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EXTRATO

SATO, Aurora Yoshiko, D.S., Universidade Federal de Vigcosa, dezembro
de 1999. Micropropagacédo e protocolo para transformacédo de
mandioca (Manihot esculenta Crantz) via Agrobacterium rhizogenes
Orientador: José Maria. Conselheiros: Tocio Sediyama, Aluizio Borém
de Oliveira e Paulo Roberto Cecon.

Foram realizados dois trabalhos no laboratorio de testes de progénie
do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa, em
Vigosa-MG. Um com a finalidade de desenvolver um protocolo de
transformacdo de plantas de mandioca (Manihot esculenta Crantz) via
Agrobacterium rhizogenes resistente a canamicina, e o outro para avaliar o
efeito de fotoperiodo, filtros coloridos, nitrato de aménio, 2,4-D, picloram,
ABA, AgNO3 e STS na micropropagacao de plantulas de mandioca. Na
transformacédo da mandioca foram testados: a) meio seletivo com canamicina
(0,0; 100; 200; 300; 400; 500; 600; 700; 800; 900; e 1.000 mg/L),
b) influéncia da idade e luz nos discos foliares co-cultivados com a
bactéria, c) efeito do ANA (0,0; 0,1; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; e 5,0 mg/L) no co-
cultivo, d) efeito de concentracdes de BAP (1,0; 10,0; 50; e 100,0 mg/L),
e) efeito do GA3(0,05) + BAP (2,0 mg/L) e picloram (8,0 mg/L). Foi também
realizada a analise isozimatica do material. Avaliaram-se: peso da matéria

seca, numero de folhas e raizes, comprimento da parte aérea, presenca de



injurias e coloracado de folhas e caule. A partir de 100 mg/L de canamicina,
as plantulas apresentaram fitotoxidez; folhas novas e no claro apresentam
os melhores resultados; o melhor resultado com ANA foi obtido a 2,0 mg/L;
calos transformados apresentaram maior peso de matéria seca com
10 mg/L de BAP e com picloram; na andlise isozimatica constatou-se
diferenca no padrdo de bandas. Na micropropagacéo, avaliaram-se as
mesmas caracteristicas dos experimentos de transformacdo; nos
experimentos com STS e AgNOj3; foram avaliados também o teor de
clorofila, e nos de nitrato de aménio, fotoperiodo, filtros coloridos e ABA foi
feita também uma analise mineral do material vegetal. Avaliou-se o efeito
do nitrato de aménio (0; 1/8; 1/4; 1/2; 3/4; 1; e 2 da concentracéo original)
com e sem BAP. Estudou-se o efeito dos fotoperiodos: 0; 8 e 16 h luz.
Quanto ao efeito do STS e AgNOs3, as concentragdes utilizadas foram: de
STS (0, 20, 30 e 50 uM) e de AgNO3 (0, 10, 30 e 50 pM). Foram avaliados
os efeitos de 2,4-D (0; 4,4; e 8,8 mg/L) e picloram (0; 4,8; e 9,6 mg/L) no
claro e no escuro. Verificou-se também o efeito de 2,4-D (0; 2,2; 4,4; 6,6; e
8,8 mg/L) e ABA (0,0; 1,0 e 10 mg/L). Para avaliar o efeito da qualidade de
luz, as plantulas foram colocadas sob filtros de acrilico vermelho, amarelo
e azul. Os resultados obtidos indicaram que, com ou sem o BAP, pode-se
usar uma concentracdo de nitrato de amoénio abaixo da normalmente
utilizada; o 2,4-D teve efeito melhor na concentracdo de 4,4 mg/L no
escuro; e o picloram n&o induziu nenhum tipo de mudanca morfogénica. O
ABA impediu o crescimento da mandioca. O filtro amarelo foi o mais
indicado para um estudo na area de enraizamento. O fotoperiodo age
diferente conforme, o cultivar. Tanto para o AgNO3; como para o STS a

resposta da mandioca nao foi benéfica.



ABSTRACT

SATO, Aurora Yoshiko, D.S., Universidade Federal de Vigosa, December
1999. Micropropagation and the protocol for cassava transformation
(Manihot esculenta Crantz) by means of Agrobacterium rhizogenes.
Advisers: José Maria. Committee members: Tocio Sediyama, Aluizio
Borém de Oliveira e Paulo Roberto Cecon.

There were two researches done in the progenie test laboratory at
the Plant Technology Department at the Federal University of Vigosa, in
Vicosa-MG. One of them had as its aim to develop a manioc plant
transformation protocol (Manihot esculenta Crantz) by means of
Agrobacterium rhizogenes which is resistant to kanamicine, and the other
was to evaluate the effect of the photoperiod, colour filters, ammonium
nitrate; 2,4-D, picloram, ABA, AgNO; and STS in the small plant of
cassava. The following were tested during the cassava transformation:
a) selective means with kanamicine (0,0; 100; 200; 300; 400; 500; 600;
700; 800; 900; and 1.000 mg/L), b) the influence of age and light over the
leaf disks which were cultivated in bacteria, c) the effect of ANA (0,0; 0,1;
1,0; 2,0; 3,0; 4,0; and 5,0 mg/L) in the co-cultivate, d) the effect of the BAP
(1,0; 10,0; 50; and 100,0 mg/L) concentrations, e) the effect of the GA3
(0,05) + BAP (2,0 mg/L) and picloram (8,0 mg/L). There was also a
isozimatic analysis of the material. The following were evaluated: dry matter

Xi



weight, the number of leaves and roots, the length of the aerial part, the
presence of damage and the coloring of the leaves and stem. With
100 mg/L of kanamicine, the small plants presented phitotoxidity; the new
leaves and under light present better results; the best result with ANA was
obtained with 2,0 mg/L; the calluses that were formed presented heavier
weight, 10 mg/L of BAP, within the dry matter and with picloram; there was
a difference with the band pattern in the isozimatic analysis. The same
characteristics of the transformation experiments were evaluated; the
chlorophyll content was evaluated in the experiments that had STS and
AgNOg3, and there was also a mineral analysis of the vegetal material done
for the photoperiod, colored filters and ABA. The effect of the ammonium
nitrate (0; 1/8; 1/4; 1/2; 3/4; 1; and 2 from the original concentration) with
and without BAP was evaluated. The effects of the photoperiods of light
were studied : 0; 8 and 16 light hours. For the effect of the STS and the
AgNOg3, the concentrations that were used were: STS (0, 20, 30 e 50 uM)
and AgNO3 (0, 10, 30 and 50 uM). The effects of the 2,4-D (0; 4,4; and
8,8 mg/L) and picloram (0; 4,8; and 9,6 mg/L) in the light and in the dark
were evaluated. The effect of 2,4-D (0; 2,2; 4,4; 6,6; and 8,8 mg/L) and
ABA (0,0; 1,0 and 10 mg/L) was verified. To evaluate the light quality effect,
the small plants were put under red, yellow and blue acrylic filter. The
results that were obtained indicated that, with or without BAP, a ammonium
nitrate concentration can be used below the usual amount that is used; the
2,4-D had a better effect in the concentration of 4,4 mg/L in the dark; and
the picloram did not induce any type of morphogenic change. The ABA
inhibited the growth of the manioc. The yellow filer was more indicated for a
study in the rooting area. The photoperiod works differently according the
cultivar. Either for the AgNOg3 or for the STS the return from the cassava

was not beneficial.
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INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € da familia Euphorbiaceae,
com origem no México, na Guatemala e no Brasil (ROGERS, 1963). Seu
cultivo abrange de latitude 30°LN e S e altitudes até acima de 2.000 m.
Suporta variagbes de temperatura de 10 a 40°C, precipitacdo de 50 a
4.000 mm e pH de 5 a 9. Ela € uma das 15 mais importantes culturas do
mundo, sendo considerada cultura de subsisténcia para areas tropicais
(KARTHA e GAMBORG, 1979).

Dos alimentos produzidos nos tropicos, a mandioca é o quarto mais
importante, sendo empregada como fonte energética humana e animal,
alem da utilizacdo industrial (COCK, 1985). A mandioca de mesa,
denominada também aipim ou macaxeira, ja usada pelos indios na época
do descobrimento do Brasil, € de grande importancia na alimentagcao
nacional, é utilizada como ingrediente ou acompanhante em pratos da
culinéaria brasileira.

Da mandioca se obtém farinha, com disponibilidade média de
41 kg/ha/ano (CONCEICAO, 1986), tapioca ou farinha de goma, raspas e
farinhas de raspa, pellets de mandioca, amido e derivados, alcool etilico e
forragem.

Do periodo de 1985, em que a producéo brasileira foi de 46.204 mil
toneladas (PHILLIPS, 1974), para 1991, com 24.492 mil toneladas (UENO
e SILVA, 1992), houve queda de 53% da producédo nacional. Atualmente a



producdo nacional de mandioca da safra 1998/99, segundo estimativa da
Fundacéo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, citado por SILVA
(1999), é de 19,7 milhdes de toneladas, podendo ter sido maior se néao
fosse a estiagem prolongada na regido Nordeste, a incidéncia de
bacteriose e a infestacédo de ervas daninhas, em face do excesso de chuva
na regido do Vale do Paranapanema.

Além dos fatores climaticos, os principais problemas no cultivo da
mandioca sdo viroses, pragas, baixo conteudo de proteinas nas raizes e
presenca de glucosidios cianogénicos toxicos (COCK, 1985).

Em razdo de sua importancia econdémica e de alguns problemas
encontrados no seu cultivo, foram feitos trabalhos na area de transformacéao e
micropropagacao, com os objetivos de propor um protocolo de transformacao

e estudar fatores que envolvem a micropropagacdo da mandioca.



CAPITULO 1

MICROPROPAGAGCAO DA MANDIOCA (Manihot esculenta Crantz)

1. INTRODUCAO

1.1. Consideracdes gerais

A micropropagacao é uma técnica desenvolvida ha mais de 30 anos
e tem sido amplamente usada em nivel comercial por laboratérios, com a
finalidade de multiplicagdo em larga escala de clones selecionados, utilizando
técnicas de cultura in vitro, em menor espacgo e tempo e a pre¢cos competitivos.

No que se refere a mandioca, a cultura de meristemas foi e é
instrumento importante na erradicacdo de vérias viroses que afetam sua
producdo. A infecgdo virdtica severa afeta o crescimento e a producdo das
raizes tuberosas, causando perdas na producdo que podem chegar a 96%
(MUSSIO et al.,, 1998). O melhoramento genético via transformacao
também tem sido outro importante caminho na solugcdo desses problemas;
dessa maneira, essa aplicagdo requer o conhecimento do controle da
regeneracao na cultura de tecidos.

O objetivo do presente trabalho foi estudar: a influéncia do nitrato de
amonio; o efeito dos reguladores de crescimento 2,4-D, picloram e ABA; o
efeito de inibidores do etileno (STS e AgNO3); e o efeito do fotoperiodo e

da qualidade da luz através de filtros na micropropagacao da mandioca.



1.2. Nitrato de amodénio no meio de cultura

O meio basico normalmente utilizado na fase de multiplicagdo na
cultura de tecidos é o MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962); entretanto,
varios trabalhos tém mostrado ser este um meio muito rico em sais,
causando até toxidez e outros distarbios fisioldgicos. O nitrogénio é
algumas vezes absorvido pelas plantas na forma organica, mas geralmente
é suplementado na forma de ions NH;" e NO3". Além da importancia do
nitrogénio nas formas NO3; e NH4" no crescimento das plantulas, muitos
autores tém abordado o fendmeno de hiper-hidricidade ou vitrificagcao, que
sdo desordens morfolégicas e anatébmicas. A maioria das plantas absorve
preferencialmente NO3” ao NH,*, e em alguns casos ocorre o0 oposto; €
necessario encontrar o balanco certo de NOs3;:NH;* para um 6timo

crescimento e desenvolvimento in vitro.

1.3. Fotoperiodo

Na Argentina, Arias et al. (1967), citados por BOLONHEZI (1991),
em estudo desenvolvido in vitro, verificaram que existe inter-relagao entre
a temperatura e a iluminagdo no que se refere ao crescimento de raizes de
estacas de caule e de apices de ramos de mandioca cultivados em meio de
cultura. Aos dois meses de idade das plantas, constataram que, sob luz
continua (24 horas), a temperatura foi mais importante, talvez por atuar na
sintese de substancias endégenas estimuladoras do crescimento da raiz.
Por outro lado, concluiram que a luz continua e a temperatura alta
promoveram maior crescimento das raizes do que o fotoperiodo normal de
11 horas.

HUNT et al. (1977) reportaram que o ambiente pode provocar
alteracbes no crescimento da planta de mandioca; desse modo, os dias
longos podem induzir a reducdo da producdo de raizes e as baixas
temperaturas podem atrasar consideravelmente o enchimento das raizes

tuberosas.



1.4. Luz

A luz é um dos fatores fisicos importantes no desenvolvimento das
plantas, e sua qualidade, duracdo e intensidade influenciam diretamente
este desenvolvimento.

POTTER e ROOD (1993) constataram que, com a diminuicdao da
intensidade da luz, houve reducao de folhas, raizes, peso de matéria seca,
numero de folhas e area foliar de Brassica napus; jA em canola ocorreu o
inverso. ROOD e ZANEWICH (1993) observaram o fotocontrole do
metabolismo de giberelina em Brassica.

Quando uma planta é exposta a luz, a folha responde com producéo
de clorofila e conversdo do precursor do plastideo (etioplasto) em
cloroplastos fotossinteticamente ativos (TAIZ e ZEIGER, 1991).

Altas irradiagdes inibem ndo s6 o enraizamento, como também o
crescimento dos tecidos em geral, que requer uma irradiancia de 35-
70 pmol m?s™, enquanto no campo ela é de 140-320 pmolm?s™. Isto se
deve ao fato de a fotossintese in vitro ser limitada, porquanto plantas
nessas condicdes sdo consideradas heterotroficas (PIERIK, 1987).

A radiacdo ultravioleta é dividida em trés classes: UVC (espectro até
280 nm), UVB (280-320 nm) e UVA (320-390 nm). O bloqueio da luz abaixo
de 450 nm com filtro amarelo pode prevenir mudancas fotoquimicas do
meio (HANGARTER e STASINOPOULOS, 1991a; STASINOPOULOS e
HANGARTER, 1990).

Estudando calos de Lycopersicon esculentum L, Daucus carota L. e
Arabidopsis thaliana L., HANGARTER e STASINOPOULOS (1991b)
concluiram que a reducdo no crescimento causado pela luz branca nao-
filtrada pode ser atribuida primariamente mais a alteracdes fotoquimicas no
meio de cultura que a func¢des fotossensoriais do tecido de plantas.

O crescimento de tecido de plantas cultivadas in vitro é determinado
nado somente pelo nivel inicial de substancias de crescimento e nutrientes
no meio de cultura, mas também pelo nivel relativo de desaparecimento
antes e durante o subcultivo. Por exemplo, o acido indol acético é
rapidamente metabolizado pelo tecido da planta e degradado pela
fotossensibilidade do ferro (HANGARTER e STASINOPOULOS, 1991b).

5



Alguns tecidos sdo capazes de continuar a crescer depois de o AlA
ter sido degradado, sugerindo que o AIA inicialmente presente no meio
seja requerido para induzir o crescimento, mas ndo para manté-lo
(HANGARTER e GOOD, 1981). Entretanto, outros tecidos parecem
necessitar da presenca continua da auxina. HANGARTER e
STASINOPOULOS (1991a) constataram que o ferro no meio de cultura
catalisa a fotoxidacdo do &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) para
formaldeido, que é toxico para planta. Com a fotoxidacdo do EDTA, ha
formacdo de 6xidos de ferro, que ndo podem ser usados pelas plantas,
causando deficiéncia de ferro. Para se evitar essa fotoxidacdo e
degradacdo do AIA, tém sido feitos muitos trabalhos com a utilizacédo de
filtros, prevenindo esse efeito negativo da luz no meio de cultura
(STASINOPOULOS e HANGARTER, 1990; SATO, 1994).

A absorcdo de luz pelo meio livre de horménio fica entre 220 e
450 nm. Nenhuma absorcao de luz foi detectada entre 450 e 700 nm. Esta
absorcao de luz pelo meio é alta para FEEDTA e sais de nitrato. O filtro
amarelo bloqueia a faixa de 290 e 450 nm. O AIA absorve luz a 300 nm e
sofre degradacédo, a qual pode ser prevenida com o uso de contéineres
feitos de polipropileno, que blogueiam a luz dessa faixa para baixo
(STASINOPOULOS e HANGARTER, 1990).

1.5. ABA

O acido abscisico (ABA) é um regulador de crescimento de plantas
gue pode estar envolvido no controle de inUmeros processos fisiolégicos,
como: abertura de estdmatos, sintese de proteinas de estoque de
sementes, inibicdo da germinacéo precoce, estresse e tolerancia. Enquanto
algumas dessas respostas ao ABA podem ser rapidas, em questdo de
minutos, para fechamento de estdmatos, outras podem ser bem demoradas
e sao conhecidas por requererem mudancas na expressao génica.
Entretanto, dos mecanismos de percepcédo de sinal do hormdnio, a rota de
transdugcdo ainda permanece obscura. Muitos estudos tém sido realizados

para tentar desvendar o seu funcionamento.



