinfecção 

poderiam estar afetando a regeneração por embriogênese somática 

 
Comparando as freqüências embriogênicas apresentadas pelos controles 1 e 2, 

verificou-se que o antibiótico cefotaxima na concentração de 500 mg/L reduziu a 

freqüência de indução de embriões (Figura 2), assim como foi observado em 

explantes cotiledonares de fumo (NAUERBY et al., 1997). 

A pequena diminuição na freqüência embriogênica pode ter sido causada pela 

presença de metabólitos com atividade regulatória no crescimento de plantas, 

gerados por esterases de plantas devido à presença de cefotaxima no meio (SARMA 

et al., 1995), uma vez que a estrutura química da cefotaxima não evidencia que os 

produtos de sua quebra tenham propriedades auxina-like (HOLFORD; NEWBURY, 

1992). 

A cefotaxima é um antibiótico pertencente à classe dos betalactâmicos, e essa 

classe atua especificamente na parede celular bacteriana, não apresentando, 

geralmente, efeito sobre as células vegetais (POLLOCK et al., 1983). No entanto, 

vários trabalhos têm apontado modificações morfogênicas em diversas espécies 

vegetais (MATHIAS; BOYD, 1986; MATHIAS; MUKASA, 1987; RAO et 

al.,1995), demonstrando, assim, a interferência da cefotaxima no desenvolvimento 

vegetal. 
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Figura 2 – Freqüência embriogênica somática da cultivar Rosinha obtida nas etapas 

do processo agroinfecção. Controle 1: meio CIM + 8 mg/L de picloram. 
Controle 2: meio CIM + 8 mg/L de picloram + 500 mg/L de cefotaxima. 
Etapa 4: meio MS. Etapa 5: meio CBM. Etapa 6: agroinfecção. Etapa 7: 
co-cultivo. Letras iguais na mesma coluna indicam não haver diferença 
significativa entre os tratamentos (Tukey a 5% de probabilidade). 

 

 

Em cevada e trigo foram relatados crescimento de calo e aumento na 

organogênese, devido à presença de cefotaxima no meio (MATHIAS; BOYD, 1986; 

MATHIAS; MUKASA, 1987). Aumentos na freqüência da formação de calos 

embriogênicos e na regeneração de plantas foram observados em cevada 

(BORRELLI et al., 1992) e sorgo (RAO et al.,1995). Em embriões de algodão, a 

cefotaxima inibiu ou estimulou o desenvolvimento de brotos, dependendo da cultivar 

avaliada (AGRAWAL et al., 1997). 

Analisando o efeito da cefotaxima em embriões somáticos de soja, percebeu-

se que, independentemente da concentração desse antibiótico, ele causa a morte do 

tecido e, como conseqüência, reduz a capacidade proliferativa do embrião. Essa 

redução pode explicar a não-obtenção de transgênicos em tecidos submetidos à 

transformação (DROSTE et al., 2000). 

a a a 

b 

c 

d 
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Em mamão, a cefotaxima aumenta a capacidade embriogênica na 

concentração de 250 mg/L, reduz a concentração de 125 mg/L e não apresenta efeito 

observável nas concentrações de 375 e 500 mg/L (YU et al., 2001). 

Como é imprescindível a presença de um antibiótico no final do período de 

co-cultivo para inibir o crescimento bacteriano, deve-se procurar utilizar outros 

antibióticos, como a carbenicilina – já usada em diversos trabalhos de transformação 

de mandioca (GONZÁLEZ et al., 1998; JØRGENSEN et al., 2005) –, o meropenem 

ou, até mesmo, a cefotaxima numa concentração menor, como 200 mg/L 

(SCHREUDER et al., 2001) ou 250 mg/L (SARRIA et al., 2000). 

Foram realizados testes utilizando-se o meropenem para inibir o crescimento 

da Agrobactéria no final do período de co-cultivo, e os resultados foram bastante 

positivos, uma vez que o antibiótico aumentou a freqüência embriogênica de 

explantes cotiledonares da cultivar Rosinha submetidos à transformação (dados não 

mostrados). 

