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Resumo: Mandioca (Manihot esculenta Crantz) é um alimento bésico para a alimentacdo humana. E a
terceira mais importante fonte de carboidratos nos tropicos, ocupando a sexta posi¢cdo quando
considerada a producdo global. Nos Gltimos anos varios grupos de pesquisa tém relatado métodos para
cultura de tecidos vegetais de mandioca, oferecendo importantes aplicacdes para as colegdes de
germoplasma, tais como a conservacao, a facilidade de intercdmbio, micropropagacao, erradicacao de
doencas, entre outros. Assim, um dos objetivos deste estudo foi ampliar essas investigacdes, avaliando
os fatores associados a regeneracdo in vitro de duas cultivares de mandioca. Segmentos uninodais de
plantas de mandioca crescidas in vitro foram cultivados até a obtencdo de brotacbes axilares
alongadas. Meristemas foram excisados e cultivados em quatro diferentes meios de cultura. A
regeneracdo, o enraizamento e a formacdo de calos foram avaliados. Uma diferenca significativa foi
encontrada entre 0s meios de cultura testados. Para ambas as cultivares 0 melhor meio de cultura foi
suplementado com 0,2 mg L™ de cinetina e 1,0 g L™ de carvéo ativado. Em sequéncia a isso, Varios
métodos de criopreservacdo foram testados para o desenvolvimento de um protocolo de
criopreservacao eficiente para a conservacdo dessas cultivares. Usando a técnica de vitrificagdo, com
uma solucdo de pré-tratamento modificada contendo 0,5% de Tween-20, alcangamos uma taxa de
regeneracgdo superior a 50% ap0s exposi¢do ao nitrogénio liquido.
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Introducéo
Recursos genéticos vegetais sdo um reservatorio natural de genes com potencial de uso para a
producdo sustentdvel de elementos essenciais para a humanidade, tais como alimentos, fibras e
medicamentos, bem como ser um meio de preservar o patrimonio genético de espécies ameagadas de

extincdo. A maioria das culturas de sucesso sdo derivadas e dependentes de seus ancestrais selvagens.



No entanto, essa biodiversidade esta sendo destruida a um ritmo alarmante devido ao crescimento
desordenado e exploracdo descontrolada dos ecossistemas e recursos naturais. Recursos genéticos
vegetais podem ser conservados no habitat natural de suas populacdes (in situ) ou fora deles (ex-situ).
A criopreservacdo tem sido utilizada como a forma mais racional para a prevencdo de eventos
inesperados, como a ocorréncia de novas pestes e doencas, e a