Segundo Ammirato, 1982, citado por JEAN e CAPPADOCIA (1992),
ABA a 1 pM tem induzido a tuberizacdo de Dioscorea bulbifera e D. alata
cultivadas sob luz continua; em outras espécies, ABA a 0,4 uM inibiu a
formacao de calo induzido pelo ANA enquanto ainda promovia a iniciacao e
o desenvolvimento de tubérculos. No trabalho de JEAN e CAPPADOCIA
(1992), o ABA né&o induziu a tuberizacdo na batata-doce, mas houve
tendéncia de aumento no numero de tubérculos com o aumento na
concentracao de ABA no meio de cultura.

Muitos estudos tém pontuado o ABA como um inibidor do
crescimento da raiz (Pilet et al., 1987, citados por HOOKER e THORPE,
1998); entretanto, alguns estudos mostram aumento no crescimento da raiz
em presenca do ABA, especialmente em baixas concentracdes (Collet,
1970, citado por HOOKER e THORPE,1998; YAMAGUCHI e STREET,
1977).

1.6. Auxinas

As auxinas estdo envolvidas no processo de expansao celular, e a
interagdo entre citocininas e auxinas suporta o desenvolvimento tuberoso.
Auxinas podem ser sintetizadas nas regides meristematicas e translocadas
no floema. E sugerido que o AIA pode ser transportado das brotacdes das
plantas de mandioca sob condi¢des de dia curto para sitios abaixo dessas
brotacdes, onde suprime a lignificacdo e promove a diferenciacao celular,
resultando na producdo de células de xilema parenquimatoso no lugar de
células de xilema lignificadas antes do armazenamento de carboidratos
(WILLIANS, 1974).

Segundo JEAN e CAPPADOCIA (1992), ocorreu aumento de 10
vezes no numero de microtubérculos de batata-doce produzidos em altas

concentracdes de AIA (27 e 54 uM).



1.7. Etileno

A condicéo de crescimento do material vegetal na cultura de tecidos
normalmente em frascos ou tubos fechados, para evitar contaminacdes e
retardar o ressecamento do meio, € conhecida como a principal causa da
acumulacédo dos compostos liberados nos recipientes. Desses compostos
volateis, um dos mais importantes é o etileno. O etileno acumulado pode
ser benéfico, mas em muitos casos pode ser prejudicial para o crescimento
e desenvolvimento da cultura. Um efeito conhecido da acumulacdo do
etileno € a promocdo da senescéncia e abscisdo em folhas de culturas
(RIGHETTI et al., 1990).

O etileno exdégeno inibe o alongamento das raizes tado efetivamente
guanto na elongacdo dos caules, indicando ser um mecanismo que
funciona de forma idéntica. Raizes também sintetizam etileno, e é possivel
que concentragdes supra-6timas de auxina inibam o alongamento radicular
através do aumento da biossintese de etileno dos tecidos das raizes
(Wreing et al., 1981, citados por MARIA, 1987).

Pouco é conhecido sobre o papel do etileno in vitro, porém ele tem
sido produzido em cultivo de células de plantas (MACKENZIE e STREET,
1970), calos (HUXTER et al., 1979) e em fragmentos de tecido (BENDER e
NEUMANN, 1978).

Segundo MARIA (1987), as auxinas sdo conhecidas por estimular a
producdo de etileno em um grande namero de espécies.

Parece que a auxina estimula tanto a producéao do etileno quanto a
conversao da metionina para etileno em tecidos vegetativos. Durante a rota
biossintética da metionina para etileno, o S-adenosilmetionina (SAM) e o
acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) sdo produzidos antes da
conversao final para o etileno. A temperatura Otima para producdo de
etileno pelo tecido das plantas é por volta de 30°C.

A guantidade de etileno produzida por um tecido vegetal depende de
algumas condicdes ambientais (HUXTER et al., 1979). Field (1985), citado
por MAGDALITA et al. (1997), observou que, frequentemente, em

temperaturas elevadas hd aumento na producao de etileno, em relagdo as



condicbes normais. Maiores quantidades de etileno foram produzidas na
luz, por cultura de células, do que no escuro (LA RUE e GAMBORG, 1971).

O efeito do etileno na cultura de tecidos pode ser avaliado pela
adicdo de produtos quimicos, os quais sao conhecidos por reduzir
(aminoetoxivinilglicina, AVG) ou promover a biossintese (&4cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico, ACC) ou inibir a acédo fisiolégica do
etileno (tiossulfato de prata, STS, BEYER, 1976). O nitrato de prata
também é comumente usado como inibidor da acao fisioldgica do etileno
pela acdo dos ions prata (CHI e PUA, 1989). O STS também tem sido
usado para aumentar a regeneracdo em Brassica juncea (EAPEN e
GEORGE, 1997). O real mecanismo de acdo do etileno na regeneracao in

vitro ainda nao foi totalmente elucidado.



2. MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foram utilizados os cultivares de mandioca
Urubu e Mantiqueira fornecidos pelo Laboratorio de Cultura de Tecidos da
UFLA (Universidade Federal de Lavras) - MG. O material vegetal foi
estabelecido in vitro a partir de meristemas, que foram obtidos colhendo-se
brotacbes de ramas de mandioca plantadas em caixotes com areia
esterilizada e mantidas em casa de vegetacdo com pulverizacdes
semanais de fungicidas. Essas brotac6es foram levadas para o laboratorio,
onde foram lavadas em agua corrente por 30 minutos e depois agitadas por
20 minutos em solucdo com 2,5% (p/v) de hipoclorito de sodio contendo
0,01% (v/v) de Tween-20. Imediatamente, foram lavadas por seis vezes em
dgua deionizada e esterilizada; com auxilio de lupa, pingcas e bisturi,
retiraram-se 0s meristemas, transferindo-os para tubos de ensaio contendo
meio de MS.

Todas as plantulas utilizadas nos experimentos foram obtidas desse
material micropropagado e multiplicado, ou seja, durante a conduc¢ao dos
experimentos, foi feito um trabalho paralelo de manutencdo de material

para montagem dos experimentos.
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A manutencao foi feita com seguidas repicagens do material em
meio MS, de quatro em quatro semanas, em camara de fluxo laminar; o
material foi mantido na sala de crescimento a 26 + 2°C, sob fotoperiodo de

16 horas e intensidade luminosa minima de 2.000 lux (36 mol m2 s™).

2.1. Multiplicacédo de plantulas de mandioca sob efeito da concentracéao

de nitrato de amodnio com e sem BAP

Foram utilizados explantes de 1 cm de comprimento, com uma gema
da mandioca do cultivar Urubu ja estabelecida in vitro, obtida conforme o
item 2. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com 14
tratamentos, dispostos no esquema fatorial 2 x 7 (presenca e auséncia de
BAP x sete concentracdes de nitrato de amonio), e 20 repeticbes. Os
tratamentos sédo apresentados no Quadro 1.

Foi feita analise mineral do material vegetal, no Departamento de
Fitotecnia da UFV, com digestao nitrico-perclorica, para P, K, Ca, Mg, S,
Zn, Cu, Mn e Fe, e digestao sulfurica, para andlise de N. Apds a digestao
nitrico-perclorica e a sulfarica, a concentracdo de cada nutriente foi
determinada, conforme metodologia especifica: para o K e P, por BRAGA e
DEFELIPO (1974); para o S, por CHESNIN e YIEN (1950); para o N-
organico, por JACKSON (1958); e para o Ca, Mg, Cu, Zn, Mn e Fe, por
espectrofotometria de absorc¢éo atomica.

Os dados do numero de folhas, do comprimento da parte aérea, do
peso da matéria seca da parte aérea, do peso de matéria seca de raizes e
do nimero de brotacdes foram submetidos a analise de variancia. Foram
testados modelos de regressdo dessas caracteristicas, em funcdo das
concentracdes de NH;", cuja escolha baseou-se no coeficiente de
determinacéo e na significancia dos coeficientes de regressdo por meio do

teste t, a 1% de probabilidade.
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Quadro 1 - Tratamentos utilizados em plantulas de mandioca (Manihot
esculenta Crantz), cultivar Urubu, em que variaram concentracdes
de nitrato de amdnio em 0, 1/8, 1/4, 1/2, 3/4, 1 e 2 vezes a
concentracao original do MS com e sem BAP (2 mg/L) e suas
respectivas concentragcdes de nitrato, amonio, nitrogénio total
e relacao nitrato/aménio no meio

Sem BAP Com BAP NO; NH," N total NO5/NH,"
mM

T1-0 T8-0 18,8 0 18,80 -

T2-1/8 T9-1/8 21,38 2,57 23,95 8,32
T3-1/4 T10-1/4 23,95 5,15 29,10 4,65
T4-1/2 T11-1/2 29,10 10,30 39,40 2,82
T5-3/4 T12-3/4 34,25 15,45 49,40 2,21
T6-1 T13-1 39,40 20,60 60,00 1,91
T7-2 T14-2 60,08 41,20 120,00 1,46

Fonte: VICOSA, MINAS GERAIS (1999).

2.2. Crescimento de plantulas de mandioca in vitro sob efeito

de diversos fotoperiodos

Os cultivares utilizados para este experimento foram Urubu e
Mantiqueira, ja estabelecidos in vitro pela metodologia descrita no item 2.
As plantulas foram repicadas no comprimento de 1 cm, contendo uma
gema. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, no esquema
fatorial 2 x 3 (dois cultivares x trés fotoperiodos: 0, 8 e 16 horas), com 32
repeticdes. ApoOs cinco semanas, foram avaliados o numero de folhas, o
comprimento da parte aérea e das raizes e 0 peso de matéria seca total,
além da andlise mineral, segundo o item 2.1. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias dos cultivares foram comparadas por
meio do teste F (P < 0,05). Os resultados foram interpretados por meio de

analise descritiva.
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2.3. Crescimento de plantulas de mandioca sob efeito de filtro de

luz de diversas cores

O cultivar testado foi o Urubu, pela metodologia citada no item 2. As
plantulas foram colocadas sob filtros de acrilicos vermelho, amarelo e azul,
de 2 mm de espessura, e, ainda, envolvidas com papel-celofane da mesma
tonalidade. O material ficou nessas condi¢cdes por um periodo de seis
semanas. As plantulas foram inoculadas em tubos de ensaio de
20 x 150 mm.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos (sem filtro, filtro vermelho, filtro amarelo e filtro azul) e 10
repeticdes. As caracteristicas avaliadas foram o numero de folhas e de
raizes, o comprimento da parte aérea e das raizes e o peso de matéria
seca total, além da analise mineral, conforme o item 2.1. Os dados foram
analisados por meio de andlise de variancia e as médias comparadas por

meio do teste de Student-Newman-Keuls, a 5% de probabilidade.

2.4. Crescimento de plantulas de mandioca sob efeito do ABA

Foram utilizadas plantulas do cultivar Mantiqueira obtidas conforme o
item 2, com aproximadamente 1 cm de comprimento, contendo uma folha,
que foram inoculadas em meio MS. O delineamento estatistico foi o
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (0; 0,1; 1,0; e 10,0 mg/L
de ABA) e 10 repeticdes. Além da andlise mineral do material vegetal,
conforme o item 2.1, foram avaliados o numero de folhas e de raizes, o
comprimento da parte aérea e das raizes e o0 peso da matéria seca total.
Os dados dessas caracteristicas foram submetidos a anélise de variancia e
analise de regresséao, em funcao das concentracdes de ABA, na qual foram
escolhidos modelos, com base no coeficiente de determinacdo e na
significancia dos coeficientes de regressao por meio do teste t de Student,
a 1% de probabilidade. Nos casos em que ndo foram obtidos bons ajustes
para as regressbfes, os dados foram discutidos com base em analise

descritiva.
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2.5. Crescimento de plantulas de mandioca sob efeito do 2,4-D e picloram

no claro e no escuro

Discos foliares e segmentos de caule com aproximadamente 1 cm,
do cultivar Mantiqueira, obtidos conforme o item 2, foram colocados em
placas de Petri contendo meio MS com diferentes concentra¢des de 2,4-D
e de picloram, no claro e no escuro, durante uma semana.

No estudo do efeito do 2,4-D, utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado, no esquema fatorial 2 x2 x 3 (dois explantes: folha e
caule x duas luminosidades: claro e escuro x trés concentragdes de 2,4-D:
0, 4,4 e 8,8 mg/L), com seis repeticdes em duplicata. Foram avaliados o
peso de matéria seca total e alguma mudanca morfogénica (qualquer
modificacdo diferente de calos). Os dados de peso de matéria seca foram
submetidos a analise de variancia e os efeitos de explante e de
luminosidade foram testados por meio do teste F, a 5% de probabilidade. O
efeito das concentracdes de 2,4-D foi interpretado por meio de anédlise
descritiva.

O efeito do picloram no cultivar Mantiqueira foi estudado utilizando-
se o delineamento inteiramente casualizado, com trés tratamentos (0, 4,8 e
9,6 mg/L de picloram) e seis repeticdes em duplicata. Neste estudo, foram
avaliados os percentuais de mudancas morfogénicas e de discos foliares
queimados na presenca e na auséncia de luz, por meio de analise
descritiva.

Para o cultivar Urubu, foi utilizado também o delineamento
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos (0; 2,2; 4,4; 6,6 e
8,8 mg/L de 2,4-D) e seis repeticbes em duplicata. Neste estudo, foi
avaliado o peso de matéria seca total, cujos dados foram submetidos a
analise de variancia, seguindo a técnica de polinbmios ortogonais para
escolha do modelo de regressdo em funcéo das concentracdes de 2,4-D. O
percentual de mudanca morfogénica dos discos foliares foi interpretado por

meio de anélise descritiva.
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2.6. Crescimento das plantulas de mandioca sob efeito do STS
e AgNO3;

Foram utilizados para este experimento os cultivares Mantiqueira e
Urubu, obtidos conforme o item 2, inoculando-se caules com uma gema
sem a folha, em meio basico MS com diferentes concentracbes de STS
(tiossulfato de prata) e de AgNOs3 (inibidores do etileno). O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, no esquema fatorial
2 x 4 (dois cultivares x quatro concentracdes de inibidores de etileno), com
cinco repeticbes. As concentragcbes de STS utilizadas foram 0, 20, 30 e
50 uM, e as de AgNOg3 0, 10, 30 e 50 uM. As caracteristicas avaliadas
foram o teor de clorofila (Chlorophyll meter SPA-502, que determina a
quantidade de clorofila presente nas folhas, em mg/cm?), o nimero de
folhas, o numero de raizes, o comprimento da parte aérea e raiz e 0 peso
da matéria seca. Os dados foram interpretados por meio de anédlise

descritiva.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Multiplicacdo de plantulas de mandioca sob efeito da

concentracdo de nitrato de amdnio com e sem BAP

As plantulas de mandioca submetidas a véarias concentracdes de
nitrato de amoénio, e, conseqilentemente, a varias concentragées de NH,"
com e sem BAP, apresentaram resultados que podem ser observados nos
Quadro 2, 3 e 4 e nas Figuras 1 e 2. Estes resultados mostram que houve
diferenca entre as diferentes concentracdes. Nao foi feita analise do peso
da matéria seca de raizes para com BAP, pois a presenca deste BAP inibiu
a formacéao de raizes. Para o numero de brotagcbes sem BAP, também néo
foi feita analise, pois ndo houve formacdo de brotacdes, ou seja, o BAP,
quando utilizado, foi indutor de brotacOes, apesar de, para mandioca, ele
ndo ser um fator determinante para sua propagacéao, que pode ser feita por
gemas dos caules. Observou-se que a interacdo BAP x concentracao
(Quadro 2) foi significativa (P < 0,01). Estes resultados mostram que houve
diferenca nos resultados entre as concentracdes de NH;" com e sem BAP.

No Quadro 3 é apresentado o resumo da analise de variancia, o qual
foi significativo, do peso da matéria seca de raizes sem BAP (P <0,01) e

do nimero de brotagdes com BAP (P < 0,05) nas concentragdes de NH,".
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Quadro 2 - Resumo da analise de variancia do numero de folhas (NF),
comprimento (CPA) e peso de matéria seca da parte aérea
(PPA) de plantulas de mandioca (Manihot esculenta Crantz),
cultivar Urubu, na presenca ou auséncia de BAP e em varios
niveis de amaonio

Quadrado médio

FV GL
NF CPA PPA
BAP 1 579,2214*  17.326,7200%*  221.582,5000**
Concentragdes de NH, 6 44.,3234% 137,6483** 2.045,4450%*
BAP x Concentracbes 6 39,6861** 158,5300** 1.364,3980**
Residuo 266 5,2307 25,7564 286,4676
C.V. (%) 46,09 53,92 31,36

Fonte: VICOSA, MINAS GERAIS (1999).
** Significativo pelo teste F (P < 0,01). * Significativo pelo teste F (P < 0,05).

