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RESUMO

FOGACA, Claudia Martellet, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo
de 2007. Tolerancia aos estresses salino e térmico em cultivares de
taro e mandioca tuberizadas in vitro. Orientador: Fernando Luiz Finger.
Co-Orientadores: Wagner Campos Otoni e Mario Puiatti.

A tuberizacdo € um complexo processo de desenvolvimento que é
influenciado por variaveis genéticas, ambientais e fisiolégicas, sendo
caracterizado por significativas mudangas anatdbmicas, hormonais e
bioquimicas. Nesse sentido, a microtuberizagdo in vitro, além de sua
importancia pela rapida propagacédo vegetativa das plantas livres de
doencgas, manutengao e manipulacdo de material, facilidade de conservagao
e intercdmbio de germoplasma, se presta como sistema experimental para o
melhor entendimento de processos associados a indugdao e controle da
tuberizagdo. Com o objetivo de induzir o processo de microtuberizagao in
vitro de cultivares de mandioca e de taro foi analisado a acao de diferentes
reguladores de crescimento, BAP e ANA, doses de sacarose (3%, 6% e 8%
p/v) e regime luminoso diferenciado. Foram analisadas caracteristicas
morfolégicas como o comprimento da parte aérea (CPA), o numero médio de
raizes (NR), o didmetro de rizomas (DR), o padrdao de desenvolvimento dos
microtubérculos, bem como caracteristicas anatdémicas. Com base nos
resultados verificou-se que as cultivares de taro e mandioca respondem
diferentemente a microtuberizagcdo in vitro. A cultivar de taro Japonés
respondeu melhor ao processo de indugdo de microrizomas, principalmente
quando submetida ao tratamento com 22,2 yM BAP e 8% (p/v) sacarose.
Ja em mandioca, a cultivar Parazinha respondeu melhor a inducéo de raizes
tuberiformes, tendo o tratamento constituido de 0,4 uM BAP , 1,6 uM ANA e
8% (p/v) sacarose como maior indutor na formagéao de raiz tuberiforme, tanto
em meio semisolido quanto em meio liquido. No comprimento médio da
parte aérea, comprimento médio da raiz mais longa e numero meédio de
raizes destacou-se a cultivar de mandioca Mantiqueira, porém, em meio de
indugao a raiz tuberiforme, foi considerada recalcitrante. Anatomicamente, a

microtuberizagdo in vitro caracterizou-se pela presenca de grédos de amido
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nos microrizomas e raizes tuberiformes de taro e mandioca,
respectivamente. Para estudar os efeitos do estresse salino e de baixa
temperatura in vitro, cultivares de taro e mandioca tuberizadas em meio MS
foram transferidas para meio com diferentes concentragdes salinas (0, 50,
75 e 100 mmol L™ de NaCl) ou submetidas a diferentes temperaturas (5°,
10° e 25°C), por um periodo de 7 dias. Foram mensurados os niveis de
etileno aos 5, 20 e 40 dias de cultivo para o experimento de estresse salino,
e aos 3 e 7 dias para os de estresse térmico. Também, foram realizadas
analises bioquimicas de enzimas antioxidantes (POD, PPO e CAT) e
isoenzimas, além da analise das caracteristicas morfoldgicas decorrentes do
estresse abidtico. A adicdo de NaCl ao meio de cultivo induziu o estresse
oxidativo, caracterizado pelo aumento da atividade das enzimas POD e CAT,
e elevada concentracdo de etileno em mandioca. Em meio liquido, o NaCl
elevou a producgao de etileno e aumento da atividade da CAT na mandioca
‘Parazinha’; verificou-se também, diferenca de tolerancia ao estresse
térmico e salino entre as cultivares de mandioca e taro. A baixa temperatura,
em mandioca, também estimulou a atividade das enzimas POD e CAT,
havendo diferenga na atividade de enzimas em relagao as partes da planta,
e ainda, aumento da produgéo de etileno. Além disso, em taro, constatou-se
duas isoenzimas para POD e PPO nos rizomas, havendo uma para POD e
duas para PPO na parte aérea. Contudo, no sistema radicular de mandioca

verificou-se duas isoenzimas para POD e uma para PPO.



ABSTRACT

FOGACA, Claudia Martellet, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March
of 2007. Tolerance to salt and thermal stresses in cultivars of taro
and cassava tuberized in vitro. Adviser. Fernando Luiz Finger.
Co-Advisers: Wagner Campos Otoni and Mario Puiatti.

Tuberization is a complex process of the plant development,
influenced by genetic, environmental and physiological factors, characterized
by changes in the plant anatomy, hormones and biochemistry. Thus the
tuberization in vitro, in addition to promote fast vegetative propagation, clean
plants from diseases, conservation and exchange of germoplasms, is an
excellent experimental tool for the study and control of tuber formation. With
the goal to induce the micro tuberization in vitro, cultivars of cassava and taro
were grown with different conditions, containing BAP and ANA, and rates of
sucrose (3%, 6% and 8% w/v) with differentiated light regime. It was
analyzed the length of aerial portion (CPA), number of roots (NR), diameter
of the rhizomes (DR), pattern of the micro tubers development and
anatomical changes. Based on results, it was verified that both taro and
cassava respond to tuberization in vitro. The cultivar of taro Japonés showed
the best response to the induction of micro rhizomes, in particular for the
treatment containing 22.2 yM BAP and 8% sucrose. For the cassava, the
cultivar Parasinha had better formation of tuber roots with 0.4 uM BAP, 1.6
MM ANA and 8% sucrose, in both semi solid and liquid growth media. The
length of aerial portion, length of the longest root and number of roots were
better in the cultivar of cassava Mantiqueira, but the induction of tuber roots
was recalcitrant. Anatomically, the micro tubers were characterized by the
presence of starch grains in both micro rhizomes and tuber roots of taro and
cassava respectively. In order to study the effect of salt and low temperature
in vitro grown cultivars of taro and cassava in MS medium containing
different concentrations of salt (0, 50, 75 and 100 mmol L™ NaCl) or grown at
different temperatures (5, 10 and 25°C), for seven days. It was measured the
level of ethylene at 5, 20 and 40 days under the salt stress and at 3 and 7 for

the thermal stress. Also, it was determined the activity of oxidative enzymes



(POD, PPO and CAT), presence of isozymes and morphological changes
during the stresses. The addition of NaCl in the growth media induced
oxidative stress, characterized by the increase in the activity of POD and
CAT, and elevated concentration of ethylene in cassava. In the liquid media,
the NaCl increased the production of ethylene and higher activity of CATin
the cultivar Parasinha; it was evident, the differences in tolerance to the
stresses among the cultivars of cassava and taro. The low temperature, in
cassava, also increased the activity of POD and CAT, with differences in the
different tissues, accompanied by elevated ethylene production. In taro it was
detected two isozymes for POD and PPO in the rhizomes, with one POD and
two PPO in the aerial portion. For the roots system, in cassava, it was

identified two isozymes for POD and one for PPO.
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INTRODUCAO GERAL

As culturas de mandioca e taro sdo amplamente difundidas nos
paises em desenvolvimento de clima tropical, pois apresentam como
componente principal o amido, o qual € indicado como grande potencial na
alimentagao animal e humana.

Os principais polissacarideos de reserva dos vegetais em tubérculos e
raizes tuberosas € o amido (batata, mandioca), juntamente com a sacarose
(beterraba e cenoura). O amido é armazenado temporariamente nos
cloroplastos e, em seguida, na biossintese da sacarose, que € a principal
forma de transporte dos carboidratos, através do floema, sendo entdo
deslocada aos pontos de crescimento ou armazenamento (Taiz & Zeiger,
2004).

O amido, polimero de glicose, contém amilose e amilopectina em sua
estrutura (Woiciechowski et al., 2002), destacando-se como a principal
reserva nas plantas superiores, fornecendo de 70 a 80% das calorias
consumidas pelo corpo humano. Os depdsitos permanentes de amido nas
plantas ocorrem nos 6érgaos de reserva como € 0 caso de sementes, em
cereais (milho e arroz) e de tubérculos e raizes (batata e mandioca, taro)
(Leonel & Cereda, 2002).

As industrias alimenticias sdo as maiores consumidoras de amido,
entretanto, este polimero € usado também em grande numero de processos
industriais, destacando-se seu uso pelas industrias quimica e téxtil. Neste
ponto, os paises em regides tropicais, como o Brasil, estdo em grande
vantagem dentre os produtores de amido no mundo localizados em regides
temperadas, devido a variedade de culturas tropicais amilaceas (Camargo
Filho et al., 2001).

Estas informacdes sdo importantes na tomada de decisdo pelas
industrias produtoras de amido, pois se existir mercado para algum tipo de
amido sera preciso realizar trabalhos de melhoria de rendimento da cultura,
visto que nenhuma dessas culturas tem sido plantada com o objetivo de
producdo de amido comercial (Leonel & Cereda, 2002).

A mandioca (Manihot esculenta Crantz.), originaria da América do Sul,

€ uma planta arbustiva, dicotiledénea, perene, helidfila, da familia



Euphorbiaceae. O género Manihot possui cerca de 200 espécies estudadas,
e ocorre principalmente em regiées de clima tropical (Figueiredo, 1996). E
uma espécie altamente heterozigética e poliploide (2n=4x=36), pela qual
razao sua propagacao geralmente é feita por estacas (manivas) e nao por
sementes (Junqueira, 2001).

A raiz de mandioca é o terceiro mais importante alimento energético
nos tropicos, apos o arroz e o milho. O Brasil produz cerca de 25 milhdes de
toneladas anuais (FAO, 2000). O consumo per capita € de aproximadamente
70 kg/ano. A regiao Nordeste tem o consumo de 150 kg/per capita/ano,
constituindo-se a maior parte deste consumo como farinha (60 kg/hab/ano),
ressaltando-se que cerca de 50% da producgao € utilizada como ragado animal
(CIAT, 2004).

A Africa (69 milhdes de ton/ano) e a Asia (51 milhdes de ton/ano) s&o
0s maiores produtores mundiais. Em paises como o Zaire, o consumo per
capita € de 390,9 kg/ano, denotando que a mandioca é a principal fonte
alimentar de seus habitantes, o que ocorre em outros paises do terceiro
mundo (Reilly et al., 2001).

Originario da Asia, o taro (Colocasia esculenta L. Schott), outrora
popularmente conhecido como inhame, passou a ter a denominagao
definitiva de taro, segundo a nova nomenclatura proposta por Pedralli et al.
(2002). E uma espécie com larga distribuicdo geogréfica, especialmente nas
regides tropicais; rico em amido e considerado cultura tipica de subsisténcia
(Carvalho, 1991). Pertencente a familia Araceae, que compreende cerca de
104 géneros e 3700 espécies, seus representantes ocorrem naturalmente
em todos os continentes, exceto na Antartica, sendo predominantemente
tropicais (IAS, 2003).

Pode ser cultivado tanto em areas de solo seco e alagadas; a cultura
apresenta elevado rendimento por unidade de area, facil conservagao e alto
valor nutritivo e resisténcia a pragas e doengas. O taro é propagado pelo
plantio do rizoma-mée ou central (cabeca) e rizomas laterais ou filhos,
constituindo os ultimos melhores materiais de propagagéo (Carvalho, 1991).

A maturidade fisioldgica é alcangada quando o conteudo de agucares
totais dos rizomas € minimo. A translocagcdo mais rapida de fotoassimilados

(agucares) em plantas de taro ocorre durante o verdao e quando a



temperatura das folhas e dos peciolos esta na faixa de 20 a 30°C (Soares,
1991).

Os acucares resultantes do processo fotossintético sdo translocados
do limbo foliar para os peciolos, local onde, dependendo da planta, ocorre
menor ou maior armazenamento desses agucares; a translocagao
prossegue até os rizomas, onde ocorre a sintese do amido de reserva e,
consequentemente, o crescimento dos rizomas filhos. Por essa razao,
condigdes que propiciem as plantas de taro manter as folhas com grandes
limbos e peciolos exuberantes tém o potencial de proporcionar plantas mais
produtivas (Puiatti et al., 2003).

A microtuberizacdo in vitro tornou-se ainda mais importante para a
rapida propagagao de tubérculos livres de doengas (manutengdo e
manipulagdo desse material), como também, facilidade de conservagao e
transferéncia de microtubérculos (Zobayed et al., 2001), como no transporte
de germoplasma, e ainda na produgao de plantas em larga escala (Hussey &
Stacey, 1984). Além disso, o rapido periodo de desenvolvimento dos
microtubérculos torna o sistema de melhor operacionalidade, prontamente
programavel, com possibilidade de uso durante todo o ano, demandando
pouco espaco e, portanto, mais efetivo do que o uso de plantas inteiras
(Debon et al., 1998). Dessa forma, o uso da cultura in vitro propicia a
obtencdo e selecdo de individuos uniformes que podem ser usados nos
estudos dos aspectos morfogenéticos do processo de tuberizagdo sob
condicdes controladas (Ulloa et al., 1997).

A tuberizacdo é definida como um forte dreno de armazenamento,
podendo a estrutura tuberosa, em algumas espécies, atuar como fonte
quando a planta estad em crescimento ou sob estresse (Han et al., 2001). E
um complexo processo de desenvolvimento que € influenciado por variaveis
genéticas, ambientais e fisioldgicas (Villafranca et al., 1998).

No entanto, nas condigdes in vitro este processo ainda nao esta
totalmente esclarecido, uma vez que existem varios trabalhos (Silva et al.,
2001; Omokolo et al., 2003; Nhut et al., 2004; Allemann & Hammes, 2006)
com diferentes culturas tentando caracterizar a tuberizacdo. Entretanto, até o
momento ndo foi estabelecido um consenso sobre este processo que

necessita de mais estudos com a finalidade de identificar anatomicamente



as fases iniciais de desenvolvimento de raizes tuberiformes, bem como, a
formagao de microrizomas.

Além disso, as técnicas de cultura de tecidos tém sido utilizadas em
estudos de selegao ou avaliagao da tolerancia de plantas, sendo, em alguns
casos, vantajosas pela relativa rapidez de resposta e pela possibilidade de
controle das condigdes ambientais (Silva et al., 2001), podendo contribuir na
elucidacdo diante das alteragbes morfolégicas e bioquimicas provenientes
das condicdes de estresse salino e térmico.

As desordens ou injurias causadas pela a exposi¢do dos tecidos a
baixas temperaturas, porém acima do ponto de congelamento, sao
denominadas injuria por frio (chilling). Plantas sensiveis ao frio sob
condicdes de estresse apresentam, inicialmente, modificagcao na fase lipidica
das membranas, alteracdo na cinética ou na especificidade das enzimas
reguladoras, e modificagcdo na estrutura celular ou aumento do calcio
citosolico (Chitarra & Chitarra, 2005). Posteriormente, ocorre estimulo a
sintese de etileno, aumento na respiracao, alteracdo na estrutura celular,
reducdo da fotossintese, aumento da permeabilidade de membrana e
modificagdo nos mecanismos de producdo de energia, acarretando em
descoloragdes, depressdes superficiais, colapso interno, favorecendo a
doencas e promovendo danos (Menolli, 2006).

Existem técnicas de pos-colheita que visam prolongar a vida de
prateleira de produtos horticolas. Dentre essas técnicas, a refrigeracao,
procedimento pds-colheita relativamente simples, reduz o metabolismo do
produto, permitindo menor perda de &agua do o6Orgdo armazenado e
dificultando o desenvolvimento de doencgas pds-colheita. Porém esta técnica
requer certos cuidados quanto a temperatura a ser utilizada, pois
temperaturas na faixa de 5°C a 15°C podem causar desordens fisioldgicas
em espécies tropicais e subtropicais (Menolli, 2006).

Um ponto chave na reducido nos danos causados por estresse ao frio,
sdo as aplicacbes exdgenas na planta de acido abscisico (ABA), o qual
induz a toleréncia ao frio em plantas de trigo e em cultura de células. O
papel do ABA é muito importante na transdugcao de sinais em resposta ao
frio, e pode afetar a translocacido de agucares mediante interagcdo especifica

com os canais de potassio (Kerepesi et al., 2004).



A salinidade também induz uma gama de perturbacbes em nivel
celular como na planta inteira, que resulta em inumeros processos
prejudiciais que incluem acumulagdo de niveis toxicos de ions Na® e CI,
reducdo na disponibilidade de nutrientes, inibicdo do crescimento e da
fotossintese na maioria das plantas, modificacdo no status de agua nos
tecidos, e secundariamente, como o estresse oxidativo ligado a produgéo de
espécies de oxigénios reativos (Bajji et al.,, 1998; Chen et al., 1998;).
Produtos de estresse oxidativo incluem espécies de oxigénios reativos
(ROS), como o radical superdxido (‘O?), peréxido de hidrogénio, oxigénio
singleto e radical hidroxila (OH) (Morsy et al., 2007).

Embora na natureza as plantas estdo envolvidas num rigoroso
mecanismo adaptativo para enfrentar a presenca do sal no seu ambiente, a
compreensdo deste mecanismo ainda permanece incompleta,
principalmente por causa da complexidade do estresse salino, que
apresenta de um lado um componente ibnico, e por outro, um componente
osmotico (Lutts et al.,, 1996), que envolve mudangas morfologicas,
fisioldgicas e metabdlicas. Essas mudancas permitem que a planta
restabeleca suas condigbes permitindo seu crescimento mesmo sob
estresse (Radic et al., 2006).

Solutos orgéanicos, como os carboidratos podem realizar importante
papel como osmoprotetores para contrabalancar o efeito toxico do Na* e CI°
em muitas espécies de plantas que estdo sob estresse salino (Evers et al.,
1997). O mecanismo de ajustamento osmoético refere-se ao baixo potencial
osmotico devido a acumulagao de solutos em resposta ao déficit de agua ou
a salinidade; isto é fundamental na conservagdo do turgor, que faz a
manutencio da atividade metabdlica da planta e, portanto, o crescimento e a
produtividade (Balibrea et al., 1997).