Como as etapas 4 e 5 (Figura 2) apresentaram freqüência embriogênica 

similar à do controle 1, é provável que os meios MS e CBM não mostrem 

componentes que interfiram na embriogênese. 

A diminuição da freqüência embriogênica nas etapas 6 e 7 (Figura 2) 

possivelmente tenha ocorrido devido ao contato dos explantes com as estirpes 

bacterianas, visto que os embriões somáticos são sensíveis às agrobactérias 

(SCHÖPKE et al., 1993; LI et al., 1996; GONZÁLEZ et al., 1998). 

Na etapa 6, o contato de 45 min dos explantes com a bactéria mostrou ter 

efeito negativo sobre a freqüência embriogênica, e esse efeito foi acentuado quando 

os explantes foram submetidos ao período de co-cultivo (Figura 2). 

A redução no potencial regenerativo quando o material vegetal se encontrava 

em presença de antibiótico já foi relatada em diversas espécies, como morango 

(ALSHEIKH et al., 2002) e crisântemos (YOUNG et al., 1998). 

Sarria et al. (2000) associaram a redução da freqüência de embriogênese em 

seus experimentos com a cultivar MPer183 à suscetibilidade do explante ao processo 

de infecção. Mais recentemente, Silva (2005) comprovou a interferência negativa do 

processo de agroinfecção no potencial de regeneração do fumo. 

González et al. (1998) observaram que a taxa de crescimento das células 

transformadas por agrobactéria é menor do que a por bombardeamento, 

provavelmente devido a algum dano causado pela agrobactéria durante o co-cultivo. 
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Na mandioca, assim como observado em outras espécies vegetais, a taxa de 

sobrevivência das células que entram em contato com a agrobactéria é baixa. 

Fenômenos como a oxidação, a produção de compostos fenólicos e a subseqüente 

morte celular são comuns durante o processo de agroinfecção (DE LA RIVA et al., 

1998; EFENDI, 2003). 

Com base nos dados obtidos, pode-se concluir que a redução na freqüência 

embriogênica observada nos tratamentos em que os explantes entraram em contato 

com a bactéria foi em decorrência do dano causado por ela. Uma alternativa para 

evitar essa redução na embriogênese seria transferir a construção para outra estirpe 

bacteriana, como a LB 4404, já utilizada em diversos trabalhos de transformação de 

mandioca (LI et al., 1996; ZHANG et al., 2000a; ZHANG et al., 2003b; ZHANG et 

al., 2005; JØRGENSEN et al., 2005), uma vez que ela é menos virulenta que a EHA 

105 (LI et al., 1996). 

 

3.2. Influência da concentração de bactéria sobre a embriogênese somática 

secundária 

 
Dentre as variáveis (período de incubação em Agrobacterium, concentração 

de Agrobacterium, meio de co-cultivo, período de co-cultivo) que podem ser 

manipuladas, o número de células de agrobactéria do inoculo é considerado fator 

crítico na eficiência de transformação. O número excessivo de bactéria pode causar 

estresse às células vegetais, afetando o potencial de regeneração dos explantes, e 

baixas concentrações podem reduzir a freqüência de T-DNA transferido (COSTA et 

al., 2002). Muitas vezes, o insucesso, ou a baixa eficiência de transformação de 

algumas culturas importantes, está relacionado com uma diminuição no potencial 

regenerativo causado pelas agrobactérias (BROOTHAERTS et al., 2005). 

Aumento na eficiência de transformação de algodão (JIN et al., 2005) e de 

tomate (IEAMKHANG; CHATCHAWANKANPHANICH, 2005) foi obtido quando 

a concentração das suspensões bacterianas foi reduzida. 