Quadro 3 - Resumo da analise de variancia do peso da matéria seca de
raizes sem BAP (PR) e numero de brota¢cbes, com BAP (NB)
de plantulas de mandioca (Manihot esculenta Crantz),
cultivar Urubu, em vérios niveis de aménio (Vicosa, Minas
Gerais, 1999)

Quadrado médio

FV GL
PR NB
Concentragdes de NH," (um) 6 174,2937* 11,6515**
Residuo 133 66,5927 1,5793
C.V. (%) 31,36 57,45

Fonte: VICOSA, MINAS GERAIS (1999).
** Significativo pelo teste F (P < 0,01).
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Fonte: Vigcosa, Minas Gerais (1999).

Figura 1 - Estimativa do numero de folhas (A), do comprimento (B) e do
peso da matéria seca da parte aérea (C), do peso da matéria
seca de raizes (D) e do numero de brotacdes (E) de plantulas de
mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultivar Mantiqueira, em
funcéo de concentracdes de NH.', na presenca e na auséncia de
BAP.
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A analise de regressdo para o numero de folhas sem BAP nas
diferentes concentragées de NH,4" foi ndo-significativa, e a média foi de
6,08. Com BAP, o numero de folhas aumentou com o aumento da
concentracao de nitrato de aménio; na concentracdo com 41,20 mM/L de
NH,4", que equivale ao dobro da concentragéo inicial de nitrato de amonio
utilizada pelo meio MS, o numero de folhas foi de 7,00 (Figura 1 (A)).

Quanto ao comprimento da parte aérea, a concentracdo de amonio
sem BAP que forneceu o valor maximo foi de 14,15 mM/L, com um
comprimento da parte aérea de 19,11 cm. Com BAP, em qualquer
concentragdo o valor do comprimento da parte aérea foi de 1,55 cm, que foi
91,9% inferior ao resultado obtido sem BAP (Figura 1l (B) e Figura 2).
Observou-se que a presenca do BAP induziu a formacdo de um calo na
base, de onde emergiram as brotagcbes de tamanho pequeno. Estes
resultados foram semelhantes aos de SATO (1994), em que se testaram

concentracdes de NH;" com e sem BAP em gérbera.

18 cm

Fonte: VICOSA, MINAS GERAIS (1999).

Figura 2 - Efeito das concentracdes de nitrato de amonio de 0; 1/8; 1/4;
1/2; 3/4; 1; e 2 da concentracao original com (A) e sem (B) BAP
nas plantulas de mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultivar
Urubu.
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Para o peso da matéria seca da parte aérea sem BAP nas
diferentes concentracbes de amonio, a concentragcdo que forneceu o
maior peso foi a de 22,98 mM/L, com peso da matéria seca de 88,63 mg.
Para peso da matéria seca da parte aérea com BAP, a concentracdo que
forneceu o menor peso foi a de 6,64 mM/L, com 12,62 mg, e a
concentracdo que forneceu o maior peso foi a de 36,30 mM/L, com
31,01 mg (Figura 1 (C)).

Para o peso da matéria seca de raizes sem BAP, a concentracéao
em que se atingiu o menor peso foi a de 30,85 mM/L, com o peso de
20,41 mg, e a concentracdo em que ocorreu 0 peso maximo foi a de
10,11 mM/L, com o peso de 28,77 mg (Figura 1 (D)).

A concentracdo de amoénio que produziu maior numero de
brotacdes foi a de 29,21 mM, com 3,12 brotac¢des (Figura 1 (E)).

PODDAR et al. (1997) estudaram altas concentracdes de nitrato de
amonio como um substituto do ANA em Eleusine coracana (L.) e
observaram que concentracdes de nitrato de amoénio de duas a seis vezes
maiores do que a utilizada no meio MS podem favorecer a regeneracao
na auséncia do regulador de crescimento. Em presenca de altas
concentracdes de nitrato de aménio com o ANA, o meio de cultura tornou-
se toxico para cultura. Esses resultados coincidem com os deste trabalho
guanto ao aspecto da grande interagcdo entre o nitrato de amonio e o
regulador de crescimento, seja ele uma auxina (ANA) ou citocinina (BAP).

Quanto a andlise mineral sem BAP, o teor de nitrogénio cresceu;
conforme se aumentou a concentracao de nitrato de aménio no meio com
BAP, foram observadas diminuicdo do teor de Ca, Mn e Cu e elevacgao
nos valores de P e S. Por falta de material vegetal, ndo foi possivel fazer
a andlise mineral de nitrogénio com BAP apenas para a testemunha; o
interessante € que, com 0 de nitrato de amadnio, a porcentagem de N foi
de 6,2%, préxima do tratamento com dobro de nitrato de aménio, que foi
de 6,3% (Quadro 4).

Segundo REUTER e ROBINSON (1988), os valores nutricionais
adequados na mandioca cultivada no campo sao: N 5,0-6,0%; P 0,3-0,5%;
K1,2-2,0%; S0,3-0,4%; Ca0,6-1,5%; Mg 0,25-0,5%; Cu 7-15 ppm,;
Zn 40-100 ppm; Mn 50 ppm (critico); e Fe 60-200 ppm. Ndo se podem
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comparar 0s resultados da analise mineral de plantas cultivadas no
campo das cultivadas in vitro, mas podem ser feitas algumas inferéncias.
Pelos resultados obtidos na analise mineral (Quadro 4), para o0 N,
somente os tratamentos sem BAP e com 20,60 e 41,20 mM/L de NH,"
estavam no nivel adequado; para P, todos estavam no nivel adequado;
para o Ca, as concentracbes de 5,15, 15,45 e 20,60 mM/L de amoénio
apresentaram resultados menores que o do trabalho desses autores
citado; para o Mg nas concentracdes de 5,15 e 20,60 mM/L, os valores
apresentados do magnésio estavam menores do que o do trabalho; para o
Cu, todas as concentracOes apresentaram-se abaixo; para o Zn, todas as
concentracdes estavam acima e no nivel toxico; para o Fe, somente a
concentracao de 20,60 mM/L sem BAP foi toxica; e para o Mn, somente
as concentracdes de 5,15 e 20,60 mM/L de NH4;" ndo estavam no nivel
toxico. Para os tratamentos com BAP, para o P, os tratamentos 0,0, 2,57
e 5,15 mM/L de ambnio estavam acima do nivel adequado; para o S,
todos os tratamentos estavam abaixo do nivel adequado; para o Ca,
todos também estavam abaixo do nivel adequado; para o Mg, todos os
tratamentos estavam acima do nivel adequado; para o Cu, todos os
tratamentos estavam abaixo do nivel adequado; em relacdo ao Zn, todos
os tratamentos estavam acima do nivel adequado e, ainda, segundo o
autor, toxicos; no Mn, apenas o tratamento com 0,0 mM/L de aménio
estava toxico; e para o Fe, apenas os tratamentos 0,0, 10,30 e 41,20
mM/L n&o eram toxicos. Ao se compararem o0s resultados da analise
mineral entre os valores encontrados neste trabalho e os de REUTER e
ROBINSON (1988), esperava-se que os valores da analise mineral do
material cultivado in vitro fossem bastante superiores, ja que as plantas
estdo teoricamente em meio de cultura com todos 0s nutrientes em
guantidades suficientes e muitas vezes considerado até acima do
necessario. No entanto, apenas o resultado da analise mineral do Mn e do
Zn do material in vitro foi muito acima em relacdo ao material de campo;
estes resultados indicam que a planta possui mecanismos de absorcéao

que a protegem de uma toxidez muito grande.
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Quadro 4 - Analise mineral de plantulas de mandioca (Manihot esculenta
Crantz), cultivar Urubu, sob efeito de concentracdes de
amonio (NH;" mM/L) com e sem BAP

NH,” N P K Ca Mg S Mn Cu Zn Fe
% ppm
Sem BAP
0 201 044 330 077 036 055 4068 35 1588 1065

2,57 2,40 0,39 3,18 0,66 0,29 0,48 3350 1,9 140,5 128,8
515 2,76 0,33 2,13 0,43 0,20 0,44 209,5 13 141,3 240,6
10,30 3,52 0,31 3,18 0,59 0,24 0,51 3155 1,7 147,8 202,0
1545 4,18 0,31 2,86 0,50 0,24 0,42 2555 15 150,5 212,3
20,60 4,99 0,39 2,36 0,35 0,16 0,48 1593 2,2 144,8 2675
41,20 6,32 0,35 3,24 0,72 0,28 0,50 3310 15 157,0 167,44

Com BAP
0 6,22 0,55 2,93 1,05 020 053 2972 48 148,6 202,1
2,57 - 0,69 3,09 0,69 0,23 0,63 219,1 3,6 140,1 288,3
5,15 - 0,79 2,71 0,58 0,15 0,62 1786 3,3 136,0 323,2
10,30 - 0,87 2,59 0,50 0,16 0,66 1619 45 240,2 187,7
15,45 - 0,91 2,60 0,51 0,17 0,68 1490 2,0 2285 279,3
20,60 - 0,75 2,60 047 0,17 0,68 1434 25 140,2 290,0
41,20 - 0,92 2,27 0,44 0,22 0,71 1285 29 170,2 2455

Fonte: VICOSA, MINAS GERAIS (1999).
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3.2. Crescimento de plantulas de mandioca in vitro sob efeito de
diversos fotoperiodos

As plantulas de mandioca, cultivares Mantiqueira e Urubu, que foram
submetidas a trés fotoperiodos (0, 8 e 16 horas) mostraram resultados que
podem ser observados nos Quadro 5, 6 e 7 e na Figura 3.

No Quadro 5, pode-se observar que houve interacdo significativa entre
fotoperiodo e cultivar para o niumero de folhas, o comprimento da parte
aérea e de raizes e o0 peso de matéria seca, ou seja, cada cultivar
responde diferentemente ao fotoperiodo.

Para o numero de folhas no fotoperiodo de 0 hora de luz, o cultivar
Mantiqueira foi significativamente superior; no fotoperiodo de 8 horas, néo
houve diferenca significativa entre os cultivares; e no fotoperiodo de 16
horas o cultivar Urubu foi superior. Pode-se inferir que o cultivar Mantiqueira
responde melhor em situacfes de limite em relacdo ao fotoperiodo e que o
cultivar Urubu tem aproveitamento melhor na presenca de um fotoperiodo
mais longo (Quadro 6). Quanto ao comprimento da parte aérea no fotoperiodo
de O hora, o cultivar Urubu foi significativamente superior; ndo houve
diferenca com 8 horas de fotoperiodo entre os cultivares; e no fotoperiodo de
16 horas o cultivar Urubu foi superior. Em relagcdo ao comprimento de
raizes, no fotoperiodo de 0 hora o cultivar Urubu foi superior; no fotoperiodo
de 8 horas o Mantiqueira foi superior; e no fotoperiodo de 16 horas nao
houve diferenca significativa entre os cultivares. Para o peso da matéria
seca, para todos os fotoperiodos o cultivar Urubu foi superior (Quadro 6).

Na Figura 3 (A) (numero de folhas) e (B) (comprimento da parte
aérea), pode-se observar que os cultivares Urubu e Mantiqueira se
comportaram de maneira semelhante, apresentando as maiores médias no
fotoperiodo de 8 horas. Ja para o comprimento de raizes, o cultivar
Mantiqueira obteve a maior média no fotoperiodo de 8 horas, enquanto o
cultivar Urubu manteve-se estavel nos trés fotoperiodos (Figura 3 (C));
para o peso da matéria seca, o cultivar Mantiqueira também obteve o maior

valor no fotoperiodo de 8 horas; para o cultivar Urubu, o peso da matéria
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seca aumentou com o aumento do fotoperiodo (Figura 3 (D)). Esses
resultados mostram uma certa tendéncia de o cultivar Urubu responder
melhor com o aumento do fotoperiodo.

Quanto a andlise mineral, para o cultivar Mantiqueira, os maiores
valores para o P, Ca, Mn, Fe e Zn ocorreram no fotoperiodo de 16 horas.
Apenas para o Mg o fotoperiodo de 8 horas forneceu o maior valor, e com
fotoperiodo de 0 hora foi obtido o maior resultado quanto ao S e Cu
(Quadro 7). Para o cultivar Urubu, apenas o Ca, Mg e Mn forneceram
concentracdes superiores no fotoperiodo de 16 horas. Quanto ao
fotoperiodo de 8 horas, apenas o Fe apresentou o maior valor; os demais
nutrientes (P, S, Cu e Zn) apresentaram valores elevados no fotoperiodo
de 0 hora (Quadro 7). Esses resultados mostram, neste caso, que o teor de
nutrientes ndo esta relacionado com os maiores resultados obtidos quanto
ao numero de folhas, comprimento da parte aérea, comprimento de raizes

e peso de matéria seca dos dois cultivares.

Quadro 5 - Resumo da analise de variancia do numero de folhas (NF),
comprimento da parte aérea (CPA) e de raizes (CR) e peso
de matéria seca (MS) de plantulas de mandioca (Manihot
esculenta Crantz), cultivares Mantiqueira e Urubu, em
diferentes fotoperiodos

Quadrado médio

FV GL

NF CPA CR MS
Cultivar (C) 1 2,7435™  915,5635* 0,0082"™ 0,062005**
Fotoperiodo (F) 2  297,4798* 1.019,9620**  160,6856** 0,029063**
CxF 2 150450  100,4819**  91,5058* 0,020548**
Residuo 150 1,6932 20,4871 6,9172 0,000282
C.V. (%) 32,22 45,59 48,75 46,03

Fonte: VICOSA, MINAS GERAIS (1999).
** Significativo pelo teste F (P < 0,01). "® N&o-significativo pelo teste F (P > 0,05).
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Quadro 6 - Numero médio de folhas (NF), comprimento da parte aérea
(CPA) e de raizes (CR) e peso de matéria seca (MS) de
plantulas de mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultivares
Mantiqueira e Urubu, sob diferentes

Fotoperiodo Cultivar NF CPA CR MS
horas cm g

0 Mantiqueira 1,58 a 250b 1,88 b 0,0052 b
Urubu 0,71b 8,04 a 4,67 a 0,0168 a

8 Mantiqueira 5,44 a 13,27 a 8,03 a 0,0310 b
Urubu 579 a 15,13 a 5,48 b 0,0538 a

16 Mantiqueira 4,43 b 6,45b 5,83 a 0,0157 b
Urubu 5,75 a 13,67 a 5,54 a 0,1017 a

Fonte: VICOSA, MINAS GERAIS (1999).
Em cada coluna e cada fotoperiodo, a difere de b pelo teste F (P < 0,05).

Fonte:
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o
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VICOSA, MINAS GERAIS (1999).
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Figura 3 - NUumero médio de folhas (A), comprimento da parte aérea (B) e
de raizes (C) e peso de matéria seca (D) de plantulas de
mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultivares Mantiqueira e
Urubu, em funcédo do fotoperiodo.



Quadro 7 - Analise mineral de plantulas de mandioca (Manihot esculenta
Crantz), cultivares Mantiqueira e Urubu, sob efeito de trés
fotoperiodos (0, 8 e 16 horas)

Fotoperiodo N P K S Ca Mg Mn Fe Cu Zn
% ppm
Mantiqueira
0 - 1,3 3,02 0,79 051 0,18 2885 1589 51 160,3
8 - 1,26 3,05 068 0,62 0,28 3345 3374 4,1 233,8
16 6,2 143 2,75 0,71 0,64 0,25 4104 488,0 4,0 258,6
Urubu
0 - 1,47 249 069 049 0,22 184,1 1846 8,5 388,3
8 6,0 0,74 2,48 0,65 056 0,24 240,8 220,2 3,2 2180
16 4,6 0,43 2,48 054 060 0,25 2978 176,2 2,4 1785

Fonte: VICOSA, MINAS GERAIS (1999).

3.3. Crescimento de plantulas de mandioca sob efeito de filtro de

luz de diversas cores

Houve diferenca para o numero e comprimento de raizes; para as
demais caracteristicas, numero de folhas, comprimento da parte aérea e
peso da matéria seca, nao houve diferenca significativa (Quadro 8). Pelo
teste de médias, quanto ao numero de raizes, os resultados dos
tratamentos sem filtro e com filtro amarelo foram maiores; o tratamento
com filtro azul apresentou resultado intermediario e o com filtro vermelho
apresentou a menor meédia. Quanto ao comprimento das raizes, 0
tratamento sem filtro foi maior, aqueles com filtro amarelo e azul foram
intermediarios e o com filtro vermelho, novamente, foi menor (Quadro 9).
Nos dois resultados, a testemunha apresentou a maior meédia, com
diferenca, para a média do resultado menor, de 97% guanto ao numero de
raizes e de 94% quanto ao comprimento de raizes. Sob o filtro amarelo,
50% das raizes apresentaram aspecto tuberoso, e no material sob filtro
vermelho apenas 10% apresentaram aspecto tuberoso (Figura 4). Esses
resultados mostram a influéncia dos filtros no processo de tuberizacao das

raizes das plantulas de mandioca.
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Quadro 8 - Resumo da analise de variancia do numero de folhas (NF) e
de raizes (NR), comprimento da parte aérea (CPA) e de
raizes (CR) e peso de matéria seca (MS) de plantulas de
mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultivar Urubu, sob
diferentes filtros (Vigcosa, Minas Gerais, 1999)

Quadrado médio
FV GL
NF CPA NRY CR MS
Filtros 3 0,7583™ 4,5976"  3,9086** 1,9087* 0,000391"
Residuo 36 2,4083 3,1563 0,7520 0,4780 0,000137
C.V. (%) 52,16 70,57 101,49 131,48 47,74

Fonte: VICOSA, MINAS GERAIS (1999).