O melhoramento classico de plantas tem limitado sucesso na selecéo
de plantas tolerantes a salinidade em muitas espécies. Em parte, isto é
devido principalmente a caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas que
contribuem para a aquisicdo de resisténcia ao sal, regulados por diferentes
niveis de organizacdo. Em outras palavras, a toleréncia a salinidade néo é
conferida por um unico fator genético, e sim por caracteristicas de natureza

multigénica (Vinocur & Altman, 2005).



Embora sejam bem conhecidas as consequéncias tanto do estresse
térmico como do salino, ha muitas dificuldades no controle e na
compreensao das alteragdes bioquimicas e morfolégicas que ocorrem nas

plantas sob estas condigdes.

Este trabalho visa, primeiramente, estabelecer um protocolo de
formagao de microrizomas e de raizes tuberiformes in vitro de cultivares de
taro (Chinés e Japonés) e mandioca (Parazinha, Vassourinha e
Mantiqueira), bem como a caracterizagdo morfolégica e anatdmica do
desenvolvimento de microtubérculos, e verificar, ainda, as alteragdes
bioquimicas que ocorrem nestas estruturas desenvolvidas sob condi¢cdes de

estresses salino e térmico.
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CAPITULO |

Microtuberizacao In Vitro de Cultivares de Mandioca e Taro

RESUMO

A tuberizacdo € um complexo processo de desenvolvimento que é
influenciado por variaveis genéticas, ambientais e fisioldgicas. Este processo
€ caracterizado por significativas mudangas anatémicas, hormonais e
bioquimicas. No entanto, ndo ha relatos na literatura visando a obtencao de
microtubérculos de taro in vitro e os trabalhos com mandioca concentram-se
no desenvolvimento de sistemas de conservagdo, propagagcédo e
regeneracgao in vitro. Com o objetivo de induzir a microtuberizagao in vitro de
cultivares de mandioca (Manihot esculenta C.) e de taro (Colocassia
esculenta L.) foi analisado a agdo dos reguladores de crescimento, BAP e
ANA, sob diferentes concentragdes, diferentes doses de sacarose (3%, 6% e
8%), e alteragcbes anatdbmicas. Caracteristicas morfolégicas como
comprimento médio da parte aérea (CPA), NR, DR, padrao de
desenvolvimento dos microtubérculos, e caracteristicas anatdbmicas foram
analisadas. Com base nos resultados verificou-se que: a) as cultivares de
taro e mandioca respondem diferentemente a microtuberizagdo in vitro; b) a
cultivar de taro Japonés respondeu melhor ao processo de indugcao de
microrizomas em relagdo a cultivar Chinés; c) o tratamento com 22,2 uM
BAP e 8% sacarose permitiu obter maior sucesso no processo de formagao
de microrizomas; d) em mandioca, a cultivar Parazinha respondeu melhor a
indugao de raiz tuberiforme; e) o tratamento com 0,4 uM BAP, 1,6 uM ANA e
8% sacarose, induziu a formacgao de raiz tuberiforme em mandioca, tanto em
meio semisolido como em meio liquido; f) as caracteristicas morfologicas
comprimento médio da parte aérea, comprimento médio da raiz mais longa
(cm) e numero médio de raizes, destaca-se a cultivar de mandioca
Mantiqueira, porém, em meio de indugdo a raiz tuberiforme esta cultivar foi
recalcitrante; h) a microtuberizagdo in vitro foi caracterizada pela presenca
de graos de amido nos microrizomas e raizes tuberiformes de taro e

mandioca, respectivamente.
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CAPITULO |
MICROTUBERIZACAO IN VITRO DE CULTIVARES DE MANDIOCA E
TARO

1. INTRODUCAO

As culturas de mandioca e taro constituem um dos principais
alimentos energéticos que podem ser obtidos em grande escala com baixo
custo nos paises em desenvolvimento. S4o espécies que se adaptam muito
bem as condigdes tropicais e desenvolvem-se em solos pobres, pois
atualmente, ainda s&o cultivadas em pequenas areas com baixo nivel
tecnologico.

A mandioca (Manihot esculenta Crantz.), € conhecida pela rusticidade
e pela fungao social que desempenha junto as populagdes de baixa renda, a
cultura de mandioca tem grande adaptabilidade aos diferentes
ecossistemas, o que possibilita o seu cultivo praticamente em todo o
territério nacional (Reis, 1987). Situando-se entre os nove primeiros produtos
agricolas do pais, em de area cultivada, e o sexto em valor de producao
(FAO, 2000). Embora, ndo possa ser considerada alimento completo, a
mandioca € de vital importédncia nos paises subdesenvolvidos ja que é
extraordinaria fonte de carboidratos (Junqueira, 2001). Sua principal parte,
sob o aspecto econdémico, sdo as raizes tuberosas, ricas em amido. Ja a
parte aérea da planta, geralmente desprezada, tem grande potencial na
alimentacao animal e humana (CIAT, 2004).

Contudo, alguns fatores interferem negativamente na produtividade
desta cultura, sendo a rapida deterioragao pds-colheita o mais significativo.
Entre 24-48 horas apos a colheita, dependendo da cultivar, raizes de
mandioca sao alteradas, se tornam ndo palataveis e ndo sédo aceitas no
mercado. As alteracdes que ocorrem nas raizes devido a deterioragao pos-
colheita sdo as mesmas observadas em resposta a injurias mecanicas e
estresse induzido (Han et al., 2001). Outro fator severo que limita a
produtividade €& a bacteriose (Xanthomonas campestris pv. manihots),
doenca que causa murcha, seca e queda das folhas, culminando com a

morte da planta (Junqueira, 2001).
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Espécies tuberosas, como a mandioca, apresentam orgaos de
reservas com desenvolvimento subterraneo. A formacdo de raizes de
mandioca a campo € consequéncia, principalmente, da elevada producao de
elementos do xilema e floema provenientes da atividade do cambio, seguida
do depdsito de substancias de reserva, principalmente amido e sacarose,
nas ceélulas parenquimaticas (Figueiredo, 1996).

O taro (Colocasia esculenta L. Schott) € uma espécie rizomatosa cujo
componente principal dos rizomas € o amido, conhecido por apresentar
granulos relativamente pequenos, quando comparado a outras amilaceas,
com digestibilidade da ordem de 97%, proporcionando eficiente liberagao
dos componentes durante a digestdo. Apesar dessas caracteristicas, os
rizomas centrais (cabecas) tém baixo valor de comercializagdo e
normalmente sao eliminados na propriedade rural devido ao sabor as vezes
“aguado” e o aspecto visual pouco atraente aos olhos do consumidor (Puiatti
et al., 2003).

A importancia dos rizomas de taro ndo se limita apenas como fonte de
carboidratos e proteinas, mas por suplementar com vitaminas e sais
minerais essenciais, as dietas a base de cereais deficientes nestes
nutrientes. Ainda, por sua rusticidade de cultivo e valor nutricional, o taro tem
sido sugerido pela FAO (Food and Agriculture Organization), juntamente
com outras espécies produtoras de tubérculos e raizes tuberosas, como
cultura alternativa para aumentar a base alimentar de paises em
desenvolvimento (Pereira et al., 2003).

Um dos principais problemas para se implantar a cultura é a falta de
material propagativo. A propagag¢ao convencional por rizomas exige muito
tempo e é onerosa em razao do grande volume de material a transportar e
da necessidade de grandes areas para produgao do material de propagacao.
O método de producédo de mudas por divisdo de rizomas pode constituir uma
alternativa viavel para solucionar o problema da escassez de material de
plantio, reduzir o tempo e os custos de producao desse material (Carvalho,
1991).

Entretanto, o uso de microtubérculos crescidos in vitro tem potencial
de oferecer algumas vantagens consideraveis sobre os tubérculos crescidos

no solo. Primeiro, € notoriamente dificil o acesso preciso no estadio de

14



desenvolvimento desejado em tubérculos crescidos no solo, particularmente,
nos primeiros estadios. Tubérculos crescidos no solo podem ter
aparentemente o mesmo tamanho, porém apresentar tremenda variabilidade
em seus status metabdlicos. Em contraste, a rapidez, a sincronia e a
reprodutibilidade na localizacdo da iniciagdo do microtubérculo in vitro
permitem que o estadio de pods-colheita seja definido precisamente.
Segundo, microtubérculos in vitro tém grande potencial como sistema
experimental para o fluxo de analises, as quais ndo podem ser feitas in situ
(Veramendi et al., 1999). Tornando-se menos propensos aos danos que
ocorrem quando cultivados a campo, e podendo ser armazenados por
longos periodos sem afetar sua variabilidade (John et al., 1993).
Melhoramento nas técnicas agronémicas e utilizacdo de ferramentas da
genética moderna podem permitir que este tubérculo seja cultivado e
comercializado extensivamente (Pérez et al., 2005).

A tuberizacdo € um complexo processo de desenvolvimento que é
influenciado por variaveis genéticas, ambientais e fisioldgicas (Villafranca et
al., 1998). Este processo € caracterizado por significativas mudancas
anatbmicas, hormonais e bioquimicas (Ross et al., 1994). Os principais
estudos do processo de tuberizagao realizaram-se, na sua maioria, com a
batata (Solanum tuberosum L.) No entanto, ndo ha relatos de trabalhos
visando a obtencdo de microrizomas de taro in vitro, e os trabalhos com
mandioca concentram-se no desenvolvimento de sistemas de conservagao,
propagacao e regeneragao (Figueiredo, 1996).

Trabalhos com microtuberizagdo em batata (Villafranca et al., 1998;
Hussey & tacey, 1984; Nowak & Colborne, 1989) tém focado principalmente
0 uso de reguladores de crescimento como aspecto favoravel na elucidagao
dos fendbmenos bioquimicos envolvidos na formacdo do tubérculo (Silva et
al., 2001); o mesmo foi observado por Lopez-Delgado & Scott (1997)
evidenciando que os estimulos que levam a tuberizacdo sdo de natureza
hormonal. Da mesma forma, verificou-se em estudos de microtuberizagao de
inhame (Dioscorea spp.) a importancia dos reguladores de crescimento
durante o processo de tuberizagao (Lauzer et al., 1992; Kim et al., 2003).

Dentre os fatores ambientais, o fotoperiodo é considerado como

determinante na tuberizagcao (Allemamm & Hammes, 2006), podendo variar
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conforme a cultura. Trabalhos com fotoperiodos (Hussey & Stacey, 1984;
Peres et al., 2005; Allemamm & Hammes, 2006) relataram que,
principalmente, dias curtos favorecem as respostas fotoperiddicas, tanto no
florescimento como na tuberizagdo de batata. No entanto, tem-se sugerido
que dias longos favorecem a formacado do microrizoma em plantas que
apresentam rizomas, como foi observado em Dioscorea, onde fotoperiodos
longos (12 e 16 h) aumentaram a indug&o de microtubérculos (John et al.,
1993), como também promoveram a bulbificagdo em alho (Kahane et al.,
1992).

Outro ponto chave deste processo sao os niveis de agucares no meio
de cultura, especialmente a sacarose. Xu et al. (1998), em batata, e
Omokolo et al. (2003), em taioba, constataram que concentragbes elevadas
de sacarose também afetam a tuberizagao in vitro. De acordo com isso, um
estudo realizado em batata confirma a importancia da sacarose no meio de
cultura e ressalta a relacédo fonte-dreno entre a parte aérea e o tubérculo em
desenvolvimento (Peres et al., 2005).

Com relacdo ao aspecto anatdmico do processo de tuberizacdo, ha
contradigdes, pois na mandioca a formacao da raiz tuberosa é resultado da
atividade cambial, seguida de depdsito de amido predominantemente nas
células do parénquima do xilema secundario (Figueiredo, 1996). No caso da
batata, inicialmente ocorre intensa diviséo celular, seguida do alongamento
das células, divisbes das células parenquimaticas proximas ao floema e
deposito de amido (Ewing & Struik, 1992).

Portanto, sdo inumeros os fatores que podem influenciar a
microtuberizagdo, entretanto ha detalhes que ainda permanecem
desconhecidos. Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho induzir o
processo de microtuberizacao in vitro de cultivares de mandioca e de taro
sob a acdo diferentes reguladores de crescimento, concentragcdes de
sacarose e verificar as alteragdes estruturais ocorridas decorrentes do

processo de tuberizagao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal

As cultivares de taro (Colocasia esculenta L. Schott) estudadas foram
Chinés e Japonés, BGH/UFV, obtidas da area experimental da Horta de
Pesquisas da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vigosa, Minas Gerais.
Seus rizomas foram submetidos ao processo de assepsia no Laboratorio de
Progénies de Hortalicas da UFV, e logo apds foram inoculados em meio MS
(Murashige e Skoog, 1962), para o estabelecimento das culturas. As
cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz.) utilizadas no estudo
foram  ‘Mantiqueira’, obtida do Laboratério de Cultura de
Tecidos/BIOAGRO/UFV e ‘Parazinha’ e ‘Vassourinha’, da
EMBRAPA/CERNAGEN, Brasilia-DF, ja em condi¢des assépticas.

2.2. Estabelecimento e Manutencgao das Culturas

As plantas de taro foram cultivadas in vitro a partir das gemas apicais
obtidas do rizoma mae. Foi utilizado o meio de cultura constituido dos sais
MS, suplementado de mio-inositol (0,01%, p/v; Sigma Chem. Co., USA ,
complexo vitaminico de MS (0,02% p/v de glicina, 0,005% p/v de &acido
nicotinico, 0,005% p/v de piridoxina.HCI e 0,001% p/v de tiamina.HCI),
sacarose (3%; p/v), 8,88 uM de BAP (6-Benzilaminopurina; Sigma Chem.
Co., USA), e solidificado com Fitagel (Sigma Chem. Co., USA) a 0,23 %
(p/v).

As cultivares de mandioca foram propagados in vitro mediante
subcultivos mensais empregando-se segmentos nodais cultivados em meio
MS, adicionado de mio-inositol (0,01% p/v), vitaminas de MS e sacarose (3%
p/v), desprovido de reguladores de crescimento e solidificado com Fitagel
(0,23%).

O pH dos meios foi corrigido para 5,7 £ 0,1, utilizando-se aliquotas de
12 mL por tubo de ensaio, vedados com tampa de poliestireno. A
autoclavagem dos meios foi a 120°C e a 1,5 atm, durante 15 minutos. As
culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura

controlada e irradiancia de 50-60 pmol m?s™.
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Esta etapa teve como meta a micropropagacao das cultivares, para
estabelecimento de culturas estoques a serem usadas como fonte de

material vegetal durante todo o trabalho.

2.3. Condicoes de Microtuberizagao

Esta fase teve por objetivo a obtengdo de microrizomas de taro e
raizes tuberiformes de mandioca in vitro. Apds, aproximadamente, trés
subcultivos (+ 40 dias cada) tanto a cultura de taro como a de mandioca

foram conduzidos aos diferentes meios de microtuberizacio.

2.3.1.Microtuberizacao de Taro

Em todos os experimentos o pH dos meios foi corrigido para 5,7 + 0,1,
antes da autoclavagem. Os experimentos foram conduzidos sob regime
luminoso de 16 horas de luz e oito horas diarias de escuro, a temperatura de
27 + 1°C e irradiancia de 50-60 pmol m? s™. As duas cultivares (Chinés e
Japonés) foram analisadas em todos os ensaios, e as caracteristicas
analisadas foram: comprimento médio da parte aérea (CPA), diametro do
rizoma (DR), em centimetros, e numero médio de brotos (NB).

A resposta morfogénica das duas cultivares de taro foi avaliada aos

60 dias ap6s a aplicacao dos tratamentos.

2.3.1.1. Experimento 1:

Brotos das cultivares Chinés e Japonés, no terceiro subcultivo foram
utilizados como explantes e inoculados in vitro em meio de inducdo de
microtuberizacdo, que contém meio MS, suplementado de mio-inositol
(0,01%), vitaminas de MS, 8,88 uM de BAP, diferentes concentragbes de
sacarose, solidificado com Fitagel (0,23%), constituindo quatro tratamentos,
Tabela 1.
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Tabela 1: Tratamentos do experimento 1
T1= MSO0 + 3% (p/v) sacarose
T2= 8,88 yM BAP + 3% sacarose
T3= 8,88 uM BAP + 6% sacarose
T4= 8,88 uM BAP + 8% sacarose

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado, em
esquema fatorial de 2x4, duas cultivares e quatro tratamentos, com 10
repeticdes. Cada unidade experimental foi composta por um frasco contendo
uma planta, totalizando 40 unidades amostrais por cultivar.

O processo de indugcao de microrizomas das cultivares de taro iniciou-
se com base nos trabalhos que ja vinham sendo realizados no laboratério,
que tinham como objetivo apenas a propagacdo e a conservagao das
cultivares. A indugdo dos microrizomas sempre ocorreu em meio MS

semisolido.

2.3.1.2. Experimento 2

Este meio de formacdo de microrizomas constou de uma fase de
indugao de 15 dias, com o tratamento controle T1 = MSO + 3% de sacarose
e os demais tratamentos acrescidos de 4,88 yM de BAP com mesmo nivel
de sacarose, totalizando quatro tratamentos. A segunda fase do processo de
microtuberizagdo foi denominada formagédo, que agregou aumento na
concentracdo da citocinina, como também, diferentes concentracbes de
sacarose. Ambas as fases sdo compostas por meio MS, suplementado de
mio-inositol (0,01%), complexo vitaminico de MS e solidificado com Fitagel

(0,23%), resultando nos seguintes tratamentos (Tabela 2):

Tabela 2: Tratamentos do experimento 2

Inducéo Formacéao

T1=MSO0 + 3% (p/v) sacarose T1= MSO0 + 3% sacarose

T2= 4,88 uyM BAP + 3% sacarose T2= 26,64 uyM BAP + 3% sacarose
T3= 4,88 uyM BAP + 6% sacarose T3= 26,64 uyM BAP + 6% sacarose
T4= 4,88 uyM BAP + 8% sacarose T4= 26,64 uyM BAP + 8% sacarose
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O delineamento experimental foi inteiramente casualisado, em
esquema fatorial de 2x4, duas cultivares e quatro tratamentos, com 15
repeticoes. Cada unidade experimental foi composta por um frasco contendo

uma planta, totalizando 60 unidades amostrais por cultivar.