Com o intuito de utilizar suspensões bacterianas com menor concentração de 

agrobactéria e minimizar interferências no processo regenerativo, foram avaliadas 

quatro concentrações bacterianas. 

Os explantes que entraram em contato com a Agrobacterium e, 

independentemente da concentração de bactéria, apresentaram diminuição na 
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freqüência de embriogênese somática, na média de embriões produzidos (Tabela 3), 

e aumento na produção de calo (dados não mostrados). 

 

 

Tabela 3 – Influência da concentração de bactéria sobre a embriogênese somática da 
cultivar Rosinha 

 
 

   

D.O.600 nm Freqüência Embriogênica (%) Média de Embriões 

0* 96,7a 57,08 ± 7,77a 

0,100 56,7b 9,08 ± 11,29b 

0,300 53,3b 9,08 ± 11,63b 

0,700 40b 6,33 ± 10,04b 

1 40b 7,67 ± 11,81b 

Letras iguais na mesma coluna indicam não haver diferença significativa entre os 
tratamentos (Tukey a 5% de probabilidade). * D.O.600 nm = 0 é o meio sem 
agrobactéria (controle). 
 

 

Os resultados apresentados neste ensaio indicam a alta sensibilidade do 

explante utilizado (segmento de embriões somático em estádio cotiledonar) ao 

processo de infecção, evidenciando-se que esta seja uma das razões para a baixa 

produção de plantas transgênicas de mandioca. 

Não foram encontrados trabalhos na literatura sobre a cultura da mandioca 

que tivessem investigado o efeito da concentração de bactéria no sistema de 

regeneração utilizado, e atualmente os diferentes protocolos empregados na 

transformação de mandioca fazem uso de inóculas com absorbância variando de 0,5 

a 1 (LI et al., 1996; SIRITUNGA; SAYRE, 2003; SIRITUNGA et al., 2004; 

ZHANG et al., 2005). 

Dessa forma, a concentração bacteriana sugerida para os ensaios de 

transformação da cultivar Rosinha foi a de densidade ótica a 600 nm igual a 1, pois 

nessa concentração a maior densidade bactéria provavelmente levaria a uma taxa 

superior de transformação. 
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3.3. Avaliação da expressão transiente de GUS em diferentes explantes das 

cultivares Rosinha, Mantiqueira, Parazinho, Vassourinha e Urubu, 

transformados via SAAT com diferentes tempos de sonicação 
 

As freqüências da indução de embriogênese em embriões somáticos em 

estádio cotiledonar e da maturação de embriões somáticos em estádio globular foram 

levemente reduzidas com a aplicação de sonicação e pela presença da 

Agrobacterium tumefaciens (Figura 3). 

Apesar de o SAAT diminuir a freqüência da indução de embriogênese em 

embriões somáticos em estádio cotiledonar e da maturação de embriões somáticos 

em estádio globular, a sua aplicação aumenta a freqüência de expressão do gene gus 

(Figura 3). 

Nos embriões somáticos em estádio cotiledonar, a freqüência de explantes 

gus positivos aumenta conforme o tempo de sonicação, indo de 13% com 10 s de 

sonicação para 31% com 15 s (Figura 3). 

Nos embriões somáticos em estádio globular, a aplicação de sonicação por 

10 s aumenta em três vezes a freqüência de explantes gus positivos. Contudo, se o 

tempo de sonicação for aumentado para 15 s, haverá uma queda sensível nas 

freqüências de maturação e na presença de explantes GUS positivos (Figura 3). 

A diferença na expressão transiente do gene gus com diferentes tipos de 

explantes e diversos tempos de SAAT já foi relatada em outras culturas (TRICK; 

FINER, 1997, 1998; ANDRADE et al., 2001). 

De acordo com os resultados, pode-se perceber que, na cultivar Rosinha, o 

SAAT aplicado por 15 s nos embriões somáticos em estádio cotiledonar e por 10 s 

nos embriões somáticos em estádio globular apresentou os melhores resultados de 

freqüência de GUS positivos (Figura 3). 