** Significativo pelo teste F (P < 0,01). * Significativo pelo teste F (P < 0,05). "° N&o-significativo
pelo teste F (P > 0,05).

Y valores transformados para . x.

Quadro 9 - Numero médio de folhas (NF) e de raizes (NR), comprimento
da parte aérea (CPA) e de raizes (CR) e peso de matéria
seca (MS) de plantulas de mandioca (Manihot esculenta
Crantz), cultivar Urubu, sob diferentes filtros (Vigcosa, Minas
Gerais, 1999)

Filtro de luz NF CPA NR CR MS
cm cm g
Sem filtro 3,30a 1,98a 3,10a 4,88 a 0,0322 a
Vermelho 2,80a 3,24 a 0,10 b 0,10 b 0,0206 a
Amarelo 3,10a 29 a 290a 2,62 ab 0,0268 a
Azul 2,70 a 1,90 a 0,70 ab 0,28 ab 0,0183 a

Fonte: VICOSA, MINAS GERAIS (1999).

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra nédo diferem entre si pelo teste
de Student-Newman-Keuls (P > 0,05).
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Fonte: VICOSA, MINAS GERAIS (1999).

Figura 4 - Porcentagem de raizes de plantulas de mandioca (Manihot
esculenta Crantz), cultivar Urubu, com aspecto tuberoso sob
efeito dos filtros vermelho, amarelo e azul (Vicosa, Minas Gerais,
1999).

Para SATO (1994), o uso do filtro amarelo proporcionou maior
crescimento das plantulas, maior concentracdo de nutrientes e menor
porcentagem de plantulas vitrificadas. Quanto a analise mineral do material
(Quadro 10), para calcio e ferro, a testemunha apresentou os maiores
resultados (0,86% e 572,79 ppm); para o cobre, o tratamento com filtro
azul foi o maior resultado (11,72 ppm); e para zinco, o filtro vermelho
apresentou a maior concentracao (592,20 ppm). Em trabalho com gérbera
(SATO, 1994), a testemunha sempre apresentou valores menores em
relacdo ao tratamento com o filtro amarelo; no caso da mandioca, a
testemunha (sem filtro), em alguns casos, apresentou valores maiores.
Espécies diferentes respondem de maneira diferente quanto ao efeito dos

filtros de luz.
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Quadro 10 - Anélise mineral de plantulas de mandioca (Manihot
esculenta Crantz), cultivar Urubu, sob efeito dos filtros
vermelho, amarelo e azul

Filtro de luz P K S Ca Mg Mn Fe Cu Zn

% ppm
Sem filtro 0,88 2,24 0,40 0,86 0,22 283,12572,79 4,10 240,54
Vermelho 1,212 299 0,50 0,61 0,19 219,67 392,90 5,55 592,20
Amarelo 1,0 2,35 0,40 0,62 0,19 292,09 178,06 5,36 354,59

Azul 0,93 2,81 0,53 0,68 0,16 218,75 246,09 11,72 158,20

Fonte: VICOSA, MINAS GERAIS (1999).

3.4. Crescimento de plantulas de mandioca sob efeito do ABA

Plantulas de mandioca que foram cultivadas sob diversas
concentracdbes de ABA apresentaram resultados que podem ser
observados nos Quadros 11, 12 e 13. O Quadro 11 apresenta o resumo da
andlise de variancia, que indicou diferencas significativas (P < 0,01), do
numero de folhas e de raizes, comprimento de parte aérea e raizes e peso
de matéria seca de plantulas de mandioca, cultivar Mantiqueira, para todas
as caracteristicas avaliadas. Apesar de o ABA ter efeito significativo sobre
as caracteristicas, nao foram obtidos bons ajustes quanto as equacdes de
regressao; entdo, foi feita a analise descritiva dos resultados obtidos.

Pelo Quadro 12, pode-se observar que, para as caracteristicas
estudadas, o comportamento geral foi 0 mesmo; a partir da testemunha,
houve decréscimo acentuado para os tratamentos onde se utilizaram
concentracdes de ABA, indicando o seu efeito inibitorio. Da testemunha,
para a concentracdo de 0,1 mg/L de ABA, por exemplo, houve diminuicdo
bastante acentuada dos valores: 67% para o numero de folhas, 70% para o
numero de raizes, 93% para o comprimento da parte aérea e 79% para o
peso da matéria seca.
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Quadro 11 - Resumo da analise de variancia do numero de folhas (NF) e

de raizes (NR), comprimento da parte aérea (CPA) e de
raizes (CR) e peso de matéria seca (MS) de plantulas de
mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultivar Mantiqueira,
sob diferentes concentracdes de ABA

FV

Quadrado médio

GL

NF CPA NRY CR MS
ABA 3 27,6583*  116,4696**  95,1157*  59,7018* 249.498,60**
Residuo 36 1,3454 1,9283 2,7815 3,8275 6.505,67
CV (%) 49,53 51,34 32,18 49,25 45,67

Fonte: VICOSA, MINAS GERAIS (1999).
** Significativo pelo teste F (P < 0,01).

Quadro 12 - Numero médio de folhas (NF) e de raizes (NR), comprimento da

parte aérea (CPA) e de raizes (CR) e peso de matéria seca
(MS) de plantulas de mandioca (Manihot esculenta Crantz),
cultivar Mantiqueira, sob diferentes concentragbes de ABA

Congsrxg"gﬁes NF CPA NR CR MS
mg/L cm cm mg

0 450+085 7,65+1,93 930+206 563+214 403,30+ 10377

0,1 150+1,08 053+027 280+123 544+244 8530+ 24,89

1,0 2704177 230+1,97 580+1,93 443+218 163,50+ 119,69

10,01 0674061 034+011 283+1,28 039+017 5433+ 17,57

Fonte: VICOSA, MINAS GERAIS (1999).
Média + desvio-padrao.
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Todas as folhas deixadas antes da inoculagdo com ABA cairam em
todos os tratamentos com ABA, indicando o efeito de abscisdo do ABA.
Apesar da elevacdo dos valores na concentracdo de 1,0 mg/L de ABA,
todos os resultados, em todas as caracteristicas avaliadas, foram inferiores
em relacdo a testemunha, ou seja, o tratamento com ABA néo foi benéfico
para a mandioca do cultivar Mantiqueira.

Na andlise de regressao para comprimento de raizes da testemunha,
para a maior concentracdo de ABA (10 mg/L), observou-se diminuicdo de
93% (403,30 mg da testemunha para 54,33 mg na concentragcdo de
10,0 mg/L) (Figura 5).

Quanto a analise mineral para P, Ca, Mn e Fe, os valores tiveram
uma queda a partir da testemunha até a concentracdo de 10 mg/L
(Quadro 13). Para ferro na concentragcao de 0,1 mg/L (602,49 ppm), houve
concentracdo bastante elevada em relacdo aos demais tratamentos
(0-259,13 ppm, 1,0-185,87 ppm e 10-197,83 ppm de ferro); talvez esse dado
tenha alguma relacdo com a queda brusca dos resultados das avaliacdes
nesta concentragdo. Com o cobre, as maiores concentra¢cdes estiveram em
torno da testemunha (5,07 ppm) e da concentragcdo de 10 mg/L de ABA
(4,35 ppm). POode-se observar, no geral, que houve tendéncia de
diminuicdo da absorcéao dos nutrientes com o aumento da concentracao de
ABA. Esta tendéncia pode estar relacionada com o fechamento dos
estdOmatos, em razao da presenca do ABA, pois, diminuindo a transpiracéo,
a absorcdo de agua e, conseqientemente, de nutrientes € interrompida,
devido a falta de gradiente de pressdo (TAIZ e ZEIGER, 1991). Para os
demais minerais, nao foi possivel realizar as demais analises, por falta de

material vegetal.
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Quadro 13 - Anélise mineral de plantulas de mandioca (Manihot
esculenta Crantz), cultivar Mantiqueira, sob efeito de
diversas concentracfes de ABA

ABA P K Ca Mg S Mn Fe Cu Zn
mg/L % ppm
0 0,86 2,51 0,46 0,25 0,61 349,99 259,13 5,07 227,2
0,1 0,63 248 0,35 0,22 - 202,10 602,49 2,08 222,9

1,0 0,63 2,38 047 0,19 0,35 258,69 185,87 2,60 210,9

10,0 0,37 2,44 0,33 - 0,40 206,50 198,83 4,35 97,8

Fonte: Vigcosa, Minas Gerais (1999).

35 -0,5012**C

Comprimento de raizes (cm)

ABA (mg/L)

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste t.

Fonte: Vigcosa, Minas Gerais (1999).

Figura 5 - Estimativa do comprimento de raizes de plantulas de mandioca
(Manihot esculenta Crantz), cultivar Mantiqueira, em funcéo de
concentragdes de ABA.
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3.5. Crescimento de plantulas de mandioca sob efeito do 2,4-D
e picloram no claro e no escuro

O cultivar Urubu, nos tratamentos com 2,4-D (0; 2,2; 4,4; 6,6; e
8,8 mg/L), apresentou, na analise de variancia, diferenca significativa
(P <0,01) quanto as diferentes concentracdes (Quadro 14). Na
concentracdo de 5,7 mg/L atingiu-se o maior peso de matéria seca da
mandioca com 0,0371 g (Figura 6), sendo 24% superior em relacdo ao
tratamento com 8,8 mg/L e 94% superior em relagdo a testemunha.

Com relacdo a modificacdo morfogénica, apenas na testemunha néo
houve modificacdo; nos demais, houve modificacdo morfogénica variando
de 88,8% a 100% (Figura 7). As interacOes explante (folha/caule) x
luminosidade (claro/escuro) x concentracfes de 2,4-D foram significativas
(Quadro 15). Sem o 2,4-D, no claro e no escuro, ndo houve diferenca entre
folha e caule quanto ao peso de matéria seca; na concentracdo de
4,4 mg/L, no claro, o caule apresentou peso maior do que o da folha, e no
escuro nao houve diferenca significativa. Na concentracdo de 8,8 mg/L,
somente no escuro houve diferenca significativa, com o caule apresentando
resultado maior em relacdo a folha. Apesar de ocorrer modificacao
morfogénica, ndo se observou embriogénese somatica, como RAEMAKERS
et al. (1993) obtiveram com meio MS suplementado com 4 mg/L de 2,4-D.

Na folha, em relacéo a testemunha, ndo houve diferenca significativa
entre o claro e o escuro; ja a 4,4 mg/L, no escuro, o peso da matéria seca foi
maior, e a 8,8 mg/L ndo houve diferenca significativa entre o claro e o escuro
(Quadro 16). A tendéncia da folha, no claro, foi aumentar o peso da matéria
seca conforme aumentaram-se as concentracdes de 2,4-D, e, no escuro, a
partir da concentracao de 4,4 mg/L, houve diminuicdo no peso da matéria seca
(Figura 8 (A)). Pode-se observar que a presenca de luz teve efeito no peso da
matéria seca. LI et al. (1996) relataram a obtencdo de embrides de plantulas de
mandioca com 6 mg/L de 2,4-D no escuro. HANGARTER e STASINOPOULOS
(1991b), estudando calos de Lycopersicon esculentum L., Daucus carota L. e
Arabidopsis thaliana L., observaram redugdo no crescimento dos calos na
presenca de luz. Estes dois trabalhos também indicam a influéncia da luz no
desenvolvimento de calos e formacdo de embribes ou modificacao
morfogénica, assim como foi observado nos resultados obtidos.
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Quadro 14 - Resumo da anéalise de variancia do peso da matéria seca de
plantulas de mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultivar
Urubu, sob diferentes concentracdes de 2,4-D

FV GL Quadrado médio
Concentragoes de 2,4-D (4) 0,001311**
Linear 1 0,002350**
Quadratico 1 0,002333**
Cubico 1 0,000011"
Falta de ajuste 1 0,000551"
Residuo 25 0,000147
C.V. (%) . 49,20

Fonte: Vigcosa, Minas Gerais (1999).
** Significativo pelo teste F (P < 0,01). "® N&o-significativo pelo teste F (P > 0,05).

005+ =& ,
Y =0,001596 + 0,01243**C - 0,001089**C
R*=0,89
(@]
0,04 +
C)
< 0,03 -
[&]
3
R
2 0,02
=
0,01 -
0,00 + } I I |
0,0 2,2 4,4 6,6 8,8

2,4-D (mg/L)

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste t.
Fonte: Vicosa, Minas Gerais (1999).

Figura 6 - Estimativa do peso de matéria seca de plantulas de mandioca
(Manihot esculenta Crantz), cultivar Urubu, em funcdo de
concentracdes de 2,4-D.
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Fonte: Vigcosa, Minas Gerais (1999).

Figura 7 - Percentual de modificacdo morfogénica de discos foliares de
plantulas de mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultivar
Urubu, em funcdo de concentra¢des de 2,4-D.

Quadro 15 - Resumo da anéalise de variancia do peso da matéria seca de
plantulas de mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultivar
Mantiqueira, sob diferentes concentracdes de 2,4-D, avaliada
no claro e no escuro, em dois explantes (folha e caule)

FV GL Quadrado médio
Explantes (E) 1 0,000945**
Luz (L) 1 0,000080ns
Concentraces de 2,4-D 2 0,001472**
ExL 1 0,000063ns
ExC 2 0,000134*
LxC 2 0,000144*
ExLxC 2 0,000339**
Residuo 60 0,000042
C.V. (%) . 48,22

Fonte: Vigosa, Minas Gerais (1999).
** Significativo pelo teste F (P < 0,01). * Significativo pelo teste F (P < 0,05). " N&o-significativo
pelo teste F (P > 0,05).
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Quadro 16 - Peso da matéria seca meédia (g) de plantulas de mandioca
(Manihot esculenta Crantz), cultivar Mantiqueira, sob
diferentes concentracdes de 2,4-D, avaliada no claro e no
escuro, em dois explantes (folha e caule)

Concentracgéo de 2,4-D Luz Folha Caule

mg/L

0 claro 0,0022 Aa 0,0083 Aa
escuro 0,0034 Aa 0,0038 Aa

4.4 claro 0,0082 Bb 0,0296 Aa
escuro 0,0175 Aa 0,0211 Ab

8,8 claro 0,0128 Aa 0,0127 Ab
escuro 0,0143 Ba 0,0264 Aa

Fonte: Vigcosa, Minas Gerais (1999).
Em cada concentracdo de 2,4-D e cada luz, A difere de B pelo teste F (P < 0,05). Em cada
concentracao de 2,4-D e cada explante, a difere de b pelo teste F (P < 0,05).

0,04 004+

(A) —0— Claro (B) —0— Claro
—m— Escuro —&— Escuro
0,03 + 0,03 4+
3 C
20021 « 0027
5 5
5+ C
= =
0,01 - 0,01 4
0,00 + ; i 0,00 + } i
0,0 4,4 88 0,0 44 88
2,4-D (mglL) 24-D (mgL)

Fonte: Vigcosa, Minas Gerais (1999).

Figura 8 - Peso médio da matéria seca da folha (A) e do caule (B) de
plantulas de mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultivar
Mantiqueira, avaliada no claro e no escuro, em funcédo de
concentracdes de 2,4-D.
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No caule, na auséncia de 2,4-D, n&o houve diferenca entre o claro e
0 escuro; na concentracdo de 4,4 mg/L, no claro, o resultado foi
significativamente maior, e na concentracédo de 8,8 mg/L o maior resultado
foi para o escuro, ou seja, houve interacdo da concentracdo de 2,4-D e
presenca ou auséncia de luz (Quadro 16). O peso da matéria seca do
caule, no claro, diminuiu a partir da concentracao de 4,4 mg/L, e no escuro
0 peso da matéria seca continuou a aumentar com 0 aumento da
concentracao de 2,4-D (Figura 8 (B)).

No cultivar Mantiqueira, folhas mantidas no claro ndo produziram
mudanca morfogénica nos trés tratamentos; no escuro, 25% de mudanca
morfogénica ocorreu apenas na concentracdao de 4,4 mg/L; nas demais
concentracdes nao houve nenhuma modificacdo (Figura 9). Quanto ao
caule, em nenhum dos tratamentos houve resposta morfogénica.

Quanto ao picloram, no cultivar Mantiqueira, nas concentracfes de
0; 4,8; e 9,6 mg/L, as mudangas morfogénicas das folhas, no claro, foram
de 0%, 20% e 75%, respectivamente. No escuro, apenas a de 4,8 mg/L
proporcionou mudanca morfogénica, que foi de 100% (Figuras 10 e 12).
Paro o uso do picloram, a presenca da luz influenciou mais as mudancas
morfogénicas do que o escuro.