2.3.1.3. Experimento 3

O ensaio constou de um meio de cultura, na presenca ou auséncia de
BAP. O meio de indugdo de microrizomas foi o0 meio MS, suplementado de
mio-inositol (0,01%), vitaminas de MS, 22,2 uM de BAP e diferentes
concentragdes de sacarose, solidificado com Fitagel (0,23%), demonstrado

na Tabela 3.

Tabela 3: Tratamentos do experimento 1
T1=MSO0 + 3% (p/v) sacarose
T2= 22,2 yM BAP + 3% sacarose
T3= 22,2 yM BAP + 6% sacarose
T4= 22,2 yM BAP + 8% sacarose

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado, em
esquema fatorial de 2x4, duas cultivares e quatro tratamentos, com 10
repeticoes. Cada unidade experimental foi composta por um frasco contendo

uma planta, totalizando 40 unidades amostrais por cultivar.

2.3.2. Microtuberizagcdo de Mandioca

Dados preliminares demonstraram que a presenga do meristema
apical na planta de mandioca é essencial para a plena resposta das
cultivares aos diferentes tratamentos em que foram submetidas. Isto foi
evidenciado em um teste piloto que analisou a resposta das plantas na
presenca ou auséncia do apice meristematico. Os resultados foram
decisivos, a presenga do apice € de fundamental importancia para o
desenvolvimento da planta, e sob esta situagao a respostas aos tratamentos

foram mais rapidas do que nas plantas desprovidas de apice.
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O processo de formagdo de raizes tuberiformes das cultivares
Parazinha, Vassourinha e Mantiqueira basearam-se nos resultados obtidos
por Figueiredo (1996) com outros gendétipos de mandioca, e no trabalho de
Silva et al. (2001), com minituberizagdo de batateiras cultivadas in vitro.

Todos os experimentos foram conduzidos sob dois fotoperiodos, o
primeiro, denominado indug&o, com 16 horas de luz e oito horas diarias de
escuro, por quatro dias em meio semisélido e seis dias em meio liquido; os
segundo regime luminoso consta de 16 horas escuro e 8 horas diarias de luz
(dia curto) todos a temperatura de 27 + 1°C e irradiancia de 50-60 pmol m™
s

A avaliagado foi realizada aos 25-30 dias apds a aplicagdao dos
tratamentos, as caracteristicas analisadas foram: comprimento médio da
parte aérea (CPA), comprimento médio da raiz mais longa (CR), em
centimetros, numero médio de raizes (NR), e padrdao de desenvolvimento

das raizes tuberiformes.

2.3.2.1. Experimento 1

Apices caulinares de mandioca ‘Mantiqueira’, ‘Parazinha’ e
‘Vassourinha’ com aproximadamente 3 cm, foram submetidos ao meio de
indugao por seis dias, periodo de emissao das raizes. Posteriormente, foram
transferidas para o meio de formagédo de raizes tuberiformes, meio MS
liquido, acrescido de mio-inositol (0,01%), complexo vitaminico de MS
(0,02% p/v de glicina, 0,005% p/v de acido nicotinico, 0,005% p/v de
piridoxina.HCI e 0,001% p/v de tiamina.HCI), 3% (p/v) de sacarose, sem
adicao de reguladores de crescimento (T1), e MS suplementado com 0,4 uM
de BAP e 1,6 uyM de acido a-naftalenoacético (ANA; Sigma Chem. Co.,
USA), sob diferentes concentragbes de sacarose 3% (T2), 6% (T3) e 8%

(T4), constituindo quatro tratamentos (Tabela 4).
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Tabela 4: Tratamentos do experimento 1
T1=MSO0 + 3% sacarose

T2= 22,2 yM BAP + 3% sacarose

T3= 22,2 yM BAP + 6% sacarose

T4= 22,2 yM BAP + 8% sacarose

O delineamento empregado neste experimento foi o inteiramente
casualisado, com quatro repeticbes por tratamento, sendo cada unidade
experimental composta por um frasco contendo duas plantas, totalizando 16

unidades amostrais por cultivar.

2.3.2.2. Experimento 2

Neste ensaio de inducdo de raizes tuberiformes foram analisados as
trés cultivares de mandioca, apds o periodo de inducdo de quatro dias em
meio MS semisélido, acrescido de mio-inositol (0,01%), vitaminas de MS,
sacarose (3%) e solidificado com Fitagel (0,23%). O meio de cultura de
formagdo de raiz tuberiforme utilizado estd especificado na Tabela 5,

conforme Silva et al. (2001).

Tabela 5: Tratamentos do experimento 2
T1= MSO0 + 3% sacarose

T2= 22,2 uM BAP e 3% sacarose

T3 =22,2 uM BAP + 6% sacarose

T4= 22,2 yM BAP + 8% sacarose

O delineamento empregado foi inteiramente casualisado, em esquema
fatorial 3X4 com trés cultivares de mandioca e quatro tratamentos, com 13
repeticoes, sendo cada unidade experimental constituida por um frasco

ocorrendo uma planta, totalizando 52 unidades amostrais por cultivar.
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2.3.2.3. Experimento 3

O processo de indugao de microtuberizacdo foi observado na
presenca ou auséncia de carvao ativado (Reagem, Quimibras — Industrias
Quimicas S.A.) aplicados na cultivar Mantiqueira. Visando minimizar o efeito
da luz que incide no sistema radicular da planta, colocou-se uma cobertura
de papel em torno do tubo de ensaio, na altura do sistema radicular e, sobre
0 meio de cultura MS (sem carvao ativado), ja solidificado, aplicou-se uma
camada de aproximadamente 0,5 cm de meio de cultura MS com carvao
ativado a 0,2% (p/v) (Figura 1 A e B).

20 mm

offtt

Figura 1: Plantas em meio de cultura MS com cobertura de papel aluminio

em torno do tubo de ensaio na altura do sistema radicular (A); e plantas em

meio MS com uma camada do mesmo meio contendo carvao ativado a 0,2%

(B).

Apo6s o periodo de indugdo de quatro dias em meio MS semisalido,
acrescido de mio-inositol (0,01%), vitaminas de MS, sacarose (3%) e
solidificado com Fitagel (0,23%). As plantas foram transferidas para o meio
de inducdo de raizes tuberiformes; MS suplementado de mio-inositol
(0,01%), vitaminas e solidificado com Fitagel (0,23%). O experimento

constou de dois tipos de meio: com e sem carvéo ativado (Tabela 6).
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Tabela 6: Tratamentos do experimento 3

Tratamento COM CARVAO (CA) SEM CARVAO
T MSO + 3% sacarose + MSO + 3% sacarose
0,2% CA

T2 MS + 22,2 uM BAP + 3% MS + 22,2 uM BAP +
sacarose + 0,2% CA 3% sacarose

T3 MS + 22,2 yM BAP + 6% MS + 22,2 uM BAP +
sacarose + 0,2% CA 6% sacarose

T4 MS + 22,2 uM BAP + 8% MS + 22,2 uM BAP +
sacarose + 0,2% CA 8% sacarose

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado, em
esquema fatorial de 2x4, dois tipos de meio, quatro tratamentos, com sete
repeticdes por tratamento, sendo cada unidade experimental composta por
uma planta, ocorrendo uma planta por frasco, totalizando 56 unidades

amostrais.

2.3.2.4. Experimento 4

Este experimento engloba a agao dos diferentes tratamentos nas trés
cultivares estudadas as quais foram submetidas ao meio de indugao por seis
dias em meio MS liquido, em seguida, foram transferidas para o meio de
formacéao de raizes tuberiformes, meio liquido MS, acrescido de mio-inositol
(0,01%) e complexo vitaminico de MS. Os tratamentos de inducao de raizes

tuberiformes utilizados estdo descritos na Tabela 7.
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Tabela 7: Tratamentos do experimento 4.

T1 =MSO0 + 3% sacarose

T2 =0,4 yM BAP + 1,6 yM ANA + 3% sacarose
T3 =0,4 uM BAP + 1,6 yM ANA + 6% sacarose
T4 =0,4 uM BAP + 1,6 uyM ANA + 8% sacarose
T5 =22,2 yM BAP + 3% sacarose

T6 = 22,2 yM BAP + 6% sacarose

T7 = 22,2 yM BAP + 8% sacarose

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado, em
esquema fatorial de 3x7, trés cultivares, sete tratamentos, com oito
repeticoes por tratamento, sendo cada unidade experimental constituida por
um frasco contendo duas plantas, totalizando 56 unidades amostrais por

cultivar.

2.3.2.5. Experimento 5

O processo de indugao de raiz tuberiforme testado neste ensaio
consta de meio MS semisélido, acrescido de mio-inositol (0,01%), vitaminas
de MS e solidificado com Fitagel (0,23%). Neste experimento também foi
testado a resposta das trés cultivares (Mantiqueira, Parazinha e

Vassourinha). Os tratamentos sdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8: Tratamentos do experimento 5

T1 =MSO0 + 3% sacarose

T2 =0,4 yM BAP + 1,6 yM ANA + 3% sacarose
T3 =0,4 uM BAP + 1,6 yM ANA + 6% sacarose
T4 =0,4 uM BAP + 1,6 uyM ANA + 8% sacarose
T5 =22,2 yM BAP + 3% sacarose

T6 = 22,2 yM BAP + 6% sacarose

T7 = 22,2 yM BAP + 8% sacarose

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado, em
esquema fatorial de 3x7, trés cultivares, sete tratamentos, com 10
repeticbes, sendo cada unidade experimental constituida por um frasco

contendo uma planta, totalizando 70 unidades amostrais por cultivar.

2.4. Delineamento Experimental e Analise Estatistica

Em todos os experimentos foi adotado o delineamento inteiramente
casualizado, tanto em taro como em mandioca. Os dados foram submetidos
a analise de varidncia (ANOVA), empregando-se o programa SAEG -
Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas da UFV (Euclydes, 1983), e as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas das plantas de
mandioca: comprimento médio da parte aérea (CPA), comprimento médio da
raiz mais longa (CR), em centimetros, e numero médio de raizes (NR); e
para taro: comprimento médio da parte aérea (CPA), didmetro médio do

rizoma (DR), em centimetros, e numero meédio de brotos (NB).
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2.5. Preparo das laminas permanentes de taro e de mandioca

Raizes tuberiformes de mandioca e microrizomas de taro obtidos nos
experimentos foram submetidas a analises anatdbmicas sob luz normal e
polarizada.

Amostras de microrizomas de taro, e raizes tuberiformes de mandioca
foram fixadas em FAA;o (Johansen, 1940) e estocadas em etanol 70%. Apos
desidratacdo em série etilica, os fragmentos foram incluidos em metacrilato
e 0s blocos cortados em micrétomo rotativo. Secgdes transversais, com 10
Mm de espessura, foram corados em Azul de Toluidina pH 4,0 (O’Brien e
McCully, 1981), para caracterizagao estrutural ou submetidos a reagdo com
PAS - Acido Periédico/Reagente de Schiff (McManus, 1948), para deteccéo
de polissacarideos neutros. As laminas foram montadas em Permount. A
andlise do material, e a captura de imagens foram realizadas em
microscopio de luz (modelo Olympus AX70TRF) equipado com sistema U-

Photo e com camera digital acoplada.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Microtuberizagao de Taro

No primeiro experimento objetivou-se a formacdo de microrizomas
das cultivares Chinés e Japonés de taro sob efeito do regulador de
crescimento BAP e das diferentes concentracbes de sacarose na resposta
morfogénica que foi avaliada apds 60 dias. Verificou-se que, de maneira
geral, a cultivar Japonés aparenta ser mais responsiva aos tratamentos a ela
submetidos, a exemplo da caracteristica CPA, onde se obteve
desenvolvimento de parte aérea e rizomas reduzidos (Tabelas 9 e 10). Fato
esse, provavelmente, decorrente da acdo do BAP, o qual controla a
orientacdo do fluxo de carboidratos soluveis e, desta forma, intervém no
desenvolvimento dos microtubérculos (Villafranca et al.,, 1998) tendo, por
consequéncia, maior desenvolvimento na parte aérea das plantas cultivadas
em meio desprovido de BAP (T1), em ambas cultivares.

Da mesma forma, obteve-se diferenga significativa na caracteristica
DR, no qual o tratamento T4 apresentou microrizomas de maior tamanho
quando comparados ao tratamento T1 (Tabela 10), como também, no
caracteristica NB (Tabela 10), o qual apresentou maior numero nos

tratamentos que continham BAP e niveis elevados de sacarose.

Tabela 9: Médias do comprimento (cm) da parte aérea de plantas (CPA) de
cultivares de taro desenvolvidas em meios de cultura visando a formacao de

microrizomas

TRATAMENTO CPA (cm)
CHINES JAPONES
T1=MSO0 + 3 % (p/v) sacarose 5,48 a 6,35 a
T2 = 8,88 uM BAP + 3% sacarose 2,06 b 2,12b
T3 = 8,88 uM BAP + 6% sacarose 1,86 b 2,50 b
T4 = 8,88 uyM BAP + 8% sacarose 2,12b 2,10 b

"MSO = meio de MS, na auséncia de reguladores de crescimento.
Médias seguidas pela mesma letra nas colunas n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.
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Tabela 10: Médias do numero de brotagbes (NB) e do diametro médio (cm)
dos rizomas (DR) de cultivares de taro desenvolvidas em meios de cultura

visando a formagao dos microrizomas

TRATAMENTO CHINES JAPONES
NB DR NB DR
T1= MS0* + 3% (p/v) sacarose 0,30b 0,30b 0,0c 0,40b
T2= 8,88 uM BAP + 3% sacarose 280a 042b 3,80a 0,40Db
T3= 8,88 UM BAP + 6% sacarose 270a 0,49b 230b 042b
T4= 8,88 uM BAP + 8% sacarose 0,40b 1,30a 0,20c 0,95a

"MSO = meio de MS, na auséncia de reguladores de crescimento.

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade.

Com relagéao ao fotoperiodo, foi sugerido que dias longos promovem a
formagao do bulbo de cebola, e que isto pode estar relacionado ao processo
fotossintético, pois a bulbificacdo € considerada, principalmente, pela a
acumulacao de carboidratos, que é facilmente observada através da expansao

basal da planta (Kahane et al., 1992).

Anatomicamente, observa-se a presengca marcante de graos de amido em
rizomas diferenciados em T4 (Figuras 2B e 2D), em contraste com T1, onde n&o

houve acumulo de amido (Figuras 2A e 2C).

Do mesmo modo, verificou-se diferenca no acumulo de polissacarideos
em T1 (Figuras 3A e 3C) com relagdao ao T4 (Figuras 3B e 3D), onde se
detectou amiloplastos repletos de grdo de amido. Os resultados constatados
mediante as analises estruturais (Figuras 2 e 3) comprovam a importancia da
aplicagao de reguladores de crescimento no processo de microtuberizagéo,
como o observado em batata (Nowak & Colborne, 1989; Kim et al., 2003), como
aspecto favoravel na elucidagdo dos fendmenos bioquimicos envolvidos na
formagao do tubérculo, juntamente, com elevados niveis de sacarose (Lauzer et
al., 1992; Omokolo et al., 2003), tendo como consequéncia a presenca de graos

de amido.
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Figura 2: Fotomicrografias de secgbes transversais do microrizoma de taro
(Colocasia esculenta) coradas com azul de toluidina, obtidas in vitro mediante o
cultivo em meio MSO e 3% (p/v) de sacarose (T1) e meio MS com 8,88 yM BAP
e 8% de sacarose (T4). A - Rizoma de taro em T1, evidenciando a regido
cambial (seta); B - Microrizoma diferenciado em T4, visualizado sob luz
polarizada, comprovando a presenca de graos de amido; C - Células do
parénquima medular do rizoma em T1, evidenciando a auséncia de acumulo de
amido e presenga de feixes vasculares (setas); D - Detalhe das células do
parénquima medular de microrizomas formado em T4, evidenciando numerosos

amiloplastos.
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Figura 3: Fotomicrografias de secgbes transversais de microrizomas de taro
(Colocasia esculenta) submetidas ao PAS, obtidas in vitro mediante o cultivo em
meio MSO e 3% (p/v) de sacarose (T1) e meio MS com 8,88 uM BAP e 8% de
sacarose (T4). A - Rizoma de taro em T1; B - Microrizoma de taro diferenciado
em T4; C - Detalhe das células do parénquima medular do rizoma em T1; D -
Detalhe das células do parénquima medular repletas de grdos de amido em

microrizomas formados em T4.

No experimento 2, que constou de duas fases, foi possivel observar maior
crescimento da parte aérea nos tratamentos desprovidos de BAP, em relagéo
aos demais tratamentos, tanto na cultivar Chinés como na Japonés (Tabela 11).
Além disso, observou-se que nao houve diferenga significativa entre as
cultivares, nas demais caracteristicas analisadas, inferindo que esta distingao de
fases (indugao e formagao) e concentragao diferenciada de BAP, nao interferiu

no processo de formagdao de microrizomas de taro. Acredita-se que a
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concentracao de 4,88 uM de BAP € baixa para promover antecipadamente a
formacdo do microrizoma em taro, e portanto ndo alterou os resultados. A
formacao dos microrizomas, provavelmente foi devido a maior concentragcao de
BAP (26,64 pM BAP). As citocininas estimulam a tuberizagdo através da
indugdo da divisdo celular, tendo uma importante fungdo na mobilizagdo de

fotoassimilados e de nutrientes para os drenos (Omokolo et al., 2003).