Nas cultivares Mantiqueira, Parazinho, Vassourinha e Urubu, a aplicação de 

SAAT por 10 s e 15 s diminui, mas não significativamente, a freqüência de 

regeneração (Figura 4). 

Na cultivar Mantiqueira, a aplicação de SAAT por 10 s e 15 s reduziu a 

freqüência de regeneração, à semelhança do que ocorreu no controle 2 (tratamento 1, 

utilizando somente agrobactéria) (Figura 4). Quando o SAAT foi aplicado por 10 s 

nos segmentos internodais dessa cultivar, a expressão transiente do gene gus quase 

quadruplicou, em comparação com o controle 2, porém com o SAAT por 15 s a 

expressão foi quase 10 vezes maior. 
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Figura 3 – Influência do SAAT sobre a freqüência (%) de explantes gus positivos e 

de regeneração. Quadro A: indução de embriogênese em embriões 
somáticos em estádio cotiledonar. Quadro B: indução de maturação em 
embriões somáticos em estádio globular. Tratamento 0: meio CBM 
(controle 1); tratamento 1: suspensão bacteriana (controle 2); tratamento 
2: meio CBM + sonicação por 10 s (controle 3); tratamento 3: suspensão 
bacteriana + sonicação por 10 s; tratamento 4: meio CBM + com 
sonicação por 15 s (controle 4) e tratamento 5: suspensão bacteriana + 
sonicação por 15 s. Letras iguais indicam não haver diferença significativa 
entre os tratamentos (Tukey a 5% de probabilidade). 
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Figura 4 - Influência do SAAT sobre a freqüência (%) de explantes gus positivos e de regeneração. Tratamento 0: meio CBM (controle 1); 
tratamento 1: suspensão bacteriana (controle 2); tratamento 2: meio CBM + sonicação por 10 s (controle 3); tratamento 3: SAAT por 
10 s; tratamento 4: meio CBM + sonicação por 15 s (controle 4); e tratamento 5: SAAT por 15 s. Letras iguais indicam não haver 
diferença significativa entre os tratamentos (Tukey a 5% de probabilidade). 
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A aplicação de SAAT por 30 s na cultivar Parazinho diminuiu a freqüência 

de regeneração de forma similar à obtida no controle 2, entretanto com 10 s de 

SAAT essa redução foi maior. A expressão transiente do gene gus quando SAAT foi 

aplicado por 10 s na cultivar Parazinho triplicou, em comparação com o controle 2, e 

foi cinco vezes maior do que com a aplicação por 15 s. 

A freqüência de regeneração na cultivar Vassourinha, com a aplicação de 

SAAT por 10 s, reduziu de forma similar ao controle 2, mas com a aplicação de 

SAAT por 15 s a diminuição foi maior. A expressão transiente do gene gus na 

cultivar Vassourinha triplicou e quintuplicou, respectivamente, com a aplicação de 

SAAT por 10 s 15 s, em comparação com o controle 2. 

Na cultivar Urubu, com a aplicação de SAAT por 10 s a freqüência de 

regeneração foi similar ao controle 2, enquanto com a aplicação por 15 s houve 

redução significativa. A freqüência de expressão transiente do gene gus com a 

aplicação de SAAT por 10 s teve seu valor quintuplicado e multiplicado por 10 com 

SAAT por 15 s, comparado ao controle 2. 

A freqüência de regeneração nas cultivares Mantiqueira, Vassourinha e 

Urubu diminuiu quando os explantes foram submetidos à sonicação e 

estatisticamente não houve diferença entre os tempos de 10 s e 15 s. Já na cultivar 

Parazinho essa freqüência caiu com a sonicação por 10 s e houve redução ainda 

maior com 15 s. 

Entre os tempos de sonicação testados, os resultados indicaram que 15 

segundos de sonicação foram o tempo recomendado para transformação via SAAT 

de segmentos nodais de todas as cultivares avaliadas, pois foi o que apresentou maior 

freqüência de GUS positivo. 