Ainda quanto ao picloram, com o cultivar Mantiqueira, em relacdo as
folhas no claro a 0; 4,8; e 9,6 mg/L, observaram-se 100%, 46% e 25% de
discos foliares queimados (Figuras 11 e 12).

e [=2] o] '5
o S S =]
f f f |

N

o
f
t

Modificagdo morfogénica (%)

0 ' 44 ‘ 8,8
2,4-D (mg/L)
Fonte: Vicosa, Minas Gerais (1999).

Figura 9 - Percentual de modificacdo morfogénica de discos foliares de
plantulas de mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultivar Mantiqueira,
em funcao de concentrac¢des de 2,4-D, no claro e no escuro.
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Fonte: Vicosa, Minas Gerais (1999).

Figura 10 - Percentual de modificacdo morfogénica de discos foliares de
plantulas de mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultivar
Mantiqueira, em funcdo de concentragdes de picloram, no claro
€ No escuro.
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Fonte: Vigcosa, Minas Gerais (1999).

Figura 11 - Percentual de discos foliares queimados de plantulas de
mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultivar Mantiqueira, em
funcédo de concentracdes de picloram, no claro e no escuro.
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Fonte: Vigosa, Minas Gerais (1999).

Figura 12 - Efeito do picloram (4,8 mg/L) no claro (A) e escuro (B); picloram
(9,6 mg/L) no claro (C) e escuro (D); e 2,4-D (4,4 mg/L) no
claro (E) e no escuro (F) em plantulas de mandioca (Manihot
esculenta Crantz), cultivar Mantiqueira.
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3.6. Crescimento de plantulas de mandioca sob efeito do
AgNO3 e STS

3.6.1. AgNO3;

Para o teor médio de clorofila no caule de mandioca, os cultivares
Mantiqueira e Urubu se comportaram de maneira diferente. No cultivar
Mantiqueira, o teor de clorofila de 6,92 mg/cm? na testemunha,
decresceu para 3,29 mg/cm? na concentracdo de 10 uM/L de AgNO; e
depois subiu para 8,51 mg/cm® a 30 pM/L de AgNOs, para depois
novamente diminuir para 3,69 mg/cm? na concentracdo de 50 uM/L. O
cultivar Urubu comportou-se de maneira diferente: de 1,30 mg/cm?, na
testemunha, o teor de clorofila aumentou para 5,66 mg/cm® na
concentracdo de 10 pM/L de AgNO; e decresceu para 2,62 mg/cm? na
concentracdo de 30 uM/L de AgNOgs, para depois aumentar para
9,88 mg/cm? na concentracdo de 50 uM/L, ou seja, o inverso do que
ocorreu com o cultivar Mantiqueira (Quadro 17). Esses resultados foram
muito contraditorios, sendo de dificil avaliacéo.

Quanto ao teor de clorofila nas folhas, os dois cultivares
comportaram-se de maneira semelhante, com decréscimo acentuado da
testemunha para as demais concentragcdes de AgNOg, indicando um efeito
inibitério na producao de clorofila (Quadro 17).

Para o peso da matéria seca, assim como para o teor de clorofila,
para os dois cultivares houve decréscimo da testemunha em todas as
concentracdes de AgNO3 (Quadro 17).

Os dois cultivares também se comportaram semelhantemente em
relacdo ao numero de folhas, com decréscimo a partir da testemunha e
leve aumento no numero de folhas na concentracdo de 30 puM/L de
AgNOg3, para depois diminuir na concentragcdo de 50 pM/L, resultados
estes muito dificeis de serem avaliados.

O numero médio de raizes foi diferente em cada cultivar; no
Mantiqueira ele ndo se alterou, da testemunha a concentragdo superior.

J& no cultivar Urubu houve diminuicdo do numero médio de raizes da
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testemunha para as demais concentragdes, ou seja, para o cultivar Urubu
0 AgNOg; teve efeito inibitdrio quanto ao nimero de raizes.

O comprimento meédio da parte aérea dos dois cultivares foi
semelhante, com diminuicdo a partir da testemunha. Quanto ao
comprimento médio de raizes, nos dois cultivares o comportamento foi
semelhante: da testemunha para a concentracdo de 10 uM/L de AgNO;
houve aumento, decrescendo até a concentracdo de 50 puM/L
(Quadro 18).

Com os resultados anteriormente descritos, podem-se observar
diferencas no comportamento entre os cultivares, como em clorofila no
caule e no numero meédio de raizes, que provavelmente se devem a
diferencas entre os proprios cultivares.

Na maioria das caracteristicas avaliadas, como teor médio de
clorofila na folha, nimero médio de raizes, comprimento médio da parte
aérea e peso de matéria seca, houve decréscimo a partir da testemunha
para a concentracdo de 10 uM/L de AgNOs3, que se manteve até 50 uM/L,
indicando certa fitotoxidez ao AgNO3z; nessas concentracdes; essa
fitotoxidez pode ser notada visualmente ao se observarem as plantulas de
cada tratamento (Figura 13). EAPEN e GEORGE (1997), em estudo de
regeneracao de segmentos de pedunculo de Brassica, observaram que no
meio com 30 uM de AgNO; houve aumento de frequéncia de regeneracao
com a utilizacdo de BA (10 uM) e ANA (0,5 uM), ou seja, ndo houve sinal
de fitotoxidez, resultado contrario ao obtido neste trabalho. Entretanto,
algumas caracteristicas avaliadas, como clorofila no caule, para
Mantiqueira, e numero médio de folhas, para os dois cultivares, nesta
concentracdo de 30 pM AgNO; apresentaram como resultados valores
maiores que os da testemunha. Em termos gerais, o AgNO3; né&o teve

efeito benéfico; pelo contrario, o efeito foi inibidor.
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Quadro 17 - Teor médio de clorofila no caule e na folha e peso da
matéria seca de plantulas de mandioca (Manihot esculenta
Crantz), cultivares Mantiqueira e Urubu, sob diferentes
concentracdes de AgNO;

Concentracdes de AgNO3 Cultivar Clorofila no caule Clorofila na folha Matéria seca

pM mg/cm? mg/cm? g

0 Mantiqueira 6,92 £ 3,75 28,82+ 6,26 0,0498 £ 0,0870

Urubu 1,30 £ 0,73 24,89 +11,59 0,0560 + 0,0732

10 Mantiqueira 3,29 +£1,24 16,01 + 5,04 0,0104 + 0,0079

Urubu 5,66 £ 1,85 13,44 + 5,92 0,0132 + 0,0149

30 Mantiqueira 851+2,51 10,82 + 4,62 0,0153 + 0,0091

Urubu 2,62 £ 0,59 11,67 + 3,63 0,0058 + 0,0021

50 Mantiqueira 3,69 +1,64 18,55+ 7,21 0,0070 + 0,0027

Urubu 9,88 + 6,93 14,53+ 6,74 0,0099 + 0,0094

Fonte: Vicosa, Minas Gerais (1999).
Média + desvio-padréo.

Quadro 18 - Numero médio de folhas e de raizes e comprimento médio
da parte aérea e de raizes de plantulas de mandioca
(Manihot esculenta Crantz), cultivares Mantiqueira e Urubu,
sob diferentes concentragdes de AgNO;

NUmero médio Comprimento médio

Concentracdes de AgNO3 Cultivar
Folhas Raizes Parte aérea Raizes

UM cm
0 Mantiqueira 2,80 £ 2,59 1,60+ 1,34 2,802,559 5,37 £ 5,22
Urubu 3,80+£2,28 30,00+52,19 5,12 +4,53 2,11 + 1,67
10 Mantiqueira 2,60+1,14 1,20+ 0,45 0,94+0,31 8,36 + 4,61
Urubu 2,80+2,17 500+ 7,38 1,48+1,01 3,47 +£2,84
30 Mantiqueira 4,40 £ 2,19 160+ 0,89 1,84+1,23 5,84 +1,78
Urubu 3,20+ 0,84 1,00+ 1,00 0,80%0,12 1,89 +2,35
50 Mantiqueira 3,60 + 0,55 1,40+ 167 1,42+0,30 1,45+1,32
Urubu 2,40 £2,30 2,00+ 1,58 0,84+0,38 1,79+2,23

Fonte: Vicosa, Minas Gerais (1999).

Média + desvio-padréo.
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Figura 13 - Plantulas de mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultivares
Urubu e Mantiqueira, sob efeito de varias concentracdes de
AgNOs (0, 10, 30 e 50 pM/L).
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3.6.2. STS

Para o teor médio de clorofila no caule, de plantulas de mandioca,
cultivar Mantiqueira, houve diminui¢cdo a partir da testemunha. No cultivar
Urubu houve aumento de 2,13 mg/cm? para 13,64 mg/cm? na concentracéo
de 20 puM/L de STS, decrescendo a partir deste valor até 30 puM/L,
mantendo-se estavel com 5,99 mg/L até 50 uM/L (Quadro 19). Estes
resultados indicam que ha diferenca de comportamento entre os cultivares.

Quanto ao teor médio de clorofila na folha de mandioca, os dois
cultivares apresentaram comportamento semelhante até a concentracédo de
30 uM/L, ou seja, a concentracdo, em ambas, diminuiu da testemunha
(38,13 mg/cm?-Urubu e 22,75 mg/cm?-Mantiqueira) até a concentracdo de
20 pM/L (16,35 mg/cm?-Urubu e 8,59 mg/cm?-Mantiqueira), mantendo-se
até a concentracdo de 30 pM/L (17,36 mg/cm®Urubu e 10,48 mg/cm?-
Mantiqueira); a partir deste valor o teor de clorofila da folha do cultivar
Urubu aumentou (34,94 mg/cm?), e o do cultivar Mantiqueira se manteve
abaixo do valor apresentado pela testemunha (11,16 mg/cm?) (Quadro 19).
Pode-se concluir que o STS foi inibitério para os cultivares Mantiqueira e
Urubu. Os resultados apresentados foram de dificil avaliacao.

Para o peso da matéria seca, os dois cultivares comportaram-se de
maneira semelhante, em relacdo a testemunha; em todas as concentragoes,
os resultados obtidos foram menores (Quadro 18). Esses resultados
indicam que, assim como o AgNO3, o STS teve efeito inibitério para as
plantulas de mandioca.

Quanto ao numero de folhas, o cultivar Urubu se manteve estavel,
com pouca variacao nas quatro concentracdes (4,6; 3,6; 3,2 e 4 folhas); no
cultivar Mantiqueira houve decréscimo da testemunha (sete folhas) em
relacdo as demais concentra¢cfes. Os dois cultivares comportaram-se de
maneira semelhante para o numero de raizes: houve diminuicdo do numero
de raizes em todas as concentra¢cdes, em relacdo a testemunha. Quanto
ao comprimento meédio da parte aérea, o cultivar Mantiqueira apresentou
resultados menores em todas as concentra¢des, em relacéo a testemunha,
e no cultivar Urubu a concentracdo de 50 uM (8,90 cm) apresentou resultado

superior ao da testemunha (4,68 cm) (Quadro 20).
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Quadro 19 - Teor médio de clorofila no caule e na folha e peso da
matéria seca de plantulas de mandioca (Manihot esculenta

Crantz),

cultivares Mantiqueira e Urubu,

concentracdes de STS

sob diferentes

Concentrac6es de STS Cultivar Clorofila no caule Clorofila na folha Matéria seca

ny mg/cm? g

0 Mantiqueira 8,06+ 1,84 22,75+12,27 0,0553 + 0,0477

Urubu 2,13+ 1,70 38,13+ 5,17 0,1001 * 0,0592

20 Mantiqueira 7,64+ 2,40 8,59+ 2,02 0,0054 +0,0009

Urubu 13,64 £ 12,49 16,35+ 4,99 0,0134 +0,0105

30 Mantiqueira 4,03+ 1,64 10,48+ 2,30 0,0076 +0,0048

Urubu 565+ 1,69 17,36 + 3,58 0,0121 +0,0059

50 Mantiqueira 436+ 3,21 11,16 + 5,39 0,0164 +0,0330

Urubu 599+ 4,36 34,94+ 7,63 0,0489 +0,0270

Fonte: Vigcosa, Minas Gerais (1999).
Média + desvio-padrao.

Quadro 20 - Numero médio de folhas e de raizes e comprimento médio
da parte aérea e de raizes de plantulas de mandioca
(Manihot esculenta Crantz), cultivares Mantiqueira e Urubu,
sob diferentes concentracdes de STS

NUmero médio Comprimento médio

Concentracfes de STS Cultivar
Folhas Raizes Parte aérea Raizes

uM cm
0 Mantiqueira 7,00+3,46 580+4,09 850+6,80 1,87 +1,49
Urubu 460+1,14 13,40+754 468+3,16 4,20%+7,71
20 Mantiqueira 2,80+0,45 0,80+1,30 1,10+0,22 0,80+1,30
Urubu 360+195 160+207 1,30+x0,67 1,88%214
30 Mantiqueira 3,60+0,89 1,00+0,00 1,20+0,45 3,80+2,84
Urubu 320+1,48 2,40+0,89 140+0,55 2,20+1,67
50 Mantiqueira 3,60+3,91 2,60+4,22 264+4,71 2,16+2,97
Urubu 400+1,00 8,00+3,67 890557 1,12+0,54

Fonte: Vicosa, Minas Gerais (1999).

Média + desvio-padréo.
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No cultivar Mantiqueira, o comprimento das raizes da testemunha
(1,87 cm) diminuiu na concentracdo de 20 pM/L (0,80 cm) de STS,
aumentando na concentracdo de 30 pM/L (3,80 cm) e decrescendo
novamente na concentracdo de 50 pM/L; no cultivar Urubu houve
comportamento semelhante, apesar de o comprimento a 30 uM/L né&o
ultrapassar o da testemunha, como no Mantiqueira. Estes resultados
também séo de dificil analise, indicando, porém, que para o cultivar Urubu
o STS teve efeito inibitério, ja que os resultados das concentracdes de
STS foram inferiores aos da testemunha.

A partir da concentragcdao de 20 pM/L, as folhas do cultivar
Mantiqueira apresentaram-se pequenas e cloréticas; na concentracao de
50 uM/L, algumas folhas eram grandes e com as bordas queimadas,
mostrando certa toxidez, ocorrendo 50% de morte (Figura 14).

De maneira geral, pode-se observar que o0s dois cultivares
comportaram-se de maneira semelhante, em relacdo a teor de clorofila no
caule (menos na testemunha) e na folha, nUmero de raizes, comprimento
meédio da parte aérea e peso da matéria seca.

O cultivar Urubu apresentou, a partir da concentracao de 20 pM/L,
folhnas miudas e cloroticas; na concentracdo de 30 uM/L observaram-se
folhnas secas e, na de 50 uM/L, folhas rendilhadas e algumas folhas
maiores, como no Mantiqueira (Figura 18). No trabalho de MAGDALITA et
al. (1997) foram usadas, em plantulas de maméao, as concentracdes de
STS de 0,0; 0,3; 0,7, e 1,0 uM e avaliaram-se crescimento em
mg/semana, area foliar, senescéncia foliar e conteudo de etileno. A
0,3 uM/L de STS, houve acumulo de peso seco e area foliar de 283 e
350%, respectivamente. Segundo esses autores, o efeito do STS foi um
balanco do efeito toxico e promotor sobre o desenvolvimento da cultura
nodal. Para a mandioca, o STS nao teve efeito tdo positivo assim. Apenas
para o cultivar Urubu a 50 uM/L de STS o comprimento da parte aérea foi
beneficiado, e suas folhas eram maiores, apesar de néao terem sido feitas
medi¢cOes de area foliar. Talvez as concentra¢fes utilizadas tenham sido

muito altas para as plantulas de mandioca.
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Fonte: Vigcosa, Minas Gerais (1999).

Figura 14 - Efeito do STS (0, 20, 30 e 50 uM/L) em pléantulas de mandioca
(Manihot esculenta Crantz), cultivares Mantiqueira e Urubu.

47



EAPEN e GEORGE (1997), em estudo de regeneracdo de
segmentos de pedunculo de Brassica, observaram gque no meio com
30 uM/L de STS houve aumento de frequéncia de regeneracdo com a
utilizacdo de BA (10 uM) e ANA (0,5 uM). Nos cultivares de mandioca,
como foi estudado apenas o efeito no desenvolvimento in vitro, ndo se
estudou seu efeito junto com outros reguladores, visando regeneracgao.
Talvez futuros estudos nesse ramo elucidem questbes que possam

contribuir para a regeneracdo de material transformado de mandioca.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

O objetivo do presente trabalho foi estudar diversos aspectos na
cultura de tecidos da mandioca, como: influéncia do nitrato de amonio;
efeito dos reguladores 2,4-D, picloram e ABA; efeito de inibidores do
etileno (STS e AgNOz3); e efeito do fotoperiodo e da qualidade da luz
através de filtros. Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratorio de
Testes de Progénie de Hortalicas da Universidade Federal de Vigcosa, em
Vigosa, Minas Gerais.

