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Estabelecimento e conser-
vagcao in vitro de acessos
de mandioca (Manihot spp.)
pertencentes ao Banco Ati-
vo de Germoplasma da Em-
brapa Semiarido

Resumo

Este trabalho teve como objetivo o estabelecimento in vitro de acessos de
Mandioca do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) pertencentes a colegao
da Embrapa Semiarido. Explantes de cada acesso foram introduzidos em
tubos de ensaio contendo meio de cultura MS suplementado com 30 g.L™
de sacarose, 0,04 mg.L"" de BAP (benzilaminopurina), 0,05 mg.L-' de GA3
(acido giberélico) e 0,02 mg.L' de ANA (acido naftalenoacético) e mantidos
por 60 dias em sala de crescimento com controle de temperatura, fotoperiodo
e luminosidade. Apds este periodo, foram avaliadas as variaveis: sobrevi-
véncia (%), contaminagéo (%), nimero de brotos produzidos e enraizamento
(%). Durante o estabelecimento in vitro, cerca de 24% dos 148 acessos de
mandioca apresentaram contaminagao endégena por fungos ou bactérias.
Observaram-se diferentes respostas entre acessos na produgdo de novas
brotacao, destacando-se nove acessos com valores médios de multiplicacéao
de 4 brotos/explante, seguidos de 17 acessos com 3 brotos/explante, 31
acessos com 2 brotos/explante, 54 acessos com 1 broto/explante e 37 aces-
s0s que ndo apresentaram brotagdo. Essa diferenga de resposta pode ser
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associada a diversidade genética dos diferentes materiais. O cultivo in vitro
dos gendtipos do BAG de mandioca € viavel, sendo necessaria uma maior
atencado a qualidade fitossanitaria das plantas matrizes.

Palavras-chave: micropropagacgao, germoplasma, mandioca, brotagao.

Introducgao

No Brasil estdo localizados alguns dos mais importantes bancos de germo-
plasma de mandioca distribuidos em diversas unidades de pesquisa, onde a
principal razédo para o estabelecimento e manutengdo do germoplasma ¢ a
conservagdo da variabilidade genética da espécie (Costa et al., 2012). O prin-
cipal tipo de conservagéao ainda é realizado no campo de forma ex situ, onde
0s gendtipos sdo mantidos in vivo para disponibilizagdo futura e imediata.
Contudo, nesse tipo de conservacao ha algumas limitagdes relacionadas a
exposicado dos materiais a agentes bibticos e abidticos, necessidade de mao
de obra especializada, area disponivel e um elevado investimento financeiro.

A conservagéo in vitro apresenta-se como uma alternativa, pois permite man-
ter e multiplicar genétipos de modo eficiente e agil em um reduzido espago de
armazenamento, permitindo ainda a rapida multiplicagdo de material vegetal
livre de patégenos independentemente das condi¢des climaticas (Loyola-Var-
gas; Ochoa-Alejo, 2018).

Com este trabalho, objetivou-se estabelecer plantas in vitro de acessos de
mandioca do BAG da Embrapa Semiarido visando consolidar uma alternativa
de conservagao e multiplicacao.

Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia da Em-
brapa Semiarido, Petrolina, PE. Para o estabelecimento in vitro, foram sele-
cionados 148 acessos do BAG de Manihot, dos quais foram coletadas mani-
vas para enraizamento em substrato em base de areia, solo e humus (2:2:1).

Apods o enraizamento das manivas e crescimento das plantas, brotos api-
cais e nodais (explantes) foram isolados com auxilio de l[dmina de bisturi e
desinfestados em solugdes contendo alcool etilico 70%, cloridrato de kasu-
gamicina 1% e hipoclorito de sodio (NaClO) 0,5%. Logo apds, os segmentos
foram lavados trés vezes em agua destilada autoclavada sob agitacédo. Pos-
teriormente, quatro explantes de cada acesso foram isolados e introduzidos
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em tubos de ensaio contendo meio de cultura de Murashige e Skoog (1962)
suplementado com 30 g.L"' de sacarose, 0,04 mg.L"' de BAP (benzilamino-
purina), 0,05 mg.L"' de GA3 (acido giberélico), 0,02 mg.L"' de ANA (acido
naftalenoacético) e 6 g.L-' de agar com pH ajustado para 5,9 antes da auto-
clavagem a 121 °C (1 kgf/cm?).

Os explantes de cada acesso foram mantidos em sala de crescimento sob
temperatura de 25 * 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de
fétons 40 pmol.m2.s' por 60 dias. Apds este periodo, foram avaliadas as
variaveis taxa de sobrevivéncia (%), contaminagéo (%), numero de brotos e
enraizamento (%).

Resultados e Discussao

Considerando-se as condigdes de cultivo in vitro, dos 148 acessos de mandi-
oca estudados neste trabalho, observou-se que 24% apresentaram contami-
nagéo enddgena por bactérias ou fungos durante o estabelecimento in vitro.

Ap6s 60 dias de cultivo in vitro, observou-se diferentes respostas entre aces-
sos na produgao de novas brotagdes, destacando-se nove acessos (07, 68,
81, 96, 209, 282, 339, 365 e 434) com valores médios de multiplicagéo de 4
brotos/explante, seguidos de 17 acessos com 3 brotos/explante, 31 acessos
com 2 brotos/explante, 54 acessos com 1 broto/explante e 37 acessos que
nao apresentaram brotacao (Figura 1A).

Essa diferenga no nivel de resposta pode ser associada a diversidade genéti-
ca dos diferentes materiais. Sa et al. (2018), por exemplo, relataram difer-
entes respostas no cultivo in vitro de espécies de Manihot em cinco tipos de
meios de cultura, ressaltando que ndo é possivel generalizar um Unico meio
para o cultivo in vitro de gendétipos do género, além da importancia de se ajus-
tar um meio nutricional para cada espécie ou para um grupo de gendtipos.

Quanto ao enraizamento aos 60 dias de cultivo in vitro, foi observado que
apenas 1% dos acessos desenvolveu raiz, enquanto 32% desenvolveram
calos, 7% desenvolveram raizes e calos e 60% nao desenvolveram nem raiz
nem calo (Figura 1B). Entretanto, apds 90 dias de cultivo, todos os acessos
desenvolveram raizes isoladas ou associadas a calos, provavelmente pela
indugao de auxinas endégenas produzidas nas brotagdes desenvolvidas in
vitro (Figura 2).
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Figura 1. Numero médio de brotagdes (A) e enraizamento (B) de acessos de Manihot do Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Semiarido 60 dias apds o estabelecimento in vitro a partir de segmentos nodais.
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Figura 2. Enraizamento
de acessos de Manihot
do Banco Ativo de Ger-
moplasma da Embrapa
Semiarido 90 dias apds
o estabelecimento in vi-
tro a partir de segmentos
nodais.
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Conclusao

Nas condi¢des em que o estudo foi realizado, o cultivo in vitro dos acessos do
BAG de mandioca é viavel, sendo necessaria uma maior atengéo a qualidade
fitossanitaria das plantas matrizes.
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