Avaliando a freqüência de expressão transiente do gene gus nas cultivares 

Mantiqueira, Parazinho, Vassourinha e Urubu, percebeu-se que a aplicação de 

SAAT aumenta as chances de obter mandioca transgênica. 

A freqüência de regeneração das cultivares avaliadas diminuiu com a 

aplicação da sonicação, entretanto essa redução não inviabilizou o processo de 

transformação via SAAT, visto que houve elevação de pelo menos 50% na 

freqüência da expressão transiente do gene GUS em todas as cultivares. 
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3.4. Efeito da concentração de canamicina sobre a indução de embriogênese 

somática e a maturação dos embriões somáticos 

 
O aumento na concentração de canamicina provocou declínio no potencial 

embriogênico dos cotilédones de embriões somáticos no estádio cotiledonar, sendo 

representado pela redução na freqüência de embriogênese somática e na quantidade 

de embriões produzidos (Tabela 4). 

 

 

Tabela 4 – Efeito da concentração de canamicina sobre a embriogênese somática da 
cultivar Rosinha 

 
 

Canamicina (mg/L) Freqüência 
Embriogênica Média de Embriões 

0 96,7ab 51,67 ± 21,98ab 
0,05 96,7ab 61,67 ± 19,67a 
0,5 100a 40,67 ± 23,33b 
1 80b 9,33 ± 8,68c 

2,5 20c 2,00 ± 4,07c 
5 6,7cd 0,67 ± 2,54c 

50 0d 0 ± 0,0c 
*Letras iguais na mesma coluna indicam não haver diferença estatística entre os 
tratamentos (Tukey a 5% de probabilidade). 

 

 

A produção de calo aumentou à medida que a concentração de antibiótico foi 

elevada (Figura 5). 

Diversas concentrações de canamicina foram avaliadas (10, 15, 20, 25, 30, 

35, 40 e 45 mg/L) (dados não mostrados), mas em todas elas a reduzida quantidade 

de calos nos explantes inviabilizava o uso dessas concentrações. Na concentração de 

50 mg/L de canamicina, os explantes não apresentaram nenhum crescimento celular, 

e o cultivo dos cotilédones nessa concentração provocou a morte de todos os 

explantes. 
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Figura 5 – Aspecto dos embriões em estádio cotiledonar da cultivar Rosinha em 

meio de indução da embriogênese somática em presença de diferentes 
concentrações do antibiótico canamicina após o período de 21 dias de 
cultivo. No canto inferior direito de cada foto, encontram-se as 
concentrações aplicadas no explante, em mg/L. 

 

 

A redução de embriogênese somática acompanhada de aumento na produção 

de calo à medida que quantidades crescentes de canamicina foram acrescidas ao 

meio pode estar relacionada com a hipermetilação do DNA pela canamicina, o que 

afetaria a expressão gênica das células embriogênicas (SCHMITT et al., 1997); ou 

com o desbalanço hormonal gerado pelos produtos resultantes da quebra do 

antibiótico pela célula vegetal, já que estes podem apresentar comportamento 

semelhante ao de reguladores de crescimento (HOLFORD; NEWBURY, 1992; LIN 

et al., 1995). 

Diversas concentrações de canamicina foram avaliadas (10, 15, 20, 25, 30, 

35, 40 e 45 mg/L) (dados não mostrados), mas em todas elas a reduzida quantidade 

de calos nos explantes inviabilizava o uso dessas concentrações. Na concentração de 

50 mg/L de canamicina, os explantes não apresentaram nenhum crescimento celular, 

e o cultivo dos cotilédones nessa concentração causou a morte de todos os explantes. 