No estudo da influéncia do nitrato de amonio foram utilizados
explantes de 1 cm de comprimento, com uma gema da mandioca do
cultivar Mantiqueira ja estabelecida in vitro. Foram avaliados 14
tratamentos, sete sem BAP variando a concentragao de nitrato de amonio no
meio de 0; 1/8; 1/4; 1/2; 3/4; 1; e 2 da concentragao original e sete com BAP
nas mesmas concentra¢cdes de nitrato de amonio no meio.

Na avaliacdo do efeito do fotoperiodo, os cultivares utilizados foram
o Urubu e o Mantiqueira. O material foi submetido a trés fotoperiodos: 0, 8
e 16 horas-luz; o meio de cultura utilizado foi o MS e a avaliagéo foi feita
apos um periodo de cinco semanas.

No estudo do ABA, foram utilizadas plantulas do cultivar Mantiqueira.

Estas plantulas tinham por volta de 1 cm de comprimento e apresentavam
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uma folha, que foram inoculadas em meio de cultura com meio base MS.
Os tratamentos foram de 0; 0,1; 1,0; e 10 mg/L de ABA.

Para avaliar o efeito do 2,4-D e picloram, discos foliares e pedacos
de caule com aproximadamente 1 cm de mandioca, cultivar Mantiqueira,
foram colocados em placas de Petri contendo meio MS com concentragcdes
de 2,4 D (0; 4,4; e 8,8 mg/L) e picloram (0; 4,8; e 9,6 mg/L), sendo uma
parte no claro e outra no escuro, durante uma semana. Com o cultivar
Urubu foram avaliadas apenas concentracfes de 2,4-D (0; 2,2; 4,4; 6,6; e
8,8 mg/L) e somente com os discos foliares.

Para avaliar o efeito dos filtros de diversas cores, o cultivar testado
foi o Urubu. As plantulas foram colocadas sob filtros vermelho, amarelo e
azul, de 2 mm de espessura, e envolvidas com papel-celofane da mesma
tonalidade. O material ficou nessas condi¢cdes por um periodo de seis
semanas. As plantulas foram inoculadas em tubos de ensaio de
20 x 150 mm, contendo 10 ml do meio MS.

Quanto ao efeito do STS e AgNO3, foram utilizados os cultivares
Mantiqueira e Urubu, sendo inoculados caules com uma gema sem a folha
no meio basico MS com varias concentracdes de STS (0, 20, 30 e 50 uM) e
de AgNO3 (0, 10, 30 e 50 uM).

Nas condi¢cdes em que os experimentos foram conduzidos, e pelos

resultados obtidos, concluiu-se que:

Com ou sem o BAP, com concentracdo abaixo da normalmente
utilizada, com BAP a 1/2 (39,40 mM de N e relagdo NO3*/NH, de 2,82)
e sem BAP a partir de 1/4 (29,10 mM de N e relagdo NO3'/NH4 de
4,65), diminuem-se possiveis problemas de fitotoxidez.

- A concentragdo do 2,4-D de 4,4 mg/L e o tratamento no escuro
favoreceram a maior inducdo de modificacdes morfogénicas; os discos
foliares apresentaram respostas melhores que as dos caules. O
picloram ndo seria recomendado, pois ndo apresentou nenhum tipo de

modificagdo morfogénica.

O ABA teve efeito inibitério nas plantulas de mandioca.
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O filtro amarelo pode ser o mais indicado para um estudo na area de

enraizamento, por ter induzido um aspecto tuberoso.

O fotoperiodo influenciou diferentemente, conforme o cultivar; para o
Mantiqueira, ao se levar em conta o incremento de massa, o melhor

fotoperiodo foi o de 8 h, enquanto para o Urubu o melhor foi o de 16 h.

Tanto para o AgNO3; como para o STS, a resposta da mandioca néo foi

benéfica quanto ao desenvolvimento in vitro.
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CAPITULO 2

TRANSFORMACAO DA MANDIOCA VIA Agrobacterium rhizogenes

1. INTRODUCAO

1.1. Consideracdes gerais

A mandioca é uma cultura de destaque na conjuntura socioecondémica
mundial, em razdo de sua importancia como fonte de carboidrato e de sua
elevada capacidade de adaptacdo. Esta cultura tem potencial de producao
de 90 toneladas por hectare por ano (COCK, 1985), entretanto a
produtividade média na Africa, na Indonésia e no Brasil € bem inferior
(SOENARJO et al., 1987). Esta baixa producéo tem sido atribuida a baixa
fertilidade dos solos cultivados, deterioracdo das raizes e severa incidéncia
de pragas e doengas. Em virtude de sua grande importancia econdémica e
dos problemas encontrados no seu cultivo, varios programas de
melhoramento tradicional em mandioca foram iniciados com sucesso
(HERSHEY e JENNINGS, 1992). No entanto, o melhoramento genético
classico é dificultado por véarios motivos, como: alta heterozigose,
poliploidia, baixa fertilidade, baixa producdo de sementes e baixo nivel de
germinacdo de sementes (CONCEICAO, 1986). A engenharia genética

pode complementar programas de melhoramento tradicionais em varias
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areas, como melhoramento para resisténcia a doencgas virais (FAUQUET et
al., 1992), alteracdo da qualidade do amido (SALEHUZZAMAN et al.,
1993), reducdo do conteudo de glucosideos cianogénicos (KOCH et al.,
1994) e aumento da vida poés-colheita (THRO et al.,, 1996). Um pré-
requisito para engenharia genética da mandioca € a existéncia de um
sistema de transformagdo viavel. Existem diversos métodos de
transformacdo, e a realizada por meio de Agrobacterium ndo requer
equipamentos especificos, além de ter um custo menor. Tem-se enfatizado
entdo a aplicacdo de modificagcdo genética ou transformacgao para resolver
alguns desses problemas (RAEMAKERS et al., 1993).

Tendo em vista a importancia desta técnica, o presente trabalho
objetivou a transformacédo da mandioca com o uso do A. rhizogenes, bem

como sua regeneracdo e confirmagdo com analise isozimatica.

1.2. Utilizag&do do Agrobacterium rhizogenes

A biologia molecular permitiu a transferéncia via Agrobacterium de
novos genes de origens distintas em diferentes espécies vegetais. A
construcdo de vetores derivados do plasmidio Ti ou Ri para introduzir
genes exogenos em plantas foi possivel gracas a uma particularidade
deste mecanismo de transferéncia genética natural: nenhum gene ou
nenhuma sequéncia de DNA presente no T-DNA, exceto suas bordas, séo
necessarios ao seu processo de transferéncia e integracdo no genoma
vegetal (HOOYKAAS e SCHILPEROORT, 1992). A. tumefaciens e A.
rhizogenes sdo bactérias aerébias gram-negativas, fitopatdgenas do solo,
pertencentes a familia das Rhizobiaceae. A. tumefaciens é o agente causal
da doenca conhecida como galha-da-coroa (do inglés crown gall) e A.
rhizogenes € o0 agente da sindrome da raiz-em-cabeleira (do inglés hairy root).

A faixa de hospedeiros de Agrobacterium €& bastante ampla,
abrangendo mais de 643 espécies vegetais, ndo incluindo a maioria das
monocotiledéneas e gimnospermas. Além disso, existe grande diferenca de
susceptibilidade a Agrobacterium mesmo em variedades pertencentes a

uma mesma espécie (BINNS, 1990). Portanto, a determinagdo da melhor
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combinacdo patdégeno-hospedeiro para uma dada espécie ou variedade é
uma etapa inicial importante para o desenvolvimento de metodologias que
visem a obtencado de plantas transgénicas através do sistema Agrobacterium
(LACORTE e MANSUR, 1993).

A viruléncia das agrobactérias é causada pela presenca, nas cepas
patogénicas, de um plasmidio de alto peso molecular (150-250 Kd),
chamado de Ti (para Tumor-inducing), em cepas de A. tumefaciens, e Ri
(para Root-inducing), em cepas de A. rhizogenes. Na realidade, as
agrobactérias sdo capazes de transferir parte deste plasmidio para o
genoma das células da planta hospedeira, onde é integrado de forma
estavel. A parte transferida do plasmidio Ti ou Ri é chamada de T-DNA (do
inglés Transferred DNA) e é delimitada por duas seqléncias repetidas de
25 pb, conhecidas como bordas ou fronteiras direita e esquerda. A
transferéncia e a integracdo do T-DNA sao determinadas por, pelo menos,
trés elementos genéticos da bactéria: varios genes localizados no
cromossoma bacteriano; o conjunto de genes de viruléncia (0s genes vir)
localizados no plasmidio Ti ou Ri; e as bordas que delimitam o T-DNA
(HOOYKAAS e BEIJERSBERGEN, 1994). O sistema de infeccdo das
agrobactérias representa, assim, uma situagcao uUnica e nova na natureza:
um elemento genético contendo informacdes complexas que permite a
transferéncia de genes de um organismo procariota para um organismo
eucariota superior.

Na sindrome da raiz-em-cabeleira obtida apods infeccdo por A.
rhizogenes, a expressdo de varios oncogenes induz a producdo de raizes
secundarias no local da inoculacéo, provavelmente devido a um aumento
da sensibilidade a auxina nas células transformadas (TEPFER, 1990).
Entretanto, até hoje, o mecanismo de inducéo de raizes por A. rhizogenes
ainda ndo foi completamente elucidado.

O T-DNA também possui genes que codificam enzimas responsaveis
pela sintese de opinas, que sdo moléculas simples resultantes da
condensacao de um aminoacido com um carboidrato. As opinas produzidas
pelas células transformadas servirdo como fonte de energia (carbono e
nitrogénio) exclusivamente para a agrobactéria parasita. O tipo de opina

produzido e excretado pelas células do tumor é determinado pela bactéria
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indutora do tumor (WINNANS, 1992). Assim, as cepas de Agrobacterium sp.
sado classificadas de acordo com o tipo de opina presente no tumor, como,
por exemplo, cepas do tipo octopina, nopalina, agropina ou succinamopina.

ROCA et al. (1993) utilizaram para mandioca o0 sistema com
Agrobacterium e biolistica, sendo a atividade GUS detectada em embrides
somaticos diferenciados de explantes selecionados por resisténcia a
fosfinotricina depois do cocultivo com A. tumefaciens, carregando o
plasmidio pG1040. A expressdo do gene uid A foi detectada no embrido
primario soméatico 60 e 90 dias apds o bombardeio com o mesmo plasmidio
construido. CABRAL et al. (1993) observaram a suscetibilidade de duas
variedades de mandioca, MCol 22 e Mantiqueira, a 10 cepas selvagens de
A. tumefaciens, indicando a potencialidade da utilizacdo de vetores no
sistema Agrobacterium para introduzir genes em mandioca. CAETANO
(1993) utilizou o sistema A. rhizogenes e A. tumefaciens para estudo de
metabolitos secundarios, em que as culturas de o6rgaos transformados
apresentam praticamente o0 mesmo comportamento de biossintese em
relacdo ao tecido da planta intacta, podendo produzir e acumular, na
maioria das vezes, metabdlitos secundarios em até 25 vezes, comparando
com a planta intacta.

O sistema Agrobacterium tem sido empregado com sucesso em
espécies florestais como Populus sp. (BRASILEIRO et al., 1993) e Eucaliptus
(MACHADO et al.,, 1993), bem como em espécies agrondmicas como
Nicotiana tabacum (MARCELLINO et al.,, 1993; BORGES et al.,, 1993;
MARTINEZ et al., 1992), Arachis hypogaea L. (FREITAS et al., 1993),
Ipomaea sp. (GAMA et al., 1993) Glycine max (L.) Merr. (DROSTE et al.,
1993), Hordeum vulgare L (ASSMANN et al., 1993) e Solanum tuberosum
(FARINELLI et al., 1993; CHAND et al., 1989).

1.3. Fatores que influenciam a infeccdo do Agrobacterium

Alguns fatores interferem na infec¢cédo por Agrobacterium, como, por
exemplo, o meio de cultura, devido a diferengcas nos valores de pH e

concentragdo salina. Quando a planta sofre alguma injdria, libera
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compostos fendlicos que servirdo como sinalizadores quimicos. Estes
compostos ativam a proteina transmembrana Vir A, uma histidina quinase,
que autofosforila e transfere o grupamento fosfato para a Vir G. Esta ira
ativar os genes da regido Vir, liberando proteinas do tipo SSB (single
strand binding proteins), endonucleases, polimerases e topoisomerases, as
quais irdo promover a duplicacdo, estabilizacdo e transferéncia deste
segmento do plasmidio denominado T-DNA, que sera incorporado ao
genoma da planta (BRASILEIRO et al., 1993). Como a capacidade infectiva
do Agrobacterium se restringe basicamente as dicotiledéneas e a algumas
monocotiledéneas, a relacdo patdgeno/hospedeiro também influencia o
sucesso da transformacédo (CARDARELLI et al., 1987). Devido ao fato de o
cultivo de células em suspensao ser muito dificil, foi desenvolvido um sistema
de transformacédo baseado no cocultivo de Agrobacterium e discos foliares.

A idade do disco foliar também influencia a infec¢éo, pois a infec¢ao
pela bactéria na inducdo de enraizamento é funcdo do gendtipo da planta,
bem como do seu estado fisioldgico. Além desses fatores, a auxina parece
influenciar a indugdo de enraizamento, ou o aumento da sensibilidade das
células transformadas a este regulador de crescimento (SPENA et al.,
1987; MAUREL et al., 1994). A luz apresenta efeitos sobre 6rgdos e células
que influenciam a taxa e duracao da divisao celular, além do tamanho final
das células (GABA et al., 1983). O aumento da radia¢do luminosa incrementa
a atividade fotossintética, aumentando também a producao de hidratos de
carbono e o teor de matéria seca, enquanto a deficiéncia luminosa proporciona
alongamento celular, causando estiolamento sem alteracdo do teor de
matéria seca (PANDURO, 1986); dessa maneira, 0 cocultivo no escuro
pode favorecer uma maior infeccdo por parte das bactérias. LI et al. (1996)
induziram a formacao de brota¢cbes no escuro por 20 dias, e a inducao de
raiz foi na luz. Na inducéo de regeneracdo de gemas de mandioca, também
utiliza-se um pré-tratamento no escuro (MUSSIO et al., 1998).

A sequéncia de escuro e luz continua também tem sido relatada
como reguladora da embriogénese somatica (KOTT e KASHA, 1984,
PELISSIER et al., 1990). Em culturas de células de cevada (KOTT e
KASHA, 1984), 41,9% dos embrides formados foram obtidos no escuro,

enquanto na presenca de luz somente 19,6% foram obtidos. Em girassol, a
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exposicdo a luz no inicio do cultivo inibiu totalmente a embriogénese
somatica. Quando utilizada apés cinco dias, a luz favoreceu a formacéao de
pequenos pontos verdes, gemas turgidas e alguns embrides. O efeito da
luz pode ser interpretado como uma acdo sobre o metabolismo de
proteinas reservas, como mostrado em cotilédones de meldo, onde ocorre
a sintese de um polipeptideo de 20-25 Kd no escuro e nao ocorre na
presenca de luz (LESHEM et al., 1995). A luz ainda pode atuar sobre o
metabolismo e a disponibilidade de acucar dependente de energia, como
foi observado em fumo, em que a diferenciacéo floral foi influenciada pela
quantidade de luz e pelo suprimento de acgucar (COUSSON e TRAN
THANH VAN, 1983). Outro exemplo da interacdo entre luz e acucar foi
encontrado em Digitaria, onde embrides sométicos diminuiram pela metade
quando expostos a luz e a alta concentracdo de acucar (9 %) (LE et al.,
1997).

Em Brassica napus, o tratamento com luz também diminuiu a
inducdo da embriogénese secundaria em embrides derivados de
microsporo. Condi¢cdes de escuro foram comparadas com baixa
intensidade de luz (15-20 mm™2 s™?, 16 h de fotoperiodo) e com luz de alta
intensidade e continua (150-200 mm™ s™). Foi verificado que 50%-60% dos
embrides passaram para a segunda fase de embriogénese no escuro, e, na
luz continua, apenas 19-23% (NEHLIN et al., 1995).

1.4. Selecédo de transformantes

Apos a transformacéo, a viabilidade do sistema depende de uma boa
selecdo dos transformantes, de células ou tecidos transgénicos. E
necessaria, dessa maneira, a presenca de um marcador geneético que
permita a selecdo. Diversos sao os genes utilizados para esta finalidade,
0s quais sao chamados de “genes repérter”. Dentre estes, destacam-se o
gene nptll, que confere resisténcia a canamicina; Luc, que produz
luminescéncia na presenca de oxiluciferina; e GUS, que pode ser analisado

por métodos colorimétricos,bem como por métodos de fluorescéncia.
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A canamicina inibe quase que completamente a organogénese de
Rubus, causando branqueamento das folhas a 50 mg/L, apesar de nao ter

sido usado o gene nptll como marcador genético (GRAHAM et al., 1990).