Tabela 11: Médias do comprimento da parte aérea de plantas (CPA) em
centimetros de cultivares de taro desenvolvidas em meios de cultura visando a

formagao de microrizomas

TRATAMENTO CPA

(FORMACAOQ) CHINES JAPONES
T1= MS0*+ 3% (p/v) sacarose 13,35 a 12,89 a
T2= 26,64 yM BAP + 3% sacarose 2,95 b 2,59 b
T3= 26,64 yM BAP + 6% sacarose 2,52 b 2,26 b
T4= 26,64 yM BAP + 8% sacarose 2,36 b 2,56 b

"MSO = meio de MS, na auséncia de reguladores de crescimento.
Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si, pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

No experimento 3, formulado a partir de uma unica fase, foi possivel
observar que a cultivar Japonés apresentou os melhores resultados,
principalmente, na caracteristica CPA, que é evidenciado sua eficiéncia no
crescimento da parte aérea (Tabela 12). Da mesma forma, foi possivel
observar respostas semelhantes tanto em DR como NB, isto, provavelmente,
decorrente da agdo conjunta do BAP e elevada concentragdo de sacarose.
Em geral, a aplicagdo de reguladores de crescimento pode manter o balango
hormonal e a eficiente relagcdo fonte-dreno e, desta forma, aumentar a
produtividade da cultura (Kim et al.,, 2003). Ainda, constatou-se em
Dioscorea e Solanum que elevados niveis de sacarose sdo determinantes

no processo de microtuberizacao (Lauzer et al., 1992; Ranalli et al., 1994).
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Tabela 12: Desempenho das cultivares de taro Japonés e Chinés durante o
processo de formacdo de microrizomas avaliado pelas médias no

comprimento de parte aérea (CPA), didmetro das raizes (DR) em

centimetros e numero de brotagdes (NB)

TRATAMENTO CPA (cm) DR (cm) NB
JAPONES
T1= MSO * + 3% (p/v) sacarose 7,07 a 0,36 b 0,20 b
T2=22,2 uM BAP + 3% sacarose 2,78 b 0,42b 2,20 a
T3= 22,2 yMBAP + 6% sacarose 3,25b 0,67 b 2,40 a
T4= 22,2 uM BAP + 8% sacarose 2,83b 1,15a 1,40 ab
CHINES

T1= MSO0 + 3% sacarose 5,50 a 0,34 b 0,30 b
T2= 22,2 yM BAP + 3% sacarose 1,73 b 0,42 b 2,80 a
T3= 22,2 y(MBAP + 6% sacarose 1,76 b 0,49b 2,70 a
T4= 22,2 yM BAP + 8% sacarose 1,72 b 1,25 a 0,80 b

"MSO = meio de MS, na auséncia de reguladores de crescimento.
Médias seguidas pela mesma letra nas colunas para cada cultivar ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Observou-se, em T1 desenvolvimento normal da parte aérea, porém
com rizoma reduzido (Figura 4A). Em contraste, em T4 houve
comprometimento do desenvolvimento da parte aérea, no entanto, destaca-

se a formagao de microrizomas e a presenca de brotos (Figuras 4B e C).
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Figura 4: Plantas de taro (Colocasia esculenta) obtidas in vitro mediante o

y

cultivo em meio MSO e 3% (p/v) de sacarose (T1) e meio MS com 22,2 uM
BAP e 8% sacarose (T4). A - Rizoma em T1; B - Microrizoma formado em
T4; C. Brotos axilares obtidos em T4; D - Células do parénquima medular do
rizoma em T1; E - Células do parénquima medular repletas de graos de
amido (seta) em T4; F - Microrizoma de T4 submetido a luz polarizada
comprovando a presenga de graos de amido (seta); G - Detalhe das células
do parénquima medular do rizoma (T1), coradas com PAS; H - Seccéo
transversal de microrizoma formado em T4, evidenciando amiloplastos
repletos de grdo de amido (seta) em células do parénquima medular coradas
com PAS.
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Anatomicamente, observou-se presenga acentuada de graos de
amido no T4 (Figuras. 4E e 4F), em oposi¢ao ao T1 (Figura 4D). Além disso,
constatou-se diferenca no acumulo de polissacarideos em T1 (Figura 4G)
comparativamente ao T4 (Figura 4H), onde se detectou amiloplastos
repletos de grdao de amido. As diferencas anatbmicas apresentadas na
Figura 4 ratificam os resultados da agdo conjunta do BAP e dos niveis mais
altos de sacarose (Lauzer et al., 1992; Omokolo et al., 2003), que favorece o
surgimento de brotos (Figura 4C), como também, no acumulo de graos de
amido (Figuras 4E, 4F e 4H). Resultado semelhante foi obtido no estudo de
microtuberizacdo de batata, onde foi verificada a agao da cinetina durante o

processo de tuberizagéo (Villafranca et al., 1998).

3.2. Microtuberizacido de Mandioca

Nos tratamentos que produziram raizes tuberiformes observou-se
marcante redugdo da altura da plantas, possivelmente em decorréncia do
desenvolvimento de raizes tuberiformes (Tabela 13).

No experimento 1, onde as trés cultivares foram cultivadas em meio
MS liquido com 0,4 uM de BAP e 1,6 yM de ANA, e trés concentracdes de
sacarose 3% (T2), 6% (T3), 8% (T4), verificou-se que ‘Mantiqueira’
apresentou melhores respostas nas caracteristicas CPA, CR e NR, no
tratamento T1, seguida por ‘Vassourinha’ (Tabela 13). No entanto, neste
tratamento nao foi constatado a formacao de raiz tuberiforme em nenhuma
das cultivares. Provavelmente, isto se deve a auséncia tanto de reguladores
de crescimento, principalmente citocininas, como também os niveis elevados
de sacarose, que sao fatores que favorecem o processo de microtuberizacao
em Xanthosoma sagittifolium (Omokolo et al., 2003), ndo havendo, assim,

interferéncia no crescimento da planta (Tabela 13).
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Tabela 13: Desempenho de cvs. de mandioca Mantiqueira, Vassourinha e
Parazinha na formacao de raizes tuberiformes in vitro avaliado pelas médias

do comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz mais longa (CR)

em centimetros e numero de raizes (NR)

Mantiqueira
TRATAMENTO CPA CR NR
T1= MSO0* + 3% (p/v) sacarose 2537a 1462a 21,50a
T2=0,4 uM BAP + 1,6 uyM ANA + 3% sacarose 11,00 b 512b 7,25b
T3=0,4 uM BAP + 1,6 uyM ANA + 6% sacarose 6,12 c 475b 12,50 ab
T4=0,4 uM BAP + 1,6 yM ANA + 8% sacarose 6,25 c 3,50b 4,500b
Vassourinha
TRATAMENTO CPA CR NR
T1=MSO0 + 3% (p/v) sacarose 18,41 a 10,40a 8,90 a
T2= 0,4 uM BAP + 1,6 uM ANA + 3% sacarose 9,40 b 3,92b 4,90b
T3=0,4 uM BAP + 1,6 uyM ANA + 6% sacarose 6,98 b 553b 9,12b
T4=0,4 uM BAP + 1,6 uM ANA + 8% sacarose 8,11b 2,70b 8,12b
Parazinha
TRATAMENTO CPA CR NR
T1=MSO0 + 3% (p/v) sacarose 13,56 a 551a 11,90a

T2= 0,4 uM BAP + 1,6 uyM ANA + 3% sacarose 8,22 b
T3= 0,4 uM BAP + 1,6 uM ANA + 6% sacarose 6,16 c
T4=0,4 uM BAP + 1,6 yM ANA + 8% sacarose 535cC

2,36 b 3,25b
412ab 5,75b
3,67ab 4,62b

"MSO = meio de MS, na auséncia de reguladores de crescimento.

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, para cada cultivar, ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

No tratamento T4, o desenvolvimento das raizes tuberiformes foi mais

eficiente, apresentando uniformidade tanto no aspecto, como na textura na
cultivar Parazinha (Figura 5B). Entretanto, nas cultivares Vassourinha e
Mantiqueira verificaram-se indicios do processo de formacédo de raiz
tuberiforme, porém com desenvolvimento irregular ao longo das raizes
(Figuras 5D e 5F). Esta resposta pode estar associada diretamente as
diferencas genotipicas especificas das cultivares, e por esta razao

apresentaram respostas distintas. Em estudo realizado em batata sugere-se
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que a formacao do tubérculo pode sofrer um balango diferenciado na rota de
sinalizagdo que pode ser afetada por fitocromos ou fitorménios e isto pode
comprometer o desenvolvimento, e o ponto convergente que media esta rota
parece ser a relacdo fonte-dreno (Peres et al., 2005), e que pode ser

genotipo-dependente.

Figura 5: Resposta das cultivares no tratamento controle [MS0] e submetidas
ao processo de formacao de raiz tuberiforme in vitro induzida pelo
tratamento T4 [0,4 uM BAP, 1,6 uyM ANA e 8% (p/v) de sacarose],
respectivamente. A e B - Parazinha; C e D - Vassourinha; E e F —

Mantiqueira.
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No experimento 2, foram analisados outros meios de cultivo,
baseando-se em estudos conduzidos em batateiras por Lopez-Delgado &
Scoot (1997), Ulloa et al. (1997) e Silva et al. (2001), com o objetivo de
induzir o processo de formacao de raiz tuberiforme in vitro em meio sdlido.
Neste experimento verificou-se também as respostas diferenciadas das trés
cultivares aos tratamentos. Foi observado que ‘Vassourinha’ apresentou
melhores resultados no tratamento T4 (Figuras 6A e 6B), onde se verificou a
presenca de raizes tuberiformes, concordando com resultados prévios
(Estrada et al., 1986; Ulloa et al., 1997), que relatam que o BAP é um dos
fatores estimulantes do processo de tuberizacdo. Nas demais cultivares
houve indicios deste processo, porém foi constatado a formacado de calo
adjacente ao sistema radicular. A possivel causa da resposta diferenciada
entre as cultivares pode estar ligada a consideravel variabilidade genotipica
na tuberizagdo em resposta aos reguladores de crescimento (Delgado &
Scott, 1996). Além disso, é pertinente ressaltar que no tratamento T1 todas
as cultivares tiveram desenvolvimento normal e resposta significativa das

caracteristicas analisadas (Tabela 14).

Figura 6: Formacgédo de raizes tuberiformes de mandioca ‘Vassourinha’ in

vitro em meio semisélido. A - tratamento T1 (MSO + 3% de sacarose); B -
tratamento T4 (22,2 yM BAP + 8% de sacarose).
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Tabela 14: Desempenho de cvs. de mandioca Parazinha, Mantiqueira e

Vassourinha na formacéo de raizes tuberiformes in vitro avaliado pelas

médias do comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz mais

longa (CR) e numero de raizes (NR)

Parazinha
Tratamentos CPA (cm) CR (cm) NR
T1 14,22 a 8,99 a 14,92 a
T2 3,10 b 0,67 b 1,08 b
T3 3,77 b 0,21b 1,31b
T4 3,05b 0,11 b 0,92 b
Mantiqueira
Tratamentos CPA (cm) CR (cm) NR
T1 12,42 a 6,90 a 14,23 a
T2 3,60 b 0,31b 0,77 b
T3 415b 0,5b 0,54 b
T4 3,30 b 0,4b 0,46 b
Vassourinha
Tratamentos CPA (cm) CR (cm) NR
T1 17,54 a 5,70 a 16,61 a
T2 4,54 b 0,41b 1,85b
T3 3,81b 0,77 b 287b
T4 3,55 b 0,67 b 2,23 b

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, para cada cultivar, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

No experimento 3, utilizou-se a cultivar Mantiqueira por apresentar
dificuldade no processo de formacado de raiz tuberiforme em meio sdlido.
Com base nos dados obtidos verificou-se que a cultivar Mantiqueira
melhorou seus resultados somente para a caracteristica CPA,
principalmente em relagao ao tratamento T1 (Figura 7), este resultado esta

de acordo com obtido por Chagas et al. (2005), que constatou a eficiéncia do
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carvao ativado no crescimento da parte aérea quando utilizou a
concentracdo de 0,2% de carvao ativado, devido a sua capacidade de
adsorver substancias toxicas liberadas pelos proprios explantes ou
impurezas de outros componentes, como sacarose e sais, e assim,
contribuindo para o maior comprimento da parte aérea.

Objetivou-se com ensaio minimizar o efeito da luz que incide no
sistema radicular da planta, pois estudos revelam que o fotoperiodo,
principalmente dias longos podem inibir ou retardar a tuberizagdo
(Allemamm & Hammes, 2006). Uma vez que, a principal fungao do carvao
ativado € a absorgdo de substancias inibidoras, liberadas pelo meio de
cultura ou pelo explante, durante o crescimento, especialmente compostos

fendlicos (Figueiredo, 1996).

18 4 a
16 4
14 |
O sem carvao

12

10 - M com carvao

Comprimento Médio da Parte Aérea (cm)

T1 T2 T3 T4
Tratamentos

Figura 7: Comprimento médio da parte aérea (CPA) de mandioca cv.
Mantiqueira, in vitro, apds tratamentos com (0,2%; p/v) ou sem carvéao
ativado. T1: MSO + 3% sacarose; T2: 22,2 uM BAP e 3% sacarose; T3: 22,2
MM BAP e 6% sacarose; T4: 22,2 yM BAP e 8% sacarose. Médias dos
tratamentos seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
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E sabido que um dos fatores fisicos necessarios para o crescimento e
desenvolvimento dos 6rgaos vegetativos subterraneos é a auséncia de luz,
pois sugere-se que a auséncia de luz no crescimento e no desenvolvimento
das raizes, possui um forte efeito para a obtencdo de raizes tuberosas, e
que as provaveis caracteristicas seria a acao da luz no desenvolvimento dos
cloroplastos, inibindo a ontogénese de amiloplastos (Figueiredo, 1996).
Diante disto, o carvao ativado tem sido utilizado em meios de cultura para
estimular o enraizamento, devido a sua alta habilidade de excluir a luz do
meio e também por diminuir a intoxicagdo das culturas pela presenca de
fendis produzidos pelos proprios tecidos que, por sua vez, inibem o
enraizamento (Corréa et al., 2003).

Quanto ao aspecto de microtuberizagao, este ensaio nao alterou de
forma significativa a indugdo de raizes tuberiformes, evidenciando que a
presenca de carvao ativado nao influencia este processo ou pelo menos nao
proporcionou a formagao destas raizes, resultado semelhante foi obtido por
Figueiredo (1996) e Chagas et al. (2005), os quais relatam, inclusive,
inibicdo do crescimento radicular.

No experimento 4, objetivou-se analisar os diferentes meios testados
juntamente com as trés cultivares Mantiqueira, Parazinha e Vassourinha em
meio MS liquido, e desta forma, verificar e inferir qual o melhor tratamento, e
qual cultivar € mais responsiva ao processo de formacdo de raizes
tuberiformes.

Diante dos resultados pode-se constatar que houve diferencgas
significativas no efeito do tratamento nas trés caracteristicas analisadas. Isto
pode ser evidenciado no desempenho das cultivares, para o tratamento T1,
a cultivar Mantiqueira foi a que apresentou melhores respostas ao
desenvolvimento da planta em relacdo a Vassourinha e Parazinha para as
caracteristicas CR e NR (Tabela 15).
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Tabela 15: Desempenho das cultivares de mandioca Mantiqueira,
Vassourinha e Parazinha no processo de formacao de raizes tuberiformes in
vitro induzido pelo tratamento T1 e avaliado pelas médias do comprimento
da parte aérea (CPA), comprimento da raiz mais longa (CR), em centimetros

e Numero de Raizes (NR).

TRATAMENTO T1 (MSO +3% sacarose)

Cultivar CPA CR NR

Mantiqueira 25,38 a 14,62 a 21,50 a
Vassourinha 15,27 b 9,23b 11,75 b
Parazinha 12,82 b 529c 7,38 b

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Em relacdo aos tratamentos testados pode-se verificar que o
tratamento T1 apresentou melhor resultado entre as cultivares, ainda sobre
este aspecto, a cultivar Mantiqueira € a que apresenta melhores respostas,
mesmo sob os diferentes tratamentos, principalmente nas caracteristicas CR
e NR (Tabela 16).

Quanto ao processo de formacao de raizes tuberiformes, de acordo
com os dados preliminares observou-se que o tratamento T4 foi o que
apresentou a melhor resposta nas trés cultivares (Figura 16). Contudo, a
cultivar mais responsiva a formacdo de raiz tuberiforme €& a Parazinha
(Figura 16B), apresentando uniformidade no aspecto e na textura da raiz
tuberosa e ainda verificou-se regularidade e constancia da cultivar na
formagao de raizes tuberiformes. A cultivar Vassourinha também responde
ao processo de formacédo de raiz tuberiforme (Figura 16C), porém com certa
irregularidade tanto na frequéncia, como também, na formacdo da raiz
tuberosa propriamente dita, pois o processo nao foi uniforme como na
Parazinha. Ja na cultivar Mantiqueira (Figura 16D) verificou-se apenas
indicios do processo, entretanto com desenvolvimento irregular ao longo das
raizes. Apesar de apresentar os melhores resultados com relacido as
diferentes caracteristicas analisadas (CPA, CR e NR), diante dos
tratamentos a qual foi submetida, a cultivar Mantiqueira, pode ser

considerada recalcitrante ao processo de formacao de raizes tuberiformes.
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Esta resposta pode estar associada diretamente as diferencas genotipicas
especificas das cultivares, e por esta razdo apresentaram respostas distintas

ao processo de formacao de raiz tuberiforme.