A redução ns embriogênese somática acompanhada pelo aumento na 

produção de calo à medida que quantidades crescentes de canamicina foram 
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acrescidas ao meio pode estar relacionada com a hipermetilação do DNA pela 

canamicina (SCHMITT et al., 1997), o que afetaria a expressão gênica das células 

embriogênicas; ou com o desbalanço hormonal gerado pelos produtos resultantes da 

quebra do antibiótico pela célula vegetal, já que estes podem apresentar 

comportamento semelhante ao de reguladores de crescimento (HOLFORD; 

NEWBURY, 1992; LIN et al., 1995). 

O provável desbalanço hormonal no meio de indução de embriões em 

mandioca pode ter provocado produção excessiva de calo, o que prejudicou o 

desenvolvimento dos embriões. Por isso, não foi determinada a concentração mais 

adequada para a seleção de embriões em estádio cotiledonar submetidos à 

transformação via Agrobacterium e regenerados via indução de embriogênese. 

A freqüência de maturação de embriões somáticos em estádio globular 

diminuiu com o aumento da concentração de canamicina e foi inibida em até 93% 

com a concentração de 10 mg/L (Tabela 5). 

 

 

Tabela 5 – Efeito da concentração de canamicina sobre a maturação de embriões 
somáticos de mandioca da cultivar Rosinha 

 
 

Concentrações de Canamicina (mg/L) Freqüência de Maturação (%) 
0 100a 

0,5 100a 
1 100a 

2,5 100a 
5 70b 

10 6,7c 
25 0d 
50 0d 

Letras iguais indicam não haver diferença estatística entre os tratamentos (Tukey a 5% de 
probabilidade) 

 

 

A produção de calo na maturação permaneceu nas concentrações inferiores a 

5 mg/L, sendo observado ligeiro aumento quando concentrações maiores foram 

utilizadas. Tanto a produção de calo quanto a maturação dos embriões foram 

completamente inibidas em concentrações de canamicina iguais ou superiores a 

25 mg/L, nas quais os explantes apresentaram alguns pontos de oxidação, indicando 

necrose do tecido (Figura 6). 
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Figura 6 – Efeito do antibiótico canamicina sobre a maturação de conjuntos de 

embriões somáticos em estádio globular da cultivar Rosinha após o 
período de 25 dias de cultivo. No canto inferior de cada foto, 
encontram-se as concentrações aplicadas no explante em mg/L. 

 

 

Schreuder et al. (2001), utilizando 25 mg/L de canamicina para selecionar 

calos embriogênicos friáveis transgênicos, demonstraram a sua aplicabilidade como 

agente seletivo. 

Entre várias concentrações testadas (entre 0 e 1.000 mg/L), Sato et al. (2004) 

determinaram que a mais adequada para uso em discos foliares de mandioca foi a de 

500 mg/L. 

Schöpke et al. (1996), para determinarem a influência da canamicina na 

viabilidade de suspensões e a concentração mais adequada para ser utilizada num 

processo de seleção de embriões transgênicos de mandioca, avaliaram diversas 

concentrações desse antibiótico (0, 25, 50, 100, 200 e 300 μM). Entretanto, as 

concentrações avaliadas não alteraram em nada a viabilidade embriogênica dos 

explantes, indicando que esse antibiótico não é o mais adequado para seleção em 

mandioca. 

Os resultados evidenciaram uma sensibilidade diferencial dos tecidos 

embriogênicos (cotilédones de embriões somáticos no estádio cotiledonar e embriões 

somáticos em estádio globular) de mandioca ao uso do antibiótico canamicina, 

confirmando dados obtidos por outros autores (SCHÖPKE et al., 1996; 

SCHREUDER et al., 2001; SATO et al., 2004). Tal fato já foi relatado, em amora-
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branca, por Bhau e Wakhlu (2001), que observaram variações no efeito fitotóxico do 

antibiótico com a espécie, tipo de explante e, até mesmo, entre diferentes genótipos 

da mesma espécie. 