1.5. Regeneracao

A expressdao da morfogénese por células totipotentes ou
competentes pode ocorrer através de dois padrdes basicos: organogénese
e embriogénese somatica. O primeiro padrdo manifesta-se pela formacéao
de uma estrutura unipolar ligada ao tecido matriz, ao passo que no segundo
forma-se uma estrutura bipolar integrada em um unico eixo (KOHLENBACH,
1976). Enquanto uma planta pode desenvolver-se diretamente a partir de
um embrido somatico, a regeneracdo via organogénese requer que um
eixo caulinar desenvolvido a partir de uma gema forme raizes adventicias
ou seja enraizado ap0s sua separacao e transferéncia para novo meio.

As seqiiéncias organogenéticas em sistemas experimentais in vitro
podem ocorrer direta ou indiretamente. No primeiro caso, a partir de um
explante priméario ha a formacéao de 6rgdo; no outro esquema, pode ocorrer
a partir do explante primario com a formacdo de um meristemdide e
posteriormente um sistema de 6rgdos, como um ramo ou uma flor (HICKS,
1980). No modelo indireto existem sequéncias envolvendo um estagio
intermediario de calo entre o explante primario e o meristemoide.

A obtencdo de plantas inteiras através de embrides somaéticos
induzidos in vitro € mais uma demonstracao da persisténcia da totipoténcia
nas ceélulas de plantas superiores. De maneira geral, a formacédo de
estruturas embrionarias bipolares inicia-se com a desdiferenciacdo dos
tecidos do explante e progride através de sequéncias idénticas aquelas
verificadas para a organogénese (REINERT et al., 1977).

H& pelo menos duas categorias distintas de embriogénese que
ocorrem in vitro. A primeira corresponde ao modelo direto, no qual embrides
somaticos originam-se dos tecidos sem a formacdo de calos. A segunda
categoria relaciona-se com um modelo de desenvolvimento em que ha um

estagio intermediario de calo e é chamada de embriogénese indireta.
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A morfogénese, na maior parte dos sistemas experimentais in vitro,
dependente da utilizacdo de fitorreguladores. Certos reguladores de
crescimento sao fatores importantes para expresséao da citodiferenciacéo e
da morfogénese em sistemas in vitro.

Uma vez transformada, é necessaria uma eficiente regeneracgao, que
pode ser obtida através da embriogénese somatica (RAEMAKERS et al.,
1993). A embriogénese somatica foi obtida através de inoculacao de folhas
de explantes de mandioca cultivados in vitro, sendo os melhores resultados
obtidos quando se utilizou o meio MS suplementado com 4 mg/L de 2,4-D,
na proporcédo de 20 mL/embrido (RAEMAKERS et al., 1993). Estes autores
observaram também que embrides fragmentados produzem mais; do 1°
para o 22 ciclo sdo necessarios 21 dias, e do 22 para o 32 ciclo, sete dias,
para a producado dobrar. A regeneracao foi automética, com 0,1 mg/L de
BAP no MS. ESKES et al. (1994) e PARKE (1978) mostraram que acucar,
auxinas e citocininas sao fatores importantes na formacdo e no
crescimento do calos.

A partir da raiz da mandioca, PRABHUDESAI e NARAYANASWAMY
(1975) obtiveram formacao de calos sem teor de HCN, usando 5 ppm de
2,4-D; apesar de nao regenerar plantas, este autor cita a possibilidade de
obtencao de plantas livres de HCN. LI et al. (1996) obtiveram embrides de
plantulas de mandioca transformada utilizando 6 mg/L de 2,4-D no escuro.
SHAHIN e SHEPARD (1980), na multiplicacéo de calos, obtiveram melhor
resultado com 0,5 mg/L de BAP, 0,1 mg/L de ANA, 0,25% de sacarose e
2,46% de manitol; para regeneracdo dos calos, o meio utilizado foi
0,04 mg/L de BAP, 0,25 mg/L de AIA e 0,014 mg/L de GAs, depois de
passar oito dias no meio com 10 mg/l de 2,4-D e 1 pM de kinetina.

1.6. Isozimas

Os primeiros marcadores genéticos utilizados foram caracteristicas
morfoldgicas. Entretanto, os marcadores morfologicos freqlientemente séo
controlados por genes dominantes, ndo permitindo distinguir plantas
heterozigotas. Marcadores morfolégicos, como a presenca de pigmentos
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nas flores ou caracteristicas de frutos e sementes, Sdo expressos somente
na planta adulta, ndo sendo praticos quando se trabalha com espécies de
ciclo de vida longo. Marcadores genéticos bioquimicos e moleculares, além
de serem identificaveis em qualquer fase do desenvolvimento da planta,
nao interferem no processo bioldgico que se deseja estudar. Por defini¢éo,
marcadores bioquimicos sdo produtos da expressao de genes (proteinas
ou compostos secundarios). Marcadores moleculares derivam da analise
do polimorfismo presente no proprio DNA.

As isozimas sao diferentes formas moleculares de uma enzima
catalisando a mesma reacdo na célula. Quando as isozimas sao
controladas por alelos de um dnico loco, elas sdo chamadas de
aloenzimas. Estas representam a consequéncia bioquimica da substituicao,
delecdo ou adicdo de um ou mais aminoacidos no polipeptideo, afetando a
sua carga elétrica e, consequientemente, a sua mobilidade durante a
eletroforese. A mobilidade da molécula através do gel depende também do
seu peso molecular e da sua conformacao. ApoOs a separacao das isozimas
por eletroforese, elas sdo identificadas por meio de reacfes quimicas
baseadas em suas atividades cataliticas especificas. Nesse processo, sao
fornecidos os substratos e os co-fatores necessarios a rea¢cao da enzima in
vitro, além de compostos que, por meio de uma reacdo secundaria, formam
produtos coloridos e insolluveis que permitem identificar exatamente a sua
posicdo no gel. O conjunto de bandas coloridas que uma enzima forma no
gel € denominado zimograma. Quando se deseja apenas distinguir
individuos ou clones entre si, o conjunto de bandas produzido no
zimograma pode ser suficientemente informativo. Nesse caso, o conjunto
de isozimas representa um fenétipo particular (ALFENAS e BRUNE, 1998).

A analise isozimética tem auxiliado o estudo dos sistemas de
transformacao, a exemplo da caracterizacdo de raizes transformadas de
leguminosas forrageiras por A. rhizogenes; raizes, explantes e protoplastos
de Pisum sativum transformados por linhagens de A. tumefaciens e A.
rhizogenes; e fragmentos de caule de batata doce transformado por A.
rhizogenes (DOBIGNY et al., 1996), em analises de uniformidade das
plantas regeneradas via embriogénese somatica de mandioca (MUSSIO et
al., 1998), gengibre (ARIMURA, 1997), batata-doce (ALVES et al., 1994).
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Em mandioca, a analise de isozimas € muito Gtil para caracterizagao
de cultivares (SALES FILHO, 1991), para verificacdo da ocorréncia de

mutacdes somaticas e divergéncia genética (BORSOI FILHO, 1995).
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2. MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foram utilizados dois cultivares de mandioca
(Urubu e Mantiqueira) fornecidos pelo Laboratério de Cultura de Tecidos da
UFLA (Universidade Federal de Lavras) - MG.

O material vegetal foi estabelecido in vitro a partir de meristemas,
gue foram obtidos colhendo-se brota¢cbes de ramas de mandioca plantadas
em caixotes com areia esterilizada e mantidas em casa de vegetacdo com
pulverizacdes semanais de fungicidas. Essas brota¢cdes foram levadas para
o laboratério, onde foram lavadas em &agua corrente por 30 minutos e
depois agitadas por 20 minutos em solugao com 2,5% (p/v) de hipoclorito
de sodio contendo 0,01% (v/v) de Tween-20. Imediatamente, foram lavadas
seis vezes em agua deionizada e esterilizada e, com auxilio de lupa, pincas e
bisturi, retiraram-se 0s meristemas, e transferindo-os para tubos de ensaio
contendo meio MS.

A bactéria A. rhizogenes R1601 foi cedida pelo Department of Plant
and Life Science da Universidade de Nottinghan-UK, na Inglaterra.

A bactéria utilizada pertence a uma linhagem do tipo agropina,
originaria de A. rhizogenes A4, contendo o plasmidio pRiA4b. Este plasmidio
possui 0 gene quimérico nptll (Neomicina fosfotransferase), que confere
resisténcia a canamicina, co-integrado ao fragmento 21 de Hindlll e pTVYK291

em trans, conferindo um fenétipo de superviruléncia (PYTHOUD et al., 1987).
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As plantulas de mandioca ja estabelecidas in vitro foram mantidas
em manutencdo em meio MS em uma sala de crescimento a + 26°C, sob
fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa minima de 2.000 lux
(36 mol m? s™).

As bactérias foram cultivadas em meio APM (PYTHOUD et al., 1987).
Para inoculacdo, elas foram ativadas em meio liquido APM sob agitacédo de
150 rpm, a 28°C, por 12 horas, até atingirem uma concentracdo celular de
aproximadamente 5 x 10° células/mL. Dai, foram centrifugadas e
ressuspendidas em meio MS liguido e utilizadas para o cocultivo com os

discos foliares de mandioca.
2.1. Efeito da canamicina

Este experimento foi realizado com o objetivo de se determinar um
meio seletivo para obtencéo de transformantes quimeéricos. Neste trabalho,
utilizou-se o cultivar Urubu, obtido conforme o item 2 e com, em média,
guatro semanas de idade. Essas plantulas foram repicadas em pequenos
toletes sem folhas com aproximadamente 1 cm e contendo uma gema lateral.
Esses toletes foram transferidos para os tratamentos com 11 niveis de
canamicina (0,0; 100; 200; 300; 400; 500; 600; 700; 800; 900; e 1.000 mg/L),
com meio basico sélido MS. Eles foram mantidos em sala de crescimento a
temperatura de 27 + 2°C, com fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa
média de 24 mmol m?s™,

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com 11 niveis de
canamicina (0,0; 100; 200; 300; 400; 500; 600; 700; 800; 900; e 1.000 mg/L),
com 14 repeticdes. As caracteristicas avaliadas ap6s 30 dias foram o numero
de folhas, o comprimento da parte aérea, 0 numero e o comprimento de
raizes, o peso de matéria seca e 0s aspectos visuais (cor da folha do caule).

Os dados de nuamero de folhas, comprimento da parte aérea e peso
da matéria seca foram submetidos a analise de varidncia e testados
modelos de regressdo, em funcdo dos niveis de canamicina. A escolha do
melhor modelo de regresséo baseou-se no maior coeficiente de determinagcao
(R?) e na significancia dos coeficientes de regress&do por meio do teste t de

Student em nivel de 1% de probabilidade.
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2.2. Co-cultivo de discos foliares velhos e novos na presenca e

auséncia de luz

Discos foliares do cultivar Urubu, obtidos conforme item 2, foram
testados com o objetivo de avaliar o efeito da presenca ou auséncia da luz
no periodo de cocultivo de discos foliares velhos e novos em meio MS
liquido com A. rhizogenes, para uma melhor condicdo de infeccao, visando
a producéo de transformantes.

Os discos foliares de folhas velhas (com oito semanas) e novas (com
guatro semanas) foram removidos assepticamente e colocados em placas
de Petri contendo 10 ml de meio MS liquido, com a face abaxial voltada
para cima. Esta face foi ferida com um bisturi cirirgico antes do cocultivo
com a bactéria. Ap6s uma semana, as folhas foram transferidas para um
outro meio MS sdélido contendo 50 mg/L de canamicina, 500 mg/L de
claforam e 10 mg/L de BAP, para eliminar as bactérias e permitir o
desenvolvimento de calos de células supostamente transformadas pela
bactéria.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos (folhas velhas no escuro (VE), folhas velhas no claro (VC),
folnas novas no escuro (NE) e folhas novas no claro (NC)) e sete
repeticdes.

ApO6s um periodo de seis semanas, avaliou-se o percentual de folhas
que sofreram injuria ou ndo na presenca ou auséncia da luz. Os dados

foram analisados por meio de estatistica descritiva.

2.3. Co-cultivo de discos foliares em meio MS mais A.

rhizogenes em varios niveis de concentracdo de ANA

Os discos foliares foram retirados do cultivar Mantiqueira, obtido
conforme item 2; as plantulas estavam com aproximadamente quatro
semanas de idade. Os tratamentos utilizados foram as seguintes
concentracdes de ANA: 0,0; 0,1; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; e 5,0 mg/L em meio MS

liguido mais 100 mm das bactérias por frascos do tipo magenta com 20 mL
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do meio. Os discos foliares foram feridos previamente e transferidos para o
meio com os diferentes tratamentos, onde foram mantidos durante um
periodo de quatro dias no escuro. ApOs este periodo, os discos foram
transferidos para um meio MS solido acrescido de 50 mg/L de canamicina,
500 mg/L de claforam e 10 mg/L de BAP, onde permaneceram durante um
periodo de seis semanas, para posterior avaliacdo. Os calos foram
contados, e o comprimento da raiz foi estimado utilizando-se um papel-
vegetal, onde foram copiadas as raizes desenvolvidas; depois, com uma
linha, contornaram-se 0s riscos, para uma posterior medicao.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado,
com cinco tratamentos (0,0; 0,1; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; e 5,0 mg/L de ANA) e
cinco repeticdes, em duplicata. As caracteristicas avaliadas foram o
numero de raiz e o comprimento de raiz, cujos dados foram submetidos a

analise de variancia e interpretados por meio de analise descritiva.

2.4. Calos supostamente transformados cultivados em véarios niveis
de BAP

Os calos supostamente transformados foram coletados dos discos
foliares do cultivar Urubu, o qual foi co-cultivado com a bactéria e
transferido para o meio com canamicina, claforam e BAP, pela metodologia
citada no item 2.2. Esses calos foram multiplicados em meio com o0s
antibidticos mais a citocinina, até atingirem quantidade suficiente para
elaborar outros experimentos. Nesse meio previamente multiplicado, esse
material se desenvolveu bem, porém foram testadas outras concentracdes
para avaliar o comportamento dos calos. O material foi dividido em
pedacos de aproximadamente 0,5 cm e colocados em meio MS sélido com
BAP (1,0; 10,0; 50,0; e 100 mg/L).

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com quatro
concentracdes de BAP (1, 10, 50 e 100 mg/L) e 14 repeticOes. Depois de
dois meses, foi feita avaliacdo do material apds atingir peso estavel em
estufa, quando foi pesado em balanca de precisédo, obtendo-se o peso de
matéria seca dos calos. Os dados de peso de matéria seca foram submetidos

a andlise de variancia e interpretados por meio de analise descritiva.
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2.5. Calos supostamente transformados cultivados em meio
MS, GA3z + BAP e picloram

Os calos supostamente transformados obtidos a partir do item 2.2
foram divididos em pedacos de aproximadamente 0,5 cm, transferidos para
os tratamentos e avaliados apd6s um periodo de dois meses. Foram
avaliados o peso da matéria seca dos calos e o0 aspecto visual do material.

O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado, com trés
tratamentos (MS sem nenhum regulador de crescimento, MS + GA;
(0,05 mg/L) + BAP (2 mg/L) e MS + picloram (8 mg/L)) e 14 repeticdes.

Os dados de peso de matéria seca dos calos foram submetidos a
analise de variancia, e as meédias dos tratamentos foram comparadas por

meio do teste de Student-Newman-Keuls, em nivel de 5% de probabilidade.

2.6. Anéalise de isozimas

Foi feita uma analise isozimatica para averiguar o material
supostamente transformado, em relacdo ao material ndo-transformado.
Coletou-se material da plantula da mandioca nao-transformada, dos calos da
mandioca néo-transformada e dos calos de mandioca do material

transformado.

2.6.1. Preparo do gel

Os sistemas isozimaticos foram caracterizados pela técnica de
eletroforese horizontal em géis de amido de milho (maisena) a 12%,
utilizando-se 42 g de amido de milho em 350 ml de solugdo-tampéao
(CONKLE et al., 1982).

No preparo do gel de amido, foram empregados 350 ml de solucéo-
tampado, dos quais 80 ml foram vertidos em um baldo volumétrico de
1.000 mL e levados a fervura em fogo brando. Imediatamente, apés a
fervura, o conteddo do baldo volumétrico foi vertido no erlenmeyer, e este

retornado a chama, para o cozimento do amido durante 3,5 minutos, no
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caso do sistema-tampao tris-citrato (SHAW et al., 1970), e trés minutos, no
caso do sistema-tampéao borato (BROWN, 1978). Em seguida, o contetudo
do erlenmeyer foi vertido em uma forma de acrilico de dimensdes de
17,0 x 14,0 x 1,0 cm, sobre a qual se colocou uma placa de vidro preé-
aquecida a 60°C, com a finalidade de se uniformizar a superficie do gel. Os
géis foram preparados, a tarde, e deixados a temperatura ambiente até a
manha do dia seguinte. Em seguida, foram resfriados a 4°C por uma hora

em camara fria, antes da conducao da eletroforese.

2.6.2. Coleta das amostras e extragcdo das enzimas

Para extracdo das enzimas, foram amostrados tecidos foliares de
uma planta ndo-transformada, de um calo de uma plantula de mandioca
nao-transformada e de um calo supostamente transformado. A extrac¢éo foi
realizada utilizando-se almofariz e pistilo previamente congelados e
mantidos sobre barras de gelo. Triturou-se cerca de 1 g de tecido/mL de

solucéo-tampao, previamente gelada (ARIMURA, 1997).