Tabela 16: Desempenho de cultivares de mandioca Vassourinha,
Mantiqueira e Parazinha na formagao de raizes tuberiformes in vitro avaliado
pelas médias do comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz

mais longa (CR) e numero de raizes (NR)

CPA (cm)
Cultivar T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Vassourinha 15,27 a 8,30b 6,62b 6,64b 6,62 b 6,02 b 4,84b
Parazinha 12,82 ab 8,57bc 8,21bc 9,21abc 5,04c 6,35 bc 5,09¢c
Mantiqueira 25,38 a 11,00b 6,12bc 6,25 bc 3,38 ¢c 450c 3,88 ¢
CR (cm)
Cultivar T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Vassourinha 9,23 a 0,4b 1,40b 1,77b 0,8b 0,50 b 0,55b
Parazinha 529ab 0,76b 047b 152D 1,82ab 1,86ab 2,05ab
Mantiqueira 1462a 5/12b 4,75b 3,50b 4,00 b 4,38 b 512b
NR
Cultivar T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Vassourinha 11,75a 0,38b 1,62b 1,62b 0,38b 0,75b 2,38b
Parazinha 738ab 3,12ab 1,25b 2,38ab 3,12ab 4,62 ab 5,62 ab
Mantiqueira 21,50a 7,25bc 12,50b 4,50 bc 4,62bc 3,75bc 5,25 bc

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.
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Figura 8: Processo de formacéo de raizes tuberiformes em cultivares de

mandioca in vitro. A- Parazinha cultivada em meio MS, na auséncia de
reguladores de crescimento (controle -T1); B - Parazinha; C - Vassourinha;
D - Mantiqueira. B, C e D - submetidas ao tratamento T4 (0,4 uM BAP, 1,6
MM ANA e 8% (p/v) de sacarose).

Anatomicamente, observa-se em T1 que as raizes apresentam
epiderme unisseriada, cortex com células isodiamétricas, porém de menor
calibre que T4 (Figuras 9A, 9B e 9C). Além disso, as raizes do T4
apresentaram aumento consideravel dos espacgos intercelulares nas
camadas mais periféricas do cortex, como também a presencga de gréos de
amido na regiao do cortex (Figura 9D).

Verificou-se, ainda, diferenca no acumulo de polissacarideos o T1
(Figura 9C) em oposi¢cao ao T4 (Figura 9D, 9E e 9F), onde se detectou
amiloplastos repletos de grdo de amido. As diferengas anatbmicas
apresentadas na Figura 9 ratificam os resultados da agéo conjunta do BAP e
dos niveis mais altos de sacarose (Estrada et al., 1986; Omokolo et al.,
2003) favorece o acumulo de grédos de amido, como o relatado por Ross et
al. (1994) e Veramendi et al., (1999).
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Figura 9: Fotomicrografias de sec¢des transversais de raizes de mandioca

cv. Parazinha, obtidas in vitro mediante o cultivo em meio MSO e 3% (p/v) de
sacarose (T1) e meio MS com 0,4 uM BAP, 1,6 uM ANA e 8% de sacarose
(T4). A - Visao geral de raizes cultivadas em meio T1; B - Visdo geral de
raizes tuberiformes cultivadas em meio T4; C - Detalhe das células do
parénquima medular de raizes cultivadas em T1; D -: Detalhe das células do
parénquima cortical de raizes cultivadas em T4, evidenciando células
repletas de grdos de amido; E - Visdo geral de raiz tuberiforme diferenciada
em meio T4 submetida a luz polarizada, comprovando a presenga de graos
de amido; F - Deteccéo de polissacarideos com PAS em raizes tuberiformes

diferenciadas em T4, com detalhe dos amiloplastos na regiao do cortex.
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O experimento 5, realizado com a finalidade de obtencao de raizes
tuberiformes em meio MS semisolido e sete tratamentos, na tentativa de
englobar todos os tratamentos em um unico ensaio. Por meio da analise dos
dados obtidos verificou-se que o tratamento T1 distinguiu-se de forma
significativa dos demais tratamentos em todas as caracteristicas analisadas:
CPA, CR e NR, como também nas trés cultivares estudadas (Tabela 17).
Ainda, com relacdo ao efeito dos tratamentos podemos observar que a
cultivar Parazinha apresentou melhores respostas quanto ao CR, isto
corrobora com a sua habilidade de responder ao processo de formagao de

raizes tuberiformes que ocorreram no tratamento T4 (Figuras 10A e 10B).

Tabela 17: Desempenho de cultivares de mandioca quanto ao comprimento
da parte aérea (CPA), comprimento da raiz mais longa (CR) e numero de

raizes (NR) na formacgao de raizes tuberiformes in vitro.

CPA (cm)
Cultivar T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Mantiqueira 9,15 a 4,02b 4,06 b 3,64b 2,85b 3,49b 2,88b
Vassourinha 21,40 a 5,84 b 6,04 b 501b 517b 3,86 b 3,84b
Parazinha 14,61 a 8,16 b 8,27b 9,07 b 292c 3,74 c 3,05¢
CR (cm)
Cultivar ™ T2 T3 T4 T5 T6 T7
Mantiqueira 6,50 a 0,46 b 0,30b J,72b 0,20b 0,00b 0,00b
Vassourinha 7,44 a 0,66 b 0,54b 1,14b 0,37b 030b 0,20b
Parazinha 9,49 a 0,81bc 0,78bc 1,72bc 0,79bc 0,34c 041c
NR
Cultivar ™ T2 T3 T4 T5 T6 T7
Mantiqueira 7,90 a 0,60 bc 2,70 bc 3,20bc  0,00c 0,00 ¢ 0,00c
Vassourinha 11,50 a 4,00 bc 1,30 bc 290bc 0,20c 0,50 c 0,30c
Parazinha 14,90 a 3,00 b 1,30bc  2,30b 1,20bc  1,20bc 0,80 bc

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.
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No aspecto visual, efeito das cultivares submetidas ao meio
semisolido foi constatado que no tratamento T4, em ‘Parazinha’, novamente,
apresentou melhores respostas nos diferentes tratamentos, ratificando os
resultados prévios, e a condicido de melhor cultivar no processo de formagao
de raizes tuberiformes observada neste experimento (Figura 10B). A
combinagao do ANA com BAP foi importante para a indugédo do processo de
formagao de estruturas semelhantes a raizes tuberosas in vitro em Ipomoea.
batatas (Corréa et al., 2003). Além disso, evidenciou-se que ‘Vassourinha’
também exibiu bons resultados ao processo de tuberizagdo in vitro sob o
mesmo tratamento (Figura 10C), porém nao foi uniforme, e ainda apresenta
menor comprimento e numero de raizes quando comparado com
‘Parazinha’. Ja ‘Mantiqueira’ apresentou um elevado percentual de calos
(Figuras 10 D e 11), impedindo ou interferindo na formacédo de raizes
tuberiformes, principalmente nos tratamentos que continham somente o BAP
na concentragao de 22,2 uM (Tabela 17). Possivelmente, a explicagdo para
a calogénese seja divido a auséncia da auxina (ANA) que favorece ao
alongamento celular (Taiz & Zeiger, 2004), a concentragdo elevada da
citocinina (Figueiredo, 1996), quando comparada aos outros tratamentos, e a
especificidade do gendtipo (Lopez-Delgado & Scott, 1997), sugerindo que a
cultivar Mantiqueira apresenta menor potencialidade a formacdo de raiz

tuberiforme in vitro.
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Figura 10: Processo de formacdo de raizes tuberiformes de mandioca in
vitro. A - Parazinha (controle -T1); B - Parazinha; C - Vassourinha; D —
Mantiqueira, submetidas ao tratamento T4 (0,4 uM BAP, 1,6 uM ANA e 8%

(p/v) de sacarose).
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Figura 11: Porcentagem de calos obtidos mediante o processo de formagao
de raizes tuberiformes, in vitro, na cv. Mantiqueira sob tratamento T4: 0,4 uM
BAP, 1,6 yM ANA e 8 % (p/v) de sacarose.
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4. CONCLUSOES

- Houve especificidade nas respostas genotipicas no processo de
microtuberizag¢ao de cultivares de taro e de mandioca;

- A cultivar de taro Japonés respondeu melhor ao processo de inducao de
microrizomas;

- O uso do tratamento com 22,2 uyM BAP e 8% (p/v) de sacarose, permite
maior formacao de microrizomas de taro;

- Em mandioca, a cultivar Parazinha respondeu melhor a indugdo de raiz
tuberiforme;

- O tratamento com 0,4 yM BAP, 1,6 uyM ANA e 8% de sacarose, induziu a
formacéao de raiz tuberiforme em mandioca, tanto em meio semisélido como
em meio liquido;

- O comprimento médio da parte aérea, comprimento médio da raiz mais
longa (cm) e numero médio de raizes, foi maior na cultivar de mandioca
Mantiqueira, porém, em meio de inducéo de raiz tuberiforme esta cultivar é
considerada recalcitrante;

- A microtuberizagdo in vitro € caracterizada pela presenca de gréos de
amido nos microrizomas e raizes tuberiformes de taro e mandioca,

respectivamente.
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CAPITULO I

Efeito dos Estresses Salino e da Baixa Temperatura in vitro em

Cultivares de Mandioca e Taro

RESUMO

Objetivou-se estudar as alteragbes que ocorrem no comportamento
morfo-fisiolégico in vitro de cultivares de mandioca e taro, quando
submetidas a estresses salino e de baixa temperatura. Plantas de taro e
mandioca tuberizadas em meio MS foram transferidas para meio com
diferentes concentragdes salinas (0, 50, 75 e 100 mmol L' de NaCl). J&, os
experimentos de estresse térmico constaram dos seguintes tratamentos: 5°,
10° e 25°C, por um periodo de 7 dias. Foram mensurados os niveis de
etileno aos 5, 20 e 40 dias de cultivo para o experimento de estresse salino,
e 3 e 7 dias para o térmico. Também foram realizadas analises bioquimicas
(POD, PPO e CAT) e isoenzimas, além da analise das caracteristicas
morfoldgicas decorrentes do estresse abidtico. A adigcdo de NaCl ao meio de
cultivo induziu o estresse oxidativo, caracterizado pelo aumento da atividade
de enzimas antioxidantes POD e CAT e por elevada concentracdo de
etileno. Houve diferenca de tolerancia aos estresses térmico e salino entre
as cultivares de mandioca e taro. A presenca de NaCl em meio liquido
aumentou produgdo de etileno e a atividade da catalase. A baixa
temperatura, por sua vez, ocasionou aumento da atividade de POD e CAT e
da producdo de etileno em mandioca. Em taro, o estresse oxidativo foi
caracterizado pelo aumento da atividade de enzimas antioxidantes POD e
PPO, a 5°C. Houve diferenga na atividade de enzimas em diferentes partes
da planta de mandioca e taro, ocorrendo duas isoenzimas para POD e PPO
nos microrizomas e, ainda, uma para POD e duas para PPO na parte aérea
de taro; ja em mandioca observou-se duas isoenzimas para POD e uma

para PPO no sistema radicular.
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CAPITULO I

EFEITO DOS ESTRESSES SALINO E DA BAIXA TEMPERATURA in vitro
EM CULTIVARES DE MANDIOCA E TARO

1. INTRODUCAO

Na natureza, as plantas geralmente estdo sujeitas a severas
condicbes ambientais de estresse como seca, salinidade e frio, que podem
retardar o crescimento e o desenvolvimento, reduzir a produgao e, em casos
extremos, induzir injuria letal para a planta. Para assegurar a sobrevivéncia,
as plantas desenvolvem estratégias de respostas para os varios tipos de
estresse abidticos (Morsy et al., 2007).

Varios genes que se expressam apos estimulos de estresse, como de
salinidade, de seca e de frio, tém sido estudados em nivel transcricional. Os
produtos destes genes induzidos pelo estresse foram classificados em dois
grupos, primeiro: protegem diretamente contra o estresse ambiental;
segundo: regulam a expressao de genes e transducéo de sinal em resposta
ao estresse (Seki et al., 2003).

A baixa temperatura € considerada fator de influéncia no
comportamento e desenvolvimento das espécies vegetais. A aclimatagao de
espécies ao frio € acompanhada por alteragdes bioquimicas e fisiolégicas,
que por sua vez, sdo controladas pela expressédo génica. As propriedades
das membranas sao afetadas por baixas temperaturas, ocorrendo alteracéo
no fluxo de agua e ions, interferindo nas atividades de diversas enzimas
(DaMatta & Ramalho, 2006), e ocorrendo, ainda, a produgao de oxigénios
reativos (ROS). Uma vez que o dano na integridade da membrana € um
efeito comum do estresse, especificamente no caso de baixa temperatura,
os ROS apresentam importante funcdo na peroxidacao de lipideos e dano
da membrana e, consequentemente, na senescéncia da planta (Morsy et al.,
2007).

O grau e duragao de frio podem ser letais a maioria dos organismos,
devido a desidratagao intracelular pelo ambiente e dano fisico ocasionado

pela formacao de cristais de gelo (Jacobsen et al., 2005). Apesar disso, a
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resposta para um tipo especifico de estresse pode variar com o gendétipo,
ainda assim, algumas das reagdes sdo comuns em todos os gendtipos
(Morsy et al., 2007).

Uma importante e comum resposta ao estresse de frio e seca
encontrada em Avena sativa L., parece ser o aumento na acumulagao de
agucares soluveis; o conteudo de prolina e sacarose também aumentam
com a duracao do estresse. Por outro lado, a raiz € uma parte critica da
planta, apresentando maior resisténcia ao frio (Kerepesi et al., 2004;
Jacobsen et al., 2005). Além disso, as mudangas na composi¢cao de lipideos
da membrana plasmatica, em consequéncia a aclimatacdo ao frio,
representa o resultado de um dos muitos e diferentes tipos de cascata de
sinalizagao. O ponto inicial de todas essas cascatas sensiveis a temperatura
pode ter um ou varios mecanismos desconhecidos, que resultam na
reprogramacao da transcri¢ao (Bohn et al., 2007).

Outro ponto chave, na protecdo das plantas a temperaturas de
congelamento sempre foi atribuido as membranas celulares, em particular a
plasmalema. O decréscimo da temperatura e da hidratacdo pode ser
contrabalancado por mudancgas tanto no interior da membrana hidrofébica,
como na superficie da membrana hidratada, respectivamente, para garantir
a impermeabilidade a ions, bem como adequadas fun¢gdes de enzimas
ligadas a membrana (Bohn et al., 2007).

A cultura de tecidos evita as complexidades fisioldgicas e estruturais
da planta, podendo controlar a homogeneidade do estresse e suas
implicacdes, e entdo fornecer importante ferramenta para o estudo dos
efeitos do frio e da salinidade e seus mecanismos (Kerepesi et al., 2004).
Assim, esta técnica torna-se conveniente para investigar as relagdes entre
resposta celular e planta inteira ao NaCl (Bajji et al., 1998).

O estresse salino resulta em inumeros processos prejudiciais que
incluem acumulacdo de niveis toxicos de fons Na® e CI, reducdo na
disponibilidade de nutrientes, inibicdo do crescimento e da fotossintese na
maioria das plantas, modificacdo no status de agua nos tecidos, e
secundariamente, como o estresse oxidativo ligado a produgdo de espécies

de oxigénios reativos (Baijji et al., 1998; Chen et al., 1998).
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Importante aspecto na tolerancia a salinidade € a habilidade das
plantas de excluir ou compartimentar ions téxicos, como Na* e CI. A
tolerancia nao esta simplesmente relacionada a compartimentacdo de NaCl
nos vacuolos celulares, mas também a diferente distribuicdo de certos ions
entre as células, resultando em importante atributo nas plantas tolerantes
(Morales et al., 1998).

Algumas das mudangas morfolégicas sdo a redugao do crescimento
da parte aérea, no comprimento da raiz e restricbes no enraizamento. Entre
a indugao das respostas bioquimicas estdo as mudancas na sintese de
proteinas soluveis, decréscimo no conteudo de proteina, geralmente é
relacionado com a resposta das plantas a salinizagdo. Outro marcador
bioquimico frequentemente usado quando se estuda estresse ou processos
fisioloégicos é a atividade de peroxidases (Evers et al., 1997). Peroxidases
sdo amplamente distribuidas em plantas superiores. Uma de suas fungoes
mais importantes é de atuar como complexa enzima de defesa nas células.
As mudancas na atividade de peroxidases estéo relacionadas a influéncia de
fatores ambientais, que inclui o estresse salino (Radic et al., 2006).

As peroxidases (EC 1.11.7, POD) sado enzimas que catalisam a
oxidacao de grande numero de estruturas aromaticas, utilizando peroxido de
hidrogénio como aceptor de elétrons (Neves, 2003). As POD séo
glicoproteinas que apresentam atomos de ferro como grupo prostético e
diferentes quantidades de residuos de carboidratos. Dois grupos principais
de isoperoxidases tém sido distinguidos (acido e basico), com ponto
isoelétrico variando de 3,5 a 9,5. Localizam-se, principalmente, na parede
celular e nos vacuolos das células de plantas superiores, podendo sua
localizacéo variar de acordo com a idade, espécie e grau de diferenciagcao
(Radic et al., 2006).

De ampla ocorréncia em plantas superiores, as POD atuam na
remogao de atomos de hidrogénio dos grupos alcoois, combinando-se com o
peréxido de hidrogénio para formar moléculas de agua (Radic et al., 2006); e
estdo envolvidas em processos como biossintese de lignina, na suberizagéo
de parede celular e no metabolismo de auxinas. Podem, ainda,

desempenhar fungdo chave em processos relacionados a estresses de
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variadas naturezas, incluindo resisténcia a patdogenos, abscisdo, produgao
de etileno e escurecimento de tecidos (Neves, 2003).

As polifenoloxidases (EC 1.14.18.1, PPO) sdo monooxigenases do
grupo das oOxido-redutases que contém cobre em sua estrutura e que se
localizam nas membranas celulares, nas quais se encontram inativas,
tornando-se ativas quando liberadas. As PPO, por sua vez, promovem a
oxidacdo enzimatica de compostos fendlicos produzindo, inicialmente,
quinona que rapidamente se condensa, formando pigmentos insoluveis e
escuros denominados melanina, ou reagem n&o-enzimaticamente com
aminoacidos, proteinas ou outros compostos (Marri et al., 2003).