Com esses resultados, pode-se sugerir que a concentração de canamicina de 

10 mg/L poderia ser utilizada para a seleção de embriões em estádio globular, 

submetidos à transformação via Agrobacterium, colocados em meio de maturação. 

 

3.5. Efeito da concentração de paramomicina sobre a indução de embriogênese 

somática e sobre a maturação dos embriões somáticos 

 
Com o aumento na concentração de paramomicina houve diminuição na 

freqüência da indução de embriões (Figura 7) e não ocorreu produção de calo (dados 

não mostrados) com o incremento na concentração do antibiótico. 
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Figura 7 – Efeito do antibiótico paramomicina sobre a indução dos embriões 

somáticos da cultivar Rosinha após 21 dias de cultivo. As colunas em 
cada concentração indicam as três repetições do experimento. 
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Diversos autores já empregaram a paramomicina como agente seletivo em 

mandioca (SCHÖPKE et al., 1996; GONZÁLEZ et al., 1998; SCHREUDER et al., 

2001; SIRITUNGA; SAYRE, 2003; SIRITUNGA et al., 2004; IHEMERE et al., 

2006). González et al. (1998) utilizaram 25 μM desse antibiótico para selecionar 

embriões transgênicos em suspensões embriogênicas submetidas à transformação via 

A. tumefaciens. 

Para a produção de mandioca sem compostos cianogênicos, Siritunga e Sayre 

(2003) selecionaram, com 75 mg/L de paramomicina, os cotilédones transgênicos. 

Siritunga et al. (2004) produziram mandioca com o teor de compostos cianogênicos 

diminuído, selecionando os cotilédones transgênicos com a mesma concentração de 

paramomicina. 

Entre as diversas concentrações de paramomicina testadas para determinar 

qual a mais indicada para a seleção de embriões somáticos em estádio cotiledonar, a 

concentração de 10 mg/L foi a que gerou melhores resultados. Nessa concentração, o 

antibiótico utilizado reduziu de maneira drástica o crescimento das suspensões 

embriogênicas e não inibiu completamente o seu crescimento (Figura 7). 

Ihemere et al. (2006) produziram mandioca com elevado conteúdo de amido 

através da seleção de cotilédones transgênicos com 75 mg/L de paramomicina. 

Com o aumento na concentração de paramomicina houve declínio na 

freqüência de maturação dos embriões somáticos no estádio globular (Figuras 8 e 9). 

Entre as concentrações testadas de paramomicina, a de 20 mg/L foi a 

escolhida porque reduziu, de maneira drástica, a maturação dos embriões, mas não 

inibiu completamente o seu crescimento. 
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Figura 8 – Efeito do antibiótico paramomicina na maturação dos embriões somáticos 

da cultivar Rosinha após o período de 25 dias de cultivo. 
 

 

 

 
 
Figura 9 – Efeito do antibiótico paramomicina sobre a maturação de conjuntos de 

embriões somáticos da cultivar Rosinha. No canto inferior esquerdo de 
cada foto, encontram-se as concentrações aplicadas no explante, em 
mg/L. 
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4. CONCLUSÕES 

 

 

 

De acordo com os resultados das condições experimentais estabelecidas, 

pode-se concluir que: 

 

- A paramomicina na concentração de 500 mg/L diminui a freqüência de 

histodiferenciação dos embriões somáticos no estádio globular da cultivar Rosinha. 

- Os meios MS e CBM não apresentam componentes que interfiram na 

embriogênese somática da mandioca da cultivar Rosinha. 

- Houve redução acentuada na freqüência embriogênica nos explantes da 

cultivar Rosinha que entraram em contato com Agrobacterium. 

- A concentração bacteriana recomendada para a transformação de mandioca 

da cultivar Rosinha foi a de densidade ótica a 600 nm igual a 1. 

- A aplicação de SAAT aumentou, de forma sensível, a expressão transiente 

do gene GUS nas cultivares Mantiqueira, Vassourinha, Parazinho e Urubu, e o 

melhor tempo de sonicação para a transformação de segmentos nodais das cultivares 

testadas foi de 15 s. 