2.6.3. Aplicacdo das amostras e corrida eletroforética

O tecido vegetal foi triturado e aplicado em uma tira de papel
cromatografico Whatman 3 MM (12 x 5 mm), com auxilio de uma pinga,
para absorcéo do filtrado.

O gel preparado como se segue. Retirou-se a placa de vidro e a
cerca de 2,5 cm da extremidade fez-se um corte perpendicular, afastando a
menor porgcao do gel, para facilitar a aplicacao das amostras. As amostras
absorvidas pelas tiras de papel foram colocadas ao longo da face cortada
do gel maior, cobrindo completamente a espessura do gel. Aplicou-se a
solucdo de azul-de-bromofenol em tira prépria, para monitorar a migracao.
Em seguida, foi apoiado o suporte do gel sobre as cubas e conectado o gel
as cubas dos eletrodos, mediante uma ponte de pano tipo Perfex

previamente embebida na solugcdo-tampéao, para cada sistema enzimatico.
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Fez-se uma pré-corrida eletroforética durante 15 minutos de
150 volts, a fim de que as proteinas fossem liberadas das tiras de papel
Whatman 3 MM para o gel. Desligou-se o aparelho, desconectou-se o gel
das cubas e foram removidas as tiras com auxilio de pinga cirdrgica.
Conectou-se o gel as cubas e ligou-se o aparelho novamente a 200 volts,
segundo metodologia utilizada por ARIMURA (1997).

2.6.4. Revelacdo das bandas de isozimas

Apébs a corrida eletroforética, o gel foi cortado em fatias com auxilio
de guias e, mediante o uso de um fio de nailon, em quatro fatias
horizontalmente, aproveitando trés fatias por gel. As fatias dos géis foram
entdo colocadas sobre bandejas refratarias tipo Pyrex e sobre elas foram
vertidas as solugdes com os substratos especificos para cada sistema
enziméatico, conforme BORSOI FILHO (1995).

Para o sistema peroxidase (PO), as bandejas refratarias foram
colocadas em camara fria a 4°C, até o aparecimento das bandas
isozimaticas. Ja para 0s sistemas isozimaticos esterase, glutamato
oxaloacetato transaminase, malato desidrogenase e isocitrato
desidrogenase, as bandejas refratarias foram colocadas em estufa a
temperatura de 37°C, no escuro até o aparecimento das bandas
isozimaticas. Em seguida, as soluc¢fes reveladoras foram descartadas pela
passagem de agua corrente, e os padrées nos geéis foram fixados, durante
12 horas em camara fria a 4°C, com uma solugdo com 10% de glicerina.
Apos este periodo, a solucdo de glicerina foi removida e substituida por
uma solucdo com 65% de alcool etilico, 30% de agua e 5% de glicerina,
durante cinco minutos, com o0 objetivo de se desidratarem o0s géis.
Imediatamente apds, os géis foram secados pelo método do bastidor e

armazenados em papel-toalha.
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2.6.5. Confeccédo de zimogramas

Para a identificacdo das bandas, os géis foram dispostos na
superficie de um diafanoscopio e, através do uso de uma régua
milimetrada, as migragdes das bandas foram medidas e transferidas para
um papel milimetrado. Em seguida, calculou-se a mobilidade relativa (Mr)
das bandas isozimaticas, pela razdo entre as distancias percorridas por
banda particular, presente nas plantas. Ao conjunto de bandas de
diferentes mobilidades eletroforéticas, em suas respectivas posicdes em
cada planta, designou-se padrao (PEREIRA, 1986).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito da canamicina

O Quadro 1 apresenta o resumo da analise de variancia do nuamero
de folhas, comprimento da parte aérea e peso da matéria seca de mandioca.

Verificou-se que o antibiético promove inibicdo no desenvolvimento
dos explantes, apesar de ndo provocar a morte. Em todas as concentracdes,
com excec¢ao da testemunha, houve o desenvolvimento da gema, que, logo
ap0s a emissdo, paralisou o crescimento. Com relacdo a coloracdo dos
foliolos desenvolvidos, em todos os tratamentos, com excecdo da
testemunha, eles eram de coloragao branca. Se o material fosse deixado por
um periodo maior, talvez tivesse ocorrido a morte. Para as raizes, a
canamicina inibiu o seu desenvolvimento, ou seja, apenas a testemunha
apresentou raizes (Quadro 2). Os resultados da andlise de regressao do
namero de folhas, comprimento da parte aérea e peso da matéria seca
(Figura 1) indicam toxidez a partir da concentracéo de 100 mg/L. O niamero de
folhas teve diminuicdo de 74,57%, se comparado ao numero de folhas da
testemunha (4,09), com relacdo ao numero de folhas na concentracdo de
1.000 mg/L (1,04); quanto ao comprimento da parte aérea, a diminuicao foi de
44,82% da testemunha (3,77 cm), para a concentracdo de 1.000 mg/L
(1,69 cm); e, com relacdo ao peso da matéria seca, a diminuicao foi de 72,47%
da testemunha (0,0247 g), para a concentracédo de 1.000 mg/L (0,0068 g).
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Quadro 1 - Numero de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA),
numero de raizes (NR), comprimento de raizes (CR) e peso
da matéria seca (MS) de mandioca, cultivar Urubu, submetida
a diferentes doses de canamicina

Canamicina NF CPA NR CR MS

mg/L cm cm g
0 4,33 4,06 7,67 7,34 0,0265
100 0,83 0,81 0,00 0,00 0,0044
200 0,75 0,74 0,00 0,00 0,0021
300 0,29 0,98 0,00 0,00 0,0036
400 0,33 0,98 0,00 0,00 0,0022
500 0,30 0,99 0,00 0,00 0,0039
600 0,93 1,08 0,00 0,00 0,0036
700 0,85 1,19 0,00 0,00 0,0042
800 0,46 1,21 0,00 0,00 0,0039
900 0,77 1,23 0,00 0,00 0,0046
1.000 0,62 1,46 0,00 0,00 0,0047

Quadro 2 - Resumo da andlise de variancia do niumero de folhas (NF),
comprimento da parte aérea (CPA) e peso da matéria seca
de mandioca, cultivar Urubu

Quadrado médio

FVv GL NF CPA MS
Canamicina 10 16,0958** 10,3745** 0,000576**
Residuo 143 0,3349 0,2647 0,000012
C.V. (%) 63,57 38,99 59,66

** Significativo pelo teste F (P < 0,01).
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** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste t.

Figura 1 - Estimativa do numero de folhas (A), do comprimento da parte
aérea (B) e do peso da matéria seca (C) de plantulas de
mandioca, cultivar Urubu, em funcéo de doses de canamicina.
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Em experimento realizado com eucaliptus (SANTOS, 1996), este
apresentou inibicdo a 50 e 100 mg/L de canamicina; as brotagcbes néo se
desenvolveram; e suas folhas ficaram amarelas, apresentando-se pouco
clorofiladas e menores que as do grupo controle, semelhante aos resultados
deste trabalho. A diferenca é que, ap0os sete dias, as plantas de eucaliptus ja
comegaram a senescer; na mandioca, isto ndo ocorreu. Provavelmente, a
mandioca é menos sensivel ao antibidtico que o eucaliptus (E. grandis e
E. citriodora).

Em Rubus articus L., ao testar o potencial seletivo da canamicina,
KOKKO e KARENLAMPI (1998) constataram que plantulas micropropagadas e
nao-transformadas nao sofreram efeito inibitério a 40 mg/L. J4 a 50, 75, 100 e
200 mg/L de canamicina obteve-se uma porcentagem de sobrevivéncia de
68, 35, 10 e 0%, respectivamente, e as plantulas transformadas se

desenvolveram normalmente a 100 mg/L de canamicina.

3.2. Co-cultivo de discos foliares em meio MS com Agrobacterium

rhizogenes na presenca ou auséncia de luz

Os discos foliares obtidos a partir de folhas novas, cocultivadas no
escuro, ndo sofreram injarias; contudo, quando colocados na luz, 85,7%
sofreram intensa oxidacdo, com apenas 12,5% permanecendo intactos
(Figura 2). Os discos foliares de folhas velhas, cocultivadas no escuro,
também nédo sofreram nenhuma injuria; todavia, aqueles colocados no claro
foram afetados, indicando que idade e luz séo fatores criticos, uma vez que
o melhor tratamento tanto para folhas velhas ou novas foi o escuro, e as
mais novas apresentaram tendéncia a resistir melhor na presenca da luz
(Figura 2). Estes resultados confirmam o efeito da luz ndo s6 na inducéao
da embriogénese, mas também como fator determinante no sucesso da
infeccao e, consequentemente, da transformacéo.

A idade das folhas também mostra o efeito do estaddio de
desenvolvimento também como fator determinante da transformacéao, haja
vista conforme a Figura 3, o fato de que somente folhas novas e no escuro
formaram calos transformados, de onde foi retirado material para

posteriores experimentos de tentativa de regeneracéo.
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Figura 2 - Percentual médio de discos foliares novos (N) e velhos (V) de
plantulas de mandioca, cultivar Urubu, queimados na presenca
(C) e na auséncia (E) de luz.

Figura 3 - Efeito da presenca ou auséncia de luz no cocultivo de discos
foliares de plantulas de mandioca, cultivar Urubu, em placas de
Petri: A — folhas novas e presenca de luz; B - folhas novas e
auséncia de luz; C — folhas velhas e auséncia de luz; D — folhas
velhas e presenca de luz (Vigosa, Minas Gerais, 1999).
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3.3. Co-cultivo de discos foliares em meio MS mais A. rhizogenes

em varios niveis de concentracdo de ANA

A analise de variancia do nuamero de calos e do comprimento de
raizes foi ndao-significativa. Pelo Quadro 3 pode-se observar que as
concentragdes onde foram encontrados o maior numero de calos foram as
de 0, 2 e 3mg/L de ANA, com numero médio de 2,30 e 2,50,
respectivamente. DOBIGNY et al. (1996), com o objetivo de induzir a
regeneracao direta de plantas transformadas de segmentos de caule de
batata inoculada com A. rhizogenes fizeram um pré-tratamento com ANA,
por uma noite, com 0,0, 5,3 e 26,5 pM de ANA adicionado ao meio. Como
resultado, constataram inibicdo da formacéo de brotacbes semelhante aos
resultados deste trabalho, em que também n&o houve formacado de
brotacdes. Quanto ao comprimento de raizes, a maior média foi observada

na concentracdo de 2 mg/L de ANA com média de 20,36 cm (Quadro 3).

Quadro 3 - Numero médio de calos e comprimento médio de raizes de
mandioca, cultivar Mantiqueira, em varios niveis de ANA

ANA Numero de calos Comprimento de raizes
mg/L cm

0 2,30+2,16 8,40 + 25,86

0,1 1,10+ 2,42 3,31+7,87

1 0,10+ 0,32 0

2 1,70 £ 2,36 20,36 + 61,60

3 2,50 + 4,09 11,02 + 23,24

4 1,20+ 1,93 2,07 + 3,85

5 0,80+ 1,75 0,25+ 0,54

Média + desvio-padrao.
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3.4. Calos de mandioca transformados em varios niveis de BAP

A analise de variancia foi nao-significativa para peso de matéria
seca. A concentracdo onde ocorreu a maior média de peso de matéria seca
de calos de mandioca, cultivar Urubu, foi na de 10 mg/L de BAP, com
0,1051 g (Quadro 4); a partir desta concentracdo, houve decréscimo de
aproximadamente 95% para as concentra¢cfes de 1 mg/L e 100 mg/L de

BAP, com pesos médios de 0,0050 e 0,0048 g, respectivamente.

3.5. Calos transformados em meio MS, MS + GA; + BAP e MS + picloram

Houve diferenca estatistica entre os tratamentos (Quadro 5). O peso
da matéria seca do tratamento com picloram (Quadro 6) foi
significativamente maior; jA aqueles com GA3z + BAP e sem regulador de
crescimento foram inferiores e se igualaram pelo teste de médias de
Student. O peso da matéria seca do tratamento com picloram foi 44,59%
superior em relacdo aquele com GAz + BAP e 41,21% ao sem regulador de

crescimento.

Quadro 4 - Peso de matéria seca média de calos de plantulas de
mandioca, cultivar Urubu, supostamente transformados,
cultivados em varios niveis de BAP

BAP Matéria seca
mg/L g
1 0,0050 + 0,0031
10 0,1051 + 0,2600
50 0,0072 +£0,0126
100 0,0048 + 0,0020

Média + desvio-padréo.
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Quadro 5 - Resumo da analise de variancia da matéria seca de calos do
cultivar Urubu, supostamente transformados, sob efeito de
diferentes meios de cultura

Fv GL Quadrado médio
Meios de cultura 3 0,000199*
Residuo 39 0,000054
C.V. (%) 68,23

* Significativo pelo teste F (P < 0,05).

Quadro 6 - Matéria seca média de calos do cultivar Urubu, supostamente
transformados, sob efeito de diferentes meios de cultura

Médios de cultura Matéria seca de calos
g

MS 0,0087 b

MS + GA3 + BAP 0,0082 b

MS + picloram 0,0148 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (P > 0,05).
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Quanto a mudancas morfogenéticas, apesar de diferencas no tipo de
células entre os tratamentos, ndo houve formacédo de embrides em nenhum

tratamento.

3.6. Analise isozimatica

Foi obtida boa separacédo com os sistemas enzimaticos peroxidase,
malato desidrogenase e esterase. J4& para 0s sistemas isocitrato
desidrogenase e glutamato oxaloacetato transaminase, as bandas
isozimaticas mostraram-se de dificil visualizacdo, em razdo de estarem
pouco definidas (Figura 4).

Na analise isozimatica do sistema peroxidase dos calos
transformados, observou-se auséncia de uma banda presente na plantula
normal e nos calos da plantula normal; no sistema malato desidrogenase, 0
calo transformado apresentou uma banda a mais em relacdo as demais; e,
no sistema esterase, apresentou uma banda a menos.

Segundo ALVES et al. (1994), as isozimas de esterase, peroxidase,
glutamato oxaloacetato transaminase e acido fosfatase foram apropriadas
para distinguir calos embriogénicos compactos de calos embriogénicos
friAveis em batata-doce. A reversdo dos calos foi associada com perda de
banda ou declinio na atividade isoziméatica.

Na analise isozimatica pelo sistema peroxidase, pode-se observar
que, apesar de o material ndo-transformado ser diferente, planta e calos
mostraram o mesmo padrao de bandas, diferindo dos calos transformados
(Figura 5). Pode-se inferir que o calo transformado seria diferente dos

demais materiais, indicando que houve transformagao do material.
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Figura 4 - Representacdo esquematica dos fendtipos isozimaticos de
peroxidase (POD), esterase (EST), isocitratodesidrogenase
(IDH), malato desidrogenase (MDH) e glutamato oxaloacetato
transaminase (GOT), de material vegetal Urubu planta (UP),
Urubu transformada (UT) e Urubu calos (UC), e suas mobilidades
relativas (MR).

Figura 5 - Analise isoenzimatica pelo sistema peroxidase de plantulas de
mandioca docultivar Urubu (1), do calo supostamente transformado
do cultivar Urubu (2) e do calo do cultivar Urubu (3).
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Progénies de
Hortalicas do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Vigcosa, com o objetivo de desenvolver um protocolo de transformacédo da
mandioca via A. rhizogenes. Dessa maneira, foram estudados o efeito da
canamicina (0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 e 1.000 mg/L);
o efeito da presenca ou auséncia da luz em discos foliares velhos e novos
cocultivados com o A. rhizogenes; o cocultivo de discos foliares em meio
MS mais A. rhizogenes, em varios niveis de concentracdo de ANA (0,0;
0,1; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; e 5,0 mg/L); os calos supostamente transformados
cultivados em varios niveis de BAP (1,0; 10,0; 50,0; e 100,0 mg/L); e os
calos supostamente transformados cultivados em meio MS, GA3
(0,05 mg/L) + BAP (2 mg/L) + MS e picloram (8 mg/L) + MS, bem como foi
feita a analise de isozimas.

Os resultados obtidos permitiram as seguintes conclusdes:
A mandioca cultivar Urubu é extremamente sensivel a concentracdes

superiores a 100 mg/L de canamicina.

- A presenga ou auséncia da luz e idade da folha s&o fatores
determinantes no sucesso da transformacéo; folhas novas e no escuro

apresentaram melhores resultados.
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A melhor concentracdo recomendada de ANA no cocultivo seria de
2 mg/L, pois foi aquela em que houve maior numero de calos e maior

comprimento de raizes.

A concentracdo de BAP mais indicada para os calos supostamente
transformados seria a de 10 mg/L, que apresentou maior peso de

matéria seca.
Picloram favoreceu o maior incremento de matéria seca.

Pela analise isozimatica, percebe-se a perda de uma banda na
mandioca transformada, mas isso nao significa que ela esteja
transformada, pois somente depois da regeneracdo e do
estabelecimento no campo é que se pode afirmar se houve ou nao

transformacao.
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