A catalase (EC 1.11.1.6, CAT) € outra classe de enzimas que tem tido
sua atividade associada aos danos, principalmente, pela injuria por frio. A
remogao do peréxido de hidrogénio pela catalase pode estar diretamente
envolvida com a regulacédo da resposta a este estresse nas plantas, pois a
producdo de ROS tem sido evidenciada em processos oxidativos induzidos
durante condi¢cdes de estresse abiodtico, assim como, injuria por frio, déficit
hidrico e salinidade (Anderson, 2002).

A CAT é encontrada em todos os organismos aerobicos e, em plantas
superiores, € uma das principais enzimas responsaveis pela defesa contra o
estresse oxidativo, pois promove a formagédo de oxigénio e de agua a partir
do peroxido de hidrogénio (H2O.). Esta enzima esta localizada em
microcorpos (peroxissomos, glioxissomos e organelas relacionadas) onde
enzimas oxidativas, produtoras de H,O,, estdo presentes (Willekens et al.,
1995).

A acao da CAT pode diminuir a peroxidacdo dos lipidios das
membranas. O prejuizo que a peroxidagao causa a plasmalema promove a
alteracdo de sua estrutura e fungcdo, podendo ocorrer vazamento do
conteudo celular, desidratacdo rapida e morte da célula. Quando o dano
ocorre nas membranas intracelulares, pode afetar a atividade respiratéria
nas mitocdndrias, causar degradagao de pigmentos e perda da habilidade
dos cloroplastos em fixar carbono (Neves, 2003).

Etileno (CoHs) € o fitohormbnio envolvido em grande numero de
processos fisiolégicos, como amadurecimento de frutos e flores, crescimento

e, desenvolvimento, diferenciacdo de pelos radiculares, abscisdo e
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senescéncia em plantas, além de regular a expressao de varios genes,
incluindo aqueles relacionados ao amadurecimento e a patdogenos (Adachi et
al., 1996; Taiz & Zeiger, 2004).

E formado em muitos 6rgdos dos vegetais superiores. Tecidos
senescentes e frutos em amadurecimento produzem mais etileno que
tecidos jovens ou maduros (Taiz & Zeiger, 2004). A rota de biossintese de
etileno € bem estabelecida em plantas, onde o etileno é sintetizado a partir
da metionina via S-adenosilmetionina (SAM) e acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC). Ha ainda, duas importantes enzimas, sintase do ACC e a
oxidase do ACC (formalmente denominada enzima de formacéao de etileno),
que s&o essenciais na regulacdo da biossintese do etileno. A primeira
enzima, catalisa a sintese de ACC a partir de SAM e, a segunda, a
conversdo de ACC a etileno (Kasai et al., 1996). A sintese de etileno é
desencadeada por varios processos de desenvolvimento, pelas auxinas e
pelo estresse ambiental.

Geralmente, o etileno esta presente nas condi¢des de estresse, como
doencas, danos, baixas temperaturas e, em locais de armazenamentos de
frutos e hortalicas. O etileno aumenta a atividade de fenilalanina amonioliase
(PAL), POD e da PPO. O aumento da atividade da PAL promove a sintese
do acido cinamico e derivados via rota do acido shikimico. Estes compostos
se tornam, entdo, disponiveis para a sintese de lignina. Indug¢ao de etileno e
atividade de POD é correlacionada com o aumento e formagéao de lignina e
espessamento da parece celular. Outros produtos da rota do shikimato, os
flavondides e acido clorogénico, sdo oxidados pela PPO (Fan & Mattheis,
2000).

Este trabalho teve como objetivo estudar as alteragdes fisioldgicas
que ocorrem em cultivares de mandioca e taro, in vitro, quando submetidas a

condigdes de estresses salino e de baixa temperatura.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal

As cultivares de taro (Colocasia esculenta L. Schott) Chinés (BGH
5928) e Japonés (BGH 5925), foram obtidos da area experimental da Horta
de Pesquisas da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vicosa, Minas
Gerais. Seus rizomas foram submetidos ao processo de assepsia no
Laboratério de Progénies de Hortalicas/UFV e, logo apds, inoculados em
meio MS. As cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz.) utilizadas
foram: Mantiqueira, obtida do Laboratério de Cultura de Tecidos,
BIOAGRO/UFV e Parazinha e Vassourinha oriunda da
EMBRAPA/CERNAGEN, Brasilia, todas ja em condigbes assépticas.

2.2. Estabelecimento e Manutengao das Culturas

As plantas de taro foram estabelecidas in vitro a partir das gemas
apicais obtidas do rizoma mée. Foi utilizado meio de cultura constituido do
sais MS (Murashige e Skoog, 1962), mio-inositol (0,01%; p/v; Sigma Chem.
Co., USA ) e sacarose (0,3%; p/v), suplementado com 8,88 uM de BAP (6-
Benzilaminopurina; Sigma Chem. Co., USA), solidificado com Fitagel
(0,23%, p/v; Sigma Chem. Co., USA). O pH dos meios foi corrigido para 5,7
1 0,1, antes da autoclavagem, sendo utilizado 12 mL por tubo de ensaio (25
x 150 mm), vedados com tampa de poliestireno. Os meios foram
autoclavados a 120°C, a 1,5 atm, durante 15 minutos. As culturas foram
mantidas em sala de crescimento com temperatura controlada e irradiancia
de 50-60 ymol m2s™.

Os segmentos nodais dos gendtipos de mandioca foram cultivados in
vitro em meio MS, mio-inositol (0,01%) e sacarose (3%), desprovido de
reguladores de crescimento, e solidificado com Fitagel (0,23%). O pH dos
meios também foram corrigidos para 5,7 + 0,1, utilizando 12 mL por tubo de
ensaio, vedados com tampa de poliestireno. A autoclavagem dos meios foi a
120°C e a 1,5 atm, durante 15 minutos. As culturas foram mantidas em sala
de crescimento com temperatura controlada e irradiancia de 50-60 pmol m™

s
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Esta etapa teve como meta a micropropagacdo dos genotipos,
constituindo a fonte de material vegetal que foi utilizado durante todo o

trabalho.

2.3. Condicoes de Cultura

Primeiramente, tanto as cultivares de taro quanto de mandioca foram
submetidas ao meio de microtuberizacdo, conforme capitulo I. Em taro o
meio indutor de microrizomas foi constituido de sais de MS, suplementado
de mio-inositol (0,01%), vitaminas de MS, acrescido de 22,2 yM BAP e 8%
de sacarose, e solidificado com Fitagel (0,23%). O pH do meio foi corrigido
para 5,7 + 0,1, antes da autoclavagem. O experimento foi conduzido sob
regime luminoso de 16 horas de luz e oito horas diarias de escuro, a
temperatura de 27 + 1°C e irradiancia de 50-60 pmol m?s™.

Nas cultivares de mandioca, o meio de inducao de raizes tuberiformes
foi o MS semisdlido, suplementado de mio-inositol (0,01%), vitaminas de MS
0,4 uM BAP, 1,6 uyM ANA, 8% de sacarose, sendo solidificado com Fitagel
(0,23%). O pH do meio foi corrigido para 5,7 £ 0,1, antes da autoclavagem.
O experimento foi conduzido sob dois fotoperiodos: o primeiro, denominado
inducdo, com 16 horas de luz e oito horas diarias de escuro, por quatro dias;
o segundo regime luminoso constou de 16 horas escuro e 8 horas diarias de
luz (dia curto), todos a temperatura de 27 + 1°C e irradiancia de 50-60 ymol
m2s™

Apds a obtencdo dos microrizomas de taro e raizes tuberiformes de
mandioca in vitro, com aproximadamente 40 e 30 dias, respectivamente, as

estruturas foram submetidas as condi¢des de estresse, detalhadas a seguir:

2.3.1. Estresse Salino

Apos a fase de microtuberizagcdo as plantas foram submetidas a
niveis de salinidade de 0, 50, 75 e 100 mmol L™ de NaCl, durante o periodo
de 40 dias.
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2.3.1.1. Experimento 1

Microrizomas de taro Japonés e Chinés foram submetidas aos
seguintes tratamentos: 22,2 yM BAP, 8% sacarose + 0 mmol L™ NaCl (T1);
22,2 uM BAP, 8% p/v sacarose + 50 mmol L™ NaCl (T2); 22,2 uM BAP, 8%
sacarose + 75 mmol L™ NaCl (T3); 22,2 yM BAP, 8% sacarose + 100 mmol
L™ NaCl (T4).

2.3.1.2. Experimento 2

As cultivares de mandioca Parazinha, Vassourinha e Mantiqueira,
foram submetidas aos seguintes tratamentos: 0,4 yM BAP, 1,6 uM ANA, 8%
sacarose + 0 mmol L™ NaCl (T1); 0,4 uM BAP, 1,6 uM ANA, 8% sacarose +
50 mmol L' NaCl (T2); 0,4 uM BAP, 1,6 uM ANA, 8% sacarose + 75 mmol L~
' NaCl (T3); e 0,4 uM BAP, 1,6 uM ANA, 8% sacarose + 100 mmol L' NaCl
(T4).

2.3.1.3. Experimento 3

Somente a cultivar Parazinha foi submetida ao meio de salinizacéo

(conforme descrito em 2.3.1.3), porém em meio de cultura liquido.

2.3.2. Estresse por Baixa Temperatura

Posteriormente ao processo de microtuberizacdo as plantas, tanto de
taro, como as de mandioca, foram condicionadas as temperaturas 5, 10 e

25°C, por periodos de 3 e 7 dias.

2.3.2.1. Experimento 1

As cultivares de taro, Japonés e Chinés, foram submetidas ao meio
MS adicionado de 22,2 uM BAP, 8% (p/v) sacarose, sob as temperaturas de

5, 10 ou 25 °C, perfazendo 3 tratamentos para cada cultivar.
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2.3.2.2. Experimento 2

As cultivares de mandioca Parazinha, Vassourinha e Mantiqueira
foram submetidas ao meio MS adicionado de 0,4 uM BAP, 1,6 uM ANA e 8%
sacarose, sob as temperaturas de 5, 10 ou 25 °C, perfazendo 3 tratamentos

para cada cultivar.

2.4. Anadlises das Caracteristicas das Plantas Submetidas a Tipos de

Estresse

A fim de determinar as melhores condigdes de cultivo para obtencao
de plantas normais e resistentes aos tipos de estresse, as plantas em
condicbes assépticas, foram transferidas para o meio de formacao de
microrizoma (taro) ou de raizes tuberiformes (mandioca). Os meios
correspondentes aos tratamentos variaram entre as culturas, como
previamente mencionados.

A determinacgdo de etileno foi realizada durante os tratamentos de
estresse. Além disso, ao final dos diferentes experimentos foram coletadas

amostras para as analises bioquimicas.

2.4.1. Analise Bioquimica

O extrato enzimatico bruto para a determinagdo da atividade de
peroxidase (POD), catalase (CAT) e polifenoloxidase (PPO) foi obtido pela
homogeneizagdo de 0,3 g de tecidos da parte aérea e raiz ou rizoma
(congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -80 °C) com 2 mL de
solucao de extracao (NaCl a 150 mM em tampao de fosfato de potassio 0,1
M, pH 6,5), em almofariz de porcelana. Os fragmentos de células foram
removidos por centrifugagdo a 12000g por 30 minutos, utilizando o
sobrenadante como fonte de proteinas, de acordo com metodologia descrita
por Neves (2003), para POD e com algumas modificagcdes, para
polifenoloxidase PPO. Para CAT a metodologia seguida foi de Chan & Tian

(2006). Todas as etapas necessarias ao processo foram executadas a 4 °C.
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Peroxidase (POD EC 1.11.1.7)

As atividades de PODs, tanto na parte aérea como nas raizes ou
rizomas, foram determinadas espectrofotometricamente a 25 °C, pelo
aumento da absorbancia a 470 nm, a partir da reacdo de 10 mL do extrato
enzimatico bruto em uma mistura de reagao contendo 1,5 mL de tampéo
fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,5, 0,5 mL de guaiacol, 0,5 mL de H,O, e
0,49 mL de H20, em um volume total de 3 mL (Neves, 2003). Os resultados

foram expressos em Unidades de Absorbancia (UA) min™ mg™' de proteina.

Catalase (CAT EC 1.11.1.6)

A atividade das CATs nos tecidos foi determinada apds a adicédo de
0,2 mL do extrato enzimatico bruto a 2,9 ml do meio de reagao constituido
de 50 mM de tampao fosfato de sédio, pH 7,0, com 100 yL de H,O, como
substrato (Chan & Tian, 2006). A decomposicdo do H;O, foi medida
espectrofotometricamente pelo declinio na absorbancia a 240 nm. A
atividade da enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240

nm e expressa em pmoles de H,O, min™ mg'1 de proteina.

Polifenoloxidase (PPO EC 1.14.18.1)

Para a determinacdo da atividade da PPO, 140 upL de extrato
enzimatico foram adicionados ao meio de reagdo contendo 170 uL de
catecol, 190 pL de agua destilada, 500 uL de tampao fosfato de potassio 0,1
M, pH 7,0 (Neves, 2003). As reagcbes foram acompanhadas em
espectofotdbmetro, pela variacdo da absorbancia, no comprimento de onda
de 410 nm, a 25°C, imediatamente apds a mistura e a atividade da PPO
também foi expressa em Unidades de Absorbancia (UA) min™ mg” de

proteina.

Quantificacdo de proteinas
As determinagdes da quantidade de proteina presente nos referidos
extratos foram feitas pelo método de Bradford (1976), usando Soroalbumina

Bovina (BSA) como padrao.
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Isoenzimas

Foram utilizadas na analise isoenzimatica, amostras de parte aérea e
raizes estressadas ou nao, previamente congeladas em nitrogénio liquido e
mantidas a -80 °C. Para a extracao, cerca de 100 mg de tecido para cada
mL de solucdo-tampédo foram macerados utilizando almofariz e pistilo,
previamente congelados e mantidos sobre barras de gelo (Arimura, 1997).

Os sistemas isoenzimaticos foram caracterizados pela técnica de
eletroforese horizontal em géis de amido de milho a 12% em solugéo tampao
(Conkle et al., 1982).

No preparo do gel, foram empregados 350 mL de solug&o-tampéao,
dos quais 80 mL foram vertidos em um baldo volumétrico de 1000 mL e
levados a fervura em fogo brando. Imediatamente apdés a fervura, o
conteudo do baldo volumétrico foi vertido em Erlenmeyer e este retornado a
chama, para o cozimento do amido. Em seguida, o conteudo do Erlenmeyer
foi vertido em uma forma de acrilico (17,0 x 14,0 x 1,0 cm) sobre a qual se
colocou uma placa de vidro pré-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 conducédo da
eletroforese.

Para aplicacdo das amostras e corrida eletroforética, retirou-se a
placa de vidro e, a cerca de 2,5 cm da extremidade, fez-se um corte
perpendicular, afastando a menor por¢éo do gel. O tecido vegetal macerado
em solugdo tampao foi aplicado em uma tira de papel cromatografico
Whatman 3 MM (12 x 5 mm), com auxilio de uma pinga, para absor¢ao do
filtrado. As amostras absorvidas pelas tiras de papel foram colocadas ao
longo da maior face cortada do gel, cobrindo completamente a espessura do
gel. Aplicou-se a solugédo de azul de bromofenol em tira propria, para
monitorar a migracdo. Em seguida, foi apoiado o suporte do gel sobre as
cubas, conectando-se o gel as cubas dos eletrodos, mediante uma ponte de
pano tipo Perfex previamente embebida na solugdo tampao especifica para

cada sistema enzimatico.
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Fez-se uma pré-corrida eletroforética durante 15 minutos a 150 volts,
a fim de que as proteinas fossem liberadas das tiras de papel Whatman 3
MM para o gel. Desligou-se o aparelho, retirou-se o gel das cubas e, em
seguida, removeram-se as tiras com auxilio de pinga cirurgica. Apds este
procedimento, conectou-se novamente o gel as cubas e ligou-se o aparelho
a 200 volts, segundo metodologia utilizada por Arimura (1997). Apos a
corrida eletroforética, o gel foi cortado horizontalmente em quatro fatias, com
auxilio de guias e mediante o uso de um fio de nylon. As fatias dos géis
foram, entdo, colocadas sobre bandejas refratarias tipo Pyrex e sobre elas
foram vertidas as solugbes com os substratos especificos para cada sistema
enzimatico, conforme Borsoi Filho (1995).

Para o sistema POD, as bandejas refratarias foram colocadas em
camara fria a 4°C, até o aparecimento das bandas isoenzimaticas. Ja para o
sistema isoenzimatico da PPO as bandejas refratarias foram colocadas em
estufa a temperatura de 37°C, e as bandejas para CAT ficaram em
temperatura ambiente, até o aparecimento das bandas isoenzimaticas. Em
seguida, as solugdes reveladoras foram descartadas pela passagem de
agua corrente e os padrées nos géis serem fixados, durante 12 horas em
camara fria a 4°C, com uma solugdo com 10% de glicerina. Apds este
periodo, a solugdo de glicerina foi removida e substituida por uma solugéo
com 65% (v/v) de alcool etilico, 30% (v/v) de agua e 5% (v/v) de glicerina,
durante 5 minutos, com o objetivo de se desidratarem os géis.
Imediatamente apds, os géis foram secados pelo método do bastidor e
armazenados em papel-toalha. A avaliagdo das bandas foi feita de acordo

com a sua intensidade.

2.4.2. Mensuragéo da concentragao de etileno

Para a determinacédo da concentracéo de etileno produzido no interior
dos frascos de cultivo, ao longo do desenvolvimento nos periodos de
estresse foram utilizados frascos de 55 mL de capacidade, contendo 12 mL
de meio. Os frascos foram tampados com trés camadas de filme plastico
transparente de PVC (BanPack), no qual foram fixados septos de silicone

para retirada das amostras da atmosfera interna, e as culturas foram
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acondicionadas em sala de crescimento sob temperatura de 27 + 1°C e
irradiancia de 50-60 pmol m?s™, até a formagao dos microtubérculos.