- A concentração de canamicina de 10 mg/L poderia ser utilizada para a 

seleção de embriões em estádio globular da cultivar Rosinha submetidos à 

transformação via Agrobacterium e colocados em meio de maturação. 

- A concentração de paramomicina de 10 mg/L foi a escolhida para a seleção 

de embriões em estádio cotiledonar da cultivar Rosinha submetidos à transformação 

via Agrobacterium e regenerados via embriogênese somática. 
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- A concentração de paramomicina de 20 mg/L foi a escolhida para a seleção 

de embriões em estádio globular da cultivar Rosinha submetidos à transformação via 

Agrobacterium e colocados em meio de maturação 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

 

 

De acordo com os resultados das condições experimentais estabelecidas, 

pode-se concluir que: 

 

- Os explantes de Manihot esculenta das diferentes cultivares avaliadas 

responderam, de maneiras distintas, às auxinas utilizadas neste trabalho. A maior 

freqüência e a mais alta média de embriões foram detectadas quando o hormônio 2,4 

D foi empregado. 

- A proporção de calos observada na embriogênese induzida por picloram foi 

maior do que a verificada com o hormônio 2,4. 

- As concentrações de 2,4 D mais indicadas para as cultivares Mantiqueira, 

Parazinho, Vassourinha e Urubu são, respectivamente, de 2, 1, 2 e 2 mg/L. 

- As concentrações de picloram mais recomendadas para as cultivares são: 

Mantiqueira – 8 mg/L, Parazinho – 0,2 mg/L, Vassourinha – 2 mg/L e Urubu – 

0,2 mg/L. 

- O meio mais indicado para o alongamento de explantes em estádio 

cotiledonar da cultivar Rosinha é o que apresenta 0,4 mg/L  de GA3. 

- Na cultivar Rosinha, a região cotiledonar mediana é a mais adequada para 

indução de organogênese, e o período de 15 dias de maturação é o que produziu a 

maior quantidade de brotos em cotilédones submetidos à transformação via 

Agrobacterium tumefaciens. 
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- O meio no qual ocorreu maior freqüência organogênica nas cultivares 

Parazinho, Mantiqueira e Vassourinha foi o de combinação hormonal 0,5 mg/L de 

BAP e 1 mg/L de AIB. 

- A paramomicina na concentração de 500 mg/L diminui a freqüência de 

maturação dos embriões somáticos no estádio globular da cultivar Rosinha. 

- Os meios MS e CBM não apresentam componentes que interfirem na 

embriogênese somática da mandioca da cultivar Rosinha. 

- Houve redução acentuada da freqüência embriogênica nos explantes da 

cultivar Rosinha que entraram em contato com Agrobacterium. 

- A concentração bacteriana recomendada para a transformação de mandioca 

da cultivar Rosinha foi a de densidade ótica a 600 nm igual a 1. 

- A aplicação de SAAT aumentou, de forma sensível, a expressão transiente 

do gene GUS nas cultivares Mantiqueira, Vassourinha, Parazinho e Urubu, e o 

melhor tempo de sonicação para a transformação de segmentos nodais das cultivares 

testadas foi de 30 s. 

- A concentração de canamicina de 10 mg/L poderia ser utilizada para a 

seleção de embriões em estádio globular da cultivar Rosinha submetidos à 

transformação via Agrobacterium e colocados em meio de maturação. 

- A concentração de paramomicina de 7,5 mg/L foi a escolhida para a seleção 

de embriões em estádio cotiledonar da cultivar Rosinha submetidos à transformação 

via Agrobacterium e regenerados via indução de embriogênese. 

- A concentração de paramomicina de 20 mg/L foi a utilizada na seleção de 

embriões em estádio globular da cultivar Rosinha submetidos à transformação via 

Agrobacterium e colocados em meio de maturação. 

 

 