Nos ensaios de estresse salino que teve duracdo de 40 dias, a
mensuracido de etileno ocorreu 5, 20 e 40 dias de cultivo, tanto para
mandioca, como para taro. Os frascos foram abertos em camara de fluxo
laminar, por 30 minutos, para permitir as trocas gasosas com o meio externo
e entdo, vedado novamente e levados a sala de crescimento. Ao final de 24
horas, com auxilio de uma seringa de 1 cm® com agulha tipo 29G de %
polegada (B-D, Becten Dickinson Co., EUA), 1 mL do ambiente interno dos
frascos foi retirado e utilizado como fonte de amostras para determinagao da
concentracdo de etileno produzido em 24 horas, para o periodo de
mensuracao.

Nos ensaios de estresse por baixa temperatura, a mensuracao de
etileno ocorreu apos 3 e 7 dias de cultivo para ambos, mandioca e taro; os
frascos foram abertos em camara de fluxo laminar, por 30 minutos, para
permitir as trocas gasosas com o meio externo e, entdo, vedados novamente
e levados a sala de crescimento. Apés 3 e 7 dias, com auxilio de uma
seringa de 1 cm® com agulha tipo 29G de % polegada (B-D, Becten
Dickinson Co., EUA), 1 mL do ambiente interno dos frascos foi retirado e
utilizado como fonte de amostras para determinacdo da concentracdo de
etileno acumulado, para o periodo de mensuracgao.

A unidade experimental foi composta por 3 frascos, com 3 repeticoes
cada. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, tanto em taro como em mandioca. Os dados foram submetidos
a analise de varidncia (ANOVA), empregando-se o programa SAEG -
Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas da UFV (Euclydes, 1983), e as
meédias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Dunnett, em nivel
de 5% de probabilidade.

A mensuracdo dos niveis de etileno foi realizada utilizando-se o
cromatégrafo a gas SHIMADZU, modelo GC-14B, equipado com coluna de
aco inoxidavel empacotada com Poropak-Q de 1,60 m de comprimento. As
temperaturas da coluna e do injetor foram 50 e 100 °C, respectivamente. A

detecgao do etileno foi realizada por detector de ionizacdo de chama a
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150°C. O etileno acumulado foi expresso em pL CoHs ml™ g de matéria

fresca.

2.5. Delineamento Experimental e Andlise Estatistica

Em todos os experimentos foi adotado o delineamento inteiramente
casualizado, tanto em taro como em mandioca. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA), e as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey e Dunnett, a 5% de probabilidade ou foi

calculado o erro padrdo da média.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estresse Salino

Experimento 1:

Observou-se maior concentracdo de producido de etileno na cultivar
Chinés (656, 60 YL CoHs mI™"' g’ de matéria fresca em 24 horas, quando
comparada a ‘Japonés’ (116,46 pL CoHs mi™' g™ de matéria fresca).

Com relagcado aos dias de mensuragao verificou-se que os dias com
maior emissao de etileno foram o tempo inicial (com 5 dias) e final (40 dias)
de cultivo, nas cultivares Japonés e Chinés, respectivamente (Figuras 1A e
1B). Provavelmente, isto se deve a indugdo de estresse mais acentuado
nestes periodos, ocasionando maior emissao de etileno. Isto porque, o
periodo inicial (5 dias) com 50 mmol L™ de NaCl , pode ter favorecido a
liberagdo dos ROS. Ja no tempo final (40 dias), o aumento da producéo de
etileno ocorreu concomitantemente com o aumento da concentracado de sal
(100 mmol L™ de NaCl). Poderia estar relacionado com a rota metabdlica do
etileno que muda conforme os niveis de salinidade, revelando tolerancia
(baixa produgao de etileno sob baixa salinidade) ou sensibilidade (aumento
da produgédo sobre uma concentragcdo de sal) do explantes a salinidade
(Roussos et al., 2006), indicando que os explantes de taro foram tolerantes
até certo nivel de salinidade (50 mmol L™ de NaCl). Constatou-se ainda, que
aos 20 dias a emisséo de etileno nao foi alterada, independente dos niveis
de NaCl, devido a provavel tentativa de adaptacao das plantas, ocasionando
assim menores niveis de etileno em ambas as cultivares, durante este
periodo.

A tolerancia ao sal em parte € devido, principalmente, a
caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas que contribuem para a aquisicéo da
resisténcia, que ¢é regulada por diferentes niveis de organizagcao via
expressdo génica. Em outras palavras, a toleréncia ao sal n&o é conferida
por um unico fator genético, mas sim por caracteristica de natureza

multigénicas (Vinocur & Altman, 2005).
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Figura1: Etileno acumulado em 24 horas nos frascos de plantas de taro

microtuberizadas, submetidas ao estresse salino, avaliado aos 5, 20 e 40

dias apds inicio do tratamento. A - Japonés; B - Chinés.
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Experimento 2:

Neste ensaio houve diferenga significativa, na producdo de etileno,
entre os gendtipos estudados. Observou-se no tempo inicial houve elevada
concentracao de etileno nas plantas crescidas sob estresse salino (Figuras
2A, 2B e 2C) em todas as cultivares. No entanto, a evolugdo de etileno
decresceu nas doses superiores a 50 mmol L™ de NaCl.

As respostas diferenciadas entre as cultivares, devem-se,
provavelmente, as diferengas genotipicas, que tem diferencas de tolerancia
a semelhanga do observado em estudos de microtrotuberizagcdo em
batateiras (Lopez-Delgado & Scott, 1997). Roussos et al. (2006),
trabalhando com jojoba, verificaram que a evolugdo de etileno aumentou
significativamente em plantas submetidas ao estresse salino. Além disso,
Friedman & Rot (2006) sugeriram que a injuria € devido, principalmente, a
formagdo de radicais livres de oxigénio, que promove a oxidagdo de
proteinas e lipidios. Ja aos 20 e 40 dias a emissao de etileno foi muito baixa
ou proxima a zero, isto porque em algumas cultivares o efeito da salinidade
foi tdo grave que ocasionou a morte de grande numero de plantas, as quais
tiveram auséncia na producédo de etileno (Figura 3). Por outro lado, este
resultado pode ser devido a fato de que a resposta ao estresse parece
mediar a rapida producdo enddgena de etileno, que é retroinibida pelo
proprio etileno, subsequentemente, pela inibicdo da sintase do ACC
(Barbosa, 2006).

Ao mesmo tempo, pode-se inferir que a cultivar mais sensivel ao NaCl
€ a Vassourinha, por causa das maiores concentracdes de etileno aos 5 dias
(Figura 2B) em presenca das diferentes doses de sal, as quais ficaram em
torno de 309,32 a 1039,30 pL C,Hs mi™ g de matéria fresca em 24 horas.
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Figura 3: Plantas de mandioca cv. Vassourinha. A - Controle; B - 20 dias; C -

40 dias, B e C conduzidas em meio MS com 100 mmol L' de NaCl.

O estresse salino induziu o aumento da atividade das enzimas POD e
CAT (Figura 4 e 5; Tabela 1), tanto em raizes tuberiformes, como na parte
aérea de plantas de mandioca. Dentre as enzimas analisadas, maiores
atividades da POD foram registradas nas raizes tuberiformes in vitro do que
na parte aérea das plantas, havendo diferenga significativa; no entanto na
CAT as maiores atividades foram obtidas na parte aérea, todavia, sem diferir
da raiz (Figuras 4A e 4B). A salinidade gera um estresse oxidativo nos
tecidos das plantas aumentando o nivel de ROS, como os radicais
superoéxido (O27), hidroxila (OH) e peroxido de hidrogénio (H202) que séo
constantemente produzidos. Estes, por sua vez, sdo suprimidos para niveis
por pequenas moléculas antioxidantes e enzimas, como CAT e POD, que
sdo enzimas envolvidas na detoxificagdo dos ROS (Radic et al., 2006).

Nas trés cultivares de mandioca foi observado que a atividade da CAT
foi estimulada pela presenca de NaCl (Tabela 1), evidenciando que o NaCl
afeta o metabolismo da planta e, consequentemente, estimula atividade de
enzimas que atuam em resposta ao estresse salino (Kuznetsov et al., 2007),
no entanto, o grau de resposta varia conforme a cultivar e 0 meio em que as

plantas se encontram (Silva et al., 2001).
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parte aérea de cultivares de mandioca cultivadas in vitro por um periodo de
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Tabela 1: Atividade da catalase (UA min™ mg™ de proteina) em cultivares de

mandioca com tratamentos na presenca ou auséncia de NaCl

TRATAMENTOS  Parazinha Vassourinha Mantiqueira
1 3,18 b 1,08 b 3,87 b
2 6,11 a 3,30 b 3,07 b
3 6,82 a 34,52 a 5,90 a
4 1,35b 32,07 a 4,56 ab

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

Em ‘Parazinha’ a POD apresentou maior atividade em tratamentos
com menor dose de NaCl, demonstrando maior sensibilidade desta cultivar
quando submetidas a condi¢gdo de estresse salino (Figura 5). Resultados
semelhantes obtidos por Lima et al. (1998), também com mandioca cv. Mcol
22, relatam que pléantulas cultivadas no meio contendo 150 mM do sal,
apresentaram atividade inferior em relagao ao tratamento sem NaCl.

A alta atividade da enzima em plantas submetidas a estresse, pode
indicar a habilidade de certos gendétipos em degradar substancias toxicas,
como radicais livres (peréxidos) liberados nestas condi¢des. A variagdo na
atividade da POD pode ser uma adaptacédo util do vegetal sob efeito da
salinidade, podendo este apresentar efeitos fisiolégicos, como diminuicéo do
crescimento (Lima et al.,1998). No entanto, a PPO n&o apresentou
diferenca significativa nesta caracteristica, indicando que nesta espécie a
enzima nao participa do processo de dano causado por estresse salino
(dados nao mostrados). Deste modo, foi observado redugcdo nas plantas
mantidas em niveis de NaCl, como também verificado em variedades

tolerantes de arroz Mittal & Dubey (1991) e feijoeiro por Rossi et al (1997).
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(T1); 50 mmol L' NaCl (T2); 75 mmol L™ NaCl (T3) e 100 mmol L NaCl
(T4). Médias com letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Experimento 3:

Neste experimento utilizou-se apenas a cultivar Parazinha em meio
liquido, em raz&o dessa cultivar apresentar melhores respostas ao processo
de formacao de raizes tuberiformes. Constatou-se que novamente a maior
concentragdo de etileno foi no tempo inicial, aos 5 dias (Figura 6). A medida
que a dose de NaCl aumentou, verificou-se 0 aumento na concentracao de
etileno, ocorrendo uma relagao direta do sal com a emanacéo do gas. Este
aumento da producao de etileno das plantas submetidas a estresse salino
aos cinco dias, pode estar relacionado as alteradas condi¢des ambientais in
vitro, as quais afetam o metabolismo das plantas sob estas condicoes,
favorecendo a producdo de etileno. Resultado semelhante foi obtido com
jojoba (Roussos et al.,, 2006) e Mesembryanthemum crystalinum in vitro,
onde plantas crescidas sob alta concentracdo salina apresentaram alta
producao de etileno (Kuznetsov et al., 2007). Verificou-se, ainda, que o
tratamento T1 (controle) apresentou menor acumulo de etileno quando
comparado com o tratamento T4, havendo diferenga significativa entre o T1

e T4, o qual é constituido de 100 mmol L™ de NaCl (Figura 6), indicando que
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maiores doses do sal interferem no desenvolvimento da planta, visto que
este tratamento apresentou maior sintese de etileno. Ao mesmo tempo, foi
possivel observar, por meio de determinagdes visuais que o crescimento da
planta foi afetado, mostrando alteragdes nas folhas como enrugamento e
clorose (Figuras 7A, 7B e 7C).
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Figura 6: Acumulo de etileno durante 24 horas nas concentragées de NaCl

em raizes tuberiformes da cultivar Parazinha aos 5, 20 e 40 dias de cultivo.

Figura 7: Danos causados pela presenga de NaCl em culturas in vitro de
mandioca, submetidas a niveis de salinidade. A - controle; B - Clorose com
50 mmol L™ de NaCl; C - enrugamento observado no tratamento com 100

mmol L' de NaCl.
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Estes resultados sdao semelhantes aos verificados por Lima et al.
(1998), os quais também observaram redugdo no crescimento em
mandiocas cultivadas in vitro sob estresse salino. Além disso, os danos nas
plantulas, também podem ser em consequéncia da redugao do potencial
osmotico devido ao aumento dos niveis de sal nas células em ambos, parte
aérea e raizes tuberiformes (Silva et al., 2001).

Com relacdo as enzimas estudadas foi observado que a CAT,
novamente, apresentou elevada atividade no tratamento com baixa dose de
NaCl (2,30 UA min" mg” de proteina em T2), e menor atividade nos
tratamentos com doses superiores (1,4 UA min™ mg™’ de proteina no T4).
Isto pelo fato de que a concentragdo de 50 mmol L' de NaCl,
provavelmente, ja seja suficiente para ativar a enzima, em decorréncia da

sensibilidade da cultivar Parazinha ao NaCl.

3.2. Estresse por Baixa Temperatura

Experimento 1:

Foram analisados microrizomas de taro Chinés e Japonés,
acondicionados em diferentes temperaturas 5°, 10° e 25°C. A mensuragao
de etileno ocorreu no terceiro e sétimo dia de condicionamento. No terceiro
dia de acondicionamento térmico, verificou-se maiores concentracbes de
etileno acumulado a 25°C, ndo sendo detectado etileno nas demais
temperaturas. Do mesmo modo, no sétimo dia de exposi¢ao observou-se a
temperatura de 25°C as maiores concentracdes de etileno (Figura 8A e 8B).
Possivelmente, o tempo de acondicionamento tenha sido insuficiente para
mensurar acumulo de etileno, sob baixas temperaturas para as cultivares de
taro Chinés e Japonés.

Resultado semelhante obtido por Woolf et al. (2003) com abacate,
onde foi observado pouca ou nenhuma mudanca na producao de etileno sob
baixas temperaturas (4° ou 6°C) pelo periodo de dez dias. Estudo de

armazenamento de rabanete em condi¢cées de baixa temperatura, verificou
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baixa producéao de etileno a 5°C, aumentando a produgao com o aumento da
temperatura (Aguila et al., 2006).

Estes dados comprovam que o tempo de trés dias de exposi¢cdo ao
frio ndo foi suficiente para induzir a produgao de etileno. Entretanto, a
producao observada a 25°C esta relacionada a alta temperatura que
também favorece a producao de etileno e acelera a senescéncia dos tecidos
(Fan & Mattheis, 2000).

Quanto a resposta das cultivares pode-se inferir que ‘Japonés’ foi
mais tolerante a condi¢do de estresse por baixa temperatura (5°C) do que
‘Chinés’, visto ela apresentou concentragdes menores (3,57 L CoHs ml™ g™
de matéria fresca em 24 horas) que a Chinés (16,85 uL CHs mlI” g de
matéria fresca em 24 horas) de etileno durante sete dias de acumulo. Esses
resultados evidenciam a capacidade de resposta das cultivares de taro a
condicao de estresse por baixa temperatura.

Estudos realizados com Solanum tuberosum e Brassica rapa
mostraram inerente e especifica aclimatagao ao frio, que estdo sob controle
genético especifico (Jacobsen et al., 2005). Além disso, pode-se ressaltar
que as plantas variam muito sua habilidade de superagdo de restrigdes
impostas pelos ambientes. O nivel de diversidade com que uma planta pode
resistir varia com a espécie, o que indica estreita relacdo com os
mecanismos genéticos de tolerancia e o processo de selecéo natural (Silva,
1999).
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estatisticamente pelo teste de Dunnett, a 5% de probabilidade.
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O armazenamento sob baixas temperaturas, geralmente, causa
indugado de varias enzimas, como a POD, PPO e CAT. Nesse experimento,
em taro armazenados sob baixas temperaturas (5° e 10°C) foi possivel
constatar maior atividade da POD que a temperatura de 25°C (Tabela 2).
Isto porque a peroxidase é considerada uma enzima de estresse estimulada
por baixas temperaturas, em espécies sensiveis ao frio (Kuk et al., 2003).
Nessas condigbes, ha aumento desordenado na taxa respiratoria causando
formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS); a enzima aumenta
atividade para reduzir os danos causados pelos ROS, removendo atomos de
hidrogénio dos grupos alcoois, combinando-os com peréxidos de hidrogénio

para formar moléculas de agua protegendo assim os tecidos (Menolli, 2006).

Tabela 2: Atividade da POD (UA min' mg' de proteina) em trés
temperaturas durante sete dias de armazenamento in vitro de dois cultivares
de taro.

Temperatura (°C) JAPONES CHINES
5 37,1 ab 87,92 a
10 41,67 a 46,9 ab
25 146Db 17,36 b

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

A PPO é uma enzima que tem sua atividade aumentada a injuria
“chilling” que pode ser ocasionado por baixas temperaturas (Marri et al.,
2003). Avaliando-se as temperaturas (5°, 10° e 25°C) pode-se observar que
a atividade maxima da polifenoloxidase foi a 5°C, tanto em ‘Chinés’ como
em ‘Japonés’ (Tabela 3), dados que corroboram com Menolli (2006), em
raizes de batata-baroa armazenadas a 5°C e a 10°C, ocorrendo o aumento

da atividade da PPO, nos primeiros sete dias de armazenamento.
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Tabela 3: Atividade da PPO (UA min™ mg’ de proteina) sob diferentes
temperaturas durante sete dias de armazenamento in vitro de cultivares de
taro.

Temperatura (°C) JAPONES CHINES
5 48,27 a 27,14 a
10 7,26 b 4,30 b
25 40b 7,47 b

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

Temperaturas que causam “chilling” também podem induzir estresse
oxidativo em tecidos vegetais. Por isso, a atividade da enzima CAT vem
sendo associada ao desenvolvimento dos sintomas de “chilling” (Willekens et
al., 1995). No entanto, verificou-se que ndao houve diferenca significativa na
atividade da CAT nos diferentes experimentos realizados para a enzima,
apresentando atividade maxima de 1,14 UA min™ mg'1 de proteina a 10°C
em taro ‘Chinés’.

Os géis relativos aos sistemas isoenzimaticos POD e PPO em taro
sdo mostrados nas Figuras 9A e 9B. A migracdo das bandas ocorreu no
sentido do pdlo positivo, apesar de se tratar de propagagao clonal, os
sistemas apresentaram variacdo de presenga ou mesmo de intensidade das
bandas obtidas.

Foi possivel observar na Figura 9, a presencga de bandas difusas, mas
que permitem identificar diferentes isoenzimas, pois mostraram similar
tendéncia entre as cultivares. Desta forma, observaram-se duas isoenzimas
nos rizomas para POD e PPO. No entanto, na parte aérea constatou-se
apenas uma isoenzima para POD e duas para PPO. Algumas reacbes de
resposta ao estresse ocorrem nos dois genotipos, como a produgéo de ROS,
por exemplo, que causam dano na integridade da membrana, comum efeito
do estresse por baixa temperatura, ativando assim enzimas como a POD
(Morsy et al., 2007). Da mesma forma, Marri et al. (2003) relatou o aumento
da atividade da enzima durante o armazenamento de tubérculos de batata

em baixa temperatura o que favorece a transcricao de isoformas da PPO.
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Figura 9: Analise isoenzimatica pelo sistema da peroxidase (POD) (A) e
polifenoloxidase (PPO) (B) de rizoma e parte aérea de taro cv. Chinés,
submetidas as temperaturas de 5, 10 e 25°C.
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Experimento 2:

Neste ensaio analisou-se a resposta das cultivares de mandioca
Parazinha, Vassourinha e Mantiqueira sob temperaturas de 5°, 10° e 25°C
em resposta ao acumulo de etileno, em dois periodos (3 e 7 dias). Foi
possivel observar acumulo de etileno durante o crescimento in vitro, onde as
cultivares apresentaram maiores concentragdes de etileno (25 a 100 pL
CzHs mI™" g de matéria fresca em 24 horas) sob baixa temperatura (5° e
10°C), quando comparado com os tratamentos controle (25°C),
independente da cultivar (Figuras 10A, 10B e 10C).

No entanto, com trés dias de acumulo observou-se que ‘Parazinha’
apresentou maiores concentragbes de etileno (Figura 10A), ocorrendo
diferenca significativa dos tratamentos de baixa temperatura com o controle.
Contudo, em ‘Vassourinha’ verificou-se maiores concentragcbes de etileno
com sete dias de acumulo a temperatura de 5° e 10°C e ‘Mantiqueira’ a
10°C. Essa resposta diferenciada pode ser devido as diferengas genotipicas.
Estudos realizados com gendtipos de batata propdem que relativamente
poucos, mas, independentes genes sao responsaveis pelo desempenho das

plantas a baixas temperaturas (Seppanen et al.,1998).
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Figura 10: Acumulo de etileno sob temperaturas de 5°, 10° e 25°C em
cultivares de mandioca cultivadas in vitro. A - Parazinha; B - Vassourinha; C
- Mantiqueira. Médias com letras iguais, para cada dia de avaliagdo, nao
diferem estatisticamente do controle (25°C) pelo teste de Dunnett, a 5% de

probabilidade.
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Foi observado também a ocorréncia de injurias nas plantas (Figura
11B e C), evidenciando indicios de danos ocasionados pelas baixas
temperaturas. Estudos realizados com plantas ornamentais de clima tropical
sob baixa temperatura ocasionaram desordens morfolégicas, porém nao
apresentou diferenga significativa na producédo de etileno; este resultado
sugere que diferentes mecanismos de injuria operam em diferentes espécies
Friedman & Rot (2006). Além disso, tem sido observado em varias espécies
de plantas que a aclimatagdo ao frio ou temperaturas de injuria envolve
mudangas bioquimicas e fisioldgicas que sao controladas por alteragdes na

expressao génica (Seppanen et al.,1998).

Figura 11: Aspecto das plantas de mandioca cv. Mantiqueira, evidenciando

danos ocasionados sob baixa temperatura. A - controle 25°C; B - 10°C; C -

5°C, por um periodo de 7 dias.
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Analisando-se os efeitos das temperaturas nas raizes tuberiformes,
bem como, na parte aérea das plantas foi verificado que a atividade da POD
foi maior nas raizes (Figura 12). Situacdo oposta ocorreu na CAT, onde
atividades mais elevadas foram detectadas na parte aérea (Figura 13); isto
se deve, possivelmente, a modificagdo do padrdo das enzimas em relagéo
aos estadios fisiologicos em que a planta se encontra. Em trabalho com
bulbificacdo in vitro de alho houve diferencas na atividade de PODs
conforme o grau de desenvolvimento da planta, uma vez que as mudancas
morfogénicas como divisdo, crescimento e diferenciagdo celular sao,
usualmente, associados com as variagbes na atividade das PODs
(Goleniowski et al., 2001). Por outro lado, ha isoformas de CAT que sé&o
normalmente expressas em oOrgédos e plantas maduras, sujeitas a certas
injurias que estdo envolvidas na acédo destas enzimas (Willekens et al.,
1995). Entretanto, a PPO nao apresentou diferenga significativa entre raiz e

parte aérea de plantas submetidas a diferentes temperaturas.
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Figura 12: Comportamento da POD nas raizes e parte aérea de cultivares de
mandioca cultivadas in vitro. A - Parazinha; B - Vassourinha; C - Mantiqueira.
Médias com letras iguais, ndo diferem estatisticamente do controle (25°C)

pelo teste de Dunnett, a 5% de probabilidade.
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Figura 13: Comportamento da CAT nas raizes e parte aérea de cultivares de
mandioca cultivadas in vitro. A - Parazinha; B - Vassourinha; C - Mantiqueira.
Médias com letras iguais, ndo diferem estatisticamente do controle (25°C)

pelo teste de Dunnett, a 5% de probabilidade.
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Nas diferentes temperaturas, a enzima PPO n&o apresentou diferencga
significativa entre os tratamentos testados. Ja, para POD observou-se que
as temperaturas mais elevadas contribuiram para maiores atividades da
enzima (Tabela 4). Provavelmente, isto decorre de sua alta
termoestabilidade, quando comparada com as outras enzimas, atribuida a

presenca de agucares em sua estrutura (Neves, 2003).

Tabela 4: Atividade da POD (UA min"' mg’' de proteina) sob trés
temperaturas durante sete dias de armazenamento in vitro de cultivares de
mandioca.

Temperatura (°C) Parazinha Vassourinha Mantiqueira
5 97,5b 59,02 b 70,84 b
10 93,62 b 69,84 ab 98,3 a
25 131,47 a 75,95 a 86,53 ab

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

Foi constatado na CAT, principalmente, em ‘Parazinha e
‘Vassourinha’, que as atividades maximas foram obtidas a 25°C, com valores
de 3,33 e 8,48 UA min"mg”’ de proteina em ‘Parazinha’ e ‘Vassourinha’,
respectivamente, semelhante ao ocorrido para a POD. Anderson (2002),
relatou que a estabilidade da CAT a elevadas temperaturas em folhas de
pimentas aclimatadas, pode estar relacionada a alta estabilidade de suas
diversas isoenzimas.

Os géis relativos aos sistemas isoenzimaticos POD e PPO em
mandioca sdo mostrados nas Figuras 14A e 14B. A migragdo das bandas
ocorreu no sentido do pdlo positivo e, apesar de se tratar de propagacgao
clonal, os sistemas apresentaram variacdo de presengca ou mesmo de
intensidade das bandas obtidas. Ambas as atividades da PPO e POD
(Figura 14), em extratos de raiz e parte aérea, mostraram similar tendéncia
nas diferentes cultivares.

Notadamente, POD e PPO (Figura 14), apresentaram marcante
variagdo no comprimento e na intensidade de coloragdo das bandas
formadas ap6s migragao, nos tipos de explantes utilizados, uma vez que a

atividade das enzimas foi maior nas raizes do que na parte aérea, como
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também a presenca diferenciada de isoenzimas nas raizes, duas isoenzimas
para POD, e uma isoenzima para a PPO (Figura 14). A maior intensidade de
bandas do sistema enzimatico POD nos diferentes extratos comprova o
dano oxidativo, provocado pelo aumento da produgédo de espécies reativas
de oxigénio (Barbosa, 2006), que possivelmente foram induzidos por meio
de baixas temperaturas, principalmente a 5°C. Resultados semelhantes
também foram obtidos com a PPO apresentando diferentes isoformas,
dados que corroboram com Marri et al (2003), que relatam o aumento da
atividade da enzima durante o armazenamento de tubérculos de batata é

concomitante a transcrigao de diferentes isoformas da PPO.

POD

&°C _ 10°C___25°C; &°C  10°C  25°C

Y Y
RAIZ PARTE AEREA

Figura 14: Anadlise isoenzimatica da peroxidase (POD) e polifenoloxidase
(PPO), de raiz e parte aérea demandioca cv. Parazinha, submetidas as
temperaturas de 5°, 10° e 25°C. Nas setas, as principais diferengas entre

raiz e parte aérea.

94



4. CONCLUSOES

- A adicdo de NaCl no meio de cultivo induz ao estresse oxidativo,
caracterizado pelo aumento da atividade de enzimas antioxidantes POD e
CAT, e altas concentracdes de producéao de etileno;

- Ha diferenca de tolerancia aos estresses térmico e salino entre as
cultivares de mandioca e taro;

- A presenca de NaCl em meio liquido proporciona a producido de altas
concentragdes de etileno e aumento da atividade da catalase em mandioca;
- A baixa temperatura ocasiona aumento da atividade de enzimas
antioxidantes POD e CAT e aumento da producgao de etileno em cultivares
de mandioca;

- Em taro ha estresse oxidativo caracterizado pelo aumento da atividade de
enzimas antioxidantes POD e PPO a 5°C;

- Ha diferencga na atividade das enzimas POD e CAT entre parte aérea e raiz
da planta de mandioca;

- Em taro, ha a presengca de duas isoenzimas para POD e PPO nos
microrizomas, ja na parte aérea existe uma para POD e duas para PPO;

- Em mandioca, verifica-se a presencga de duas isoenzimas para POD e uma

para PPO em suas raizes tuberiformes.
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CONCLUSOES GERAIS

A presenga de citocinina e concentragdes elevadas de sacarose
induzem a microtuberizacéo de taro e mandioca.

Em taro, as concentragdes de 22,2 uM BAP + 80 g L™ sacarose induz
o processo de formacgao de microrizomas;

O tratamento com 0,4 uM BAP + 1,6 uM ANA + 80 g L™ sacarose,
induz a formagao de raiz tuberiforme em mandioca, tanto em meio sdlido
como em meio liquido.

As cultivares de taro e mandioca respondem diferentemente a
microtuberizacgao in vitro.

A microtuberizagao in vitro € caracterizada pela presenca de graos de
amido nos microrizomas e raizes tuberiformes de taro e mandioca,
respectivamente.

Ha diferenca de tolerancia ao estresse térmico e salino entre as
cultivares de mandioca e taro.

Baixa temperatura ou presenca de NaCl no meio de cultivo induzem
estresse oxidativo, caracterizado pelo aumento da atividade de enzimas
antioxidantes POD e CAT e por elevada producéao de etileno.

Constatou-se a presenca de diferentes isoenzimas da POD e PPO em
relagdo a parte aérea e microrizoma da planta de taro; e verificou-se a
presenca de isoenzimas apenas no sistema radicular, independente do
estresse de baixa temperatura a que as plantas de mandiocas foram

submetidas.
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APENDICE REFERENTE AO EXPERIMENTO 1 DE TARO

Procedimento = Arranjos Fatoriais

Objetivo = Anélise de Variancia para dados balanceados

Dependentes = CPA DR NB

Efeitos =REP TRA CUL

Valores Observados

CuL = 1 2

TRA = 1 2 3 4

REP = 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
CPA

Fontes de Variacdo GL Soma de Quadrado

Total 79 253.5349
Total de Reducéo 7 221.2139
TRA 3 215.3614
CUL 1 3.003125
TRA*CUL 3 2.849375
Residuo 72 32.32100

Ndmero de Dados = 80
Média Geral = 3.0737
Coef. de Variacdo = 21.798

DR

Fontes de Variagdo  GL

Total 79 11.16200
Total de Redugéo 7 8.576000
TRA 3 7.887000
CUL 1 0.1445000
TRA*CUL 3 0.5445000
Residuo 72 2.586000
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Soma de Quadrado

Quadrado Médio F
31.60198 70.40
71.78712 159.92

3.003125 6.69

0.9497917 212
0.4489028

Quadrado Médio F

1.225143 34.11
2.629000 73.20
0.1445000 4.02
0.1815000 5.05

0.3591667E-01

Sig.

0.0000
0.0000
0.0117
0.1057

Sig.

0.0000
0.0000
0.0486
0.0031



Ndmero de Dados = 80
Média Geral = 0.58500
Coef. de Variacdo = 32.396

NB

Fontes de Variacdo GL

Total 79
Total de Reducéo 7
TRA 3
CUL 1
TRA*CUL 3
Residuo 72
NUmero de Dados = 80
Média Geral = 1.5625

Coef. de Variacdo = 62.059

Soma de Quadrado

223.6875
155.9875
149.5375
0.1250000E-01
6.437500
67.70000
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Quadrado Médio

22.28393
49.84583
0.1250000E-01
2.145833
0.9402778

23.70
53.01
0.01
2.28

Sig.

0.0000
0.0000

*kkkkk

0.0864



APENDICE REFERENTE AO EXPERIMENTO 2 DE TARO

Procedimento = Arranjos Fatoriais
Objetivo = Analise de Variancia para dados balanceados
Dependentes = CPA DR NB

Efeitos =REP TRA CUL

Valores Observados

cuL = 1 2

TRA' = 1 2 3 4

REP = 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
CPA

Fontes de Variacdo GL  Soma de Quadrado Quadrado Médio F

Total 119 2627.191

Total de Reducéo 7 2524.969 360.7098 395.21
TRA 3 2521.582 840.5274 920.92
CUL 1 1.430083 1.430083 1.57
TRA*CUL 3 1.956250 0.6520833 0.71
Residuo 112 102.2227 0.9127024

NUmero de Dados = 120

Média Geral = 5.1875

Coef. de Variagdo = 18.416

TUKEY

Variavel = CPA  ( 0.9127024 )

Sig.

0.0000
0.0000
0.2133

*khkkkkk

TRA  Descricdo Dados Médias Comparac6es 5%
1 30 13.1233 A
2 30 27733 B
4 30 2.4633 B
3 30 23900 B

Q(.050, 112)= 3.694 Dms= 0.6442
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APENDICE REFERENTE AO EXPERIMENTO 3 DE TARO

Procedimento = Arranjos Fatoriais
Objetivo = Analise de Variancia para dados balanceados
Dependentes = CPA DR NB

Efeitos =REP TRAT CULT

Valores Observados

CULT = 1 2

TRAT = 1 2 3 4

REP = 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

CPA

Fontes de Variacdo GL Soma de Quadrado Quadrado Médio F
Total 79 332.5195

Total de Reducéo 7 267.8595 38.26564 42.61
TRAT 3 232.4455 77.48183 86.28
CULT 1 34.32200 34.32200 38.22
TRAT*CULT 3 1.092000 0.3640000 0.41
Residuo 72 64.66000 0.8980556

Numero de Dados = 80

Média Geral = 3.3275

Coef. de Variagdo = 28.480
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Sig.

0.0000
0.0000
0.0000

**k*kkkk



APENDICE REFERENTE AO EXPERIMENTO 4 DE MANDIOCA

Procedimento = Arranjos fatoriais
Objetivo = Analise de Variancia para dados balanceados
Dependentes =CPA CRL NR

Efeitos =REP TRA CUL

Valores Observados

CuL = 1 2 3

TRA = 1 2 3 45 6 7

REP = 1 2 3 4 5 6 7 8

CPA

Fontes de Variacdo GL Soma de Quadrado Quadrado Médio
Total 167 4975.340

Total de Reducéo 20 3884.587 194.2294
TRA 6 3016.306 502.7176
CuL 2 25.18905 12.59452
TRA*CUL 12 843.0926 70.25772
Residuo 147 1090.753 7.420085
Numero de Dados = 168

Média Geral = 8.1012

Coef. de Variagdo = 33.624

CRL

Fontes de Variacdo GL Soma de Quadrado Quadrado Médio
Total 167 2868.803

Total de Redugéo 20 1948.068 97.40339
TRA 6 1165.122 194.1870

CUL 2 589.9189 294.9595
TRA*CUL 12 193.0269 16.08558
Residuo 147 920.7350 6.263503
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26.18
67.75
1.70
9.47

15.55
31.00
47.09
2.57

Sig.

0.0000
0.0000
0.1867
0.0000

Sig.

0.0000
0.0000
0.0000
0.0041



Ndmero de Dados = 168
Média Geral = 3.2786
Coef. de Variagdo = 76.335

TUKEY

Variavel =CRL  ( 6.263504 )

CUL  Descrigdo Dados Médias Comparacdes 5%
3 56 59286 A
2 56 1.9696 B
1 56 19375 B

Q(.050, 147)= 3.310 Dms= 1.1070

NR

Fontes de Variacdo GL  Soma de Quadrado Quadrado Médio F
Total 167 6121.786

Total de Reducéo 20 4046.286 202.3143 14.33
TRA 6 2138.286 356.3810 25.24
CcuL 2 1040.250 520.1250 36.84
TRA*CUL 12 867.7500 72.31250 5.12
Residuo 147 2075.500 14.11905

Numero de Dados = 168

Média Geral = 5.0357

Coef. de Variagdo = 74.618

TUKEY

Variavel=NR  ( 14.11905 )

Sig.

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

CUL  Descricdo Dados Médias Comparacfes 5%
3 56 8.4821 A
2 56 3.9286 B
1 56 2.6964 B

Q(.050, 147)= 3.310 Dms= 1.6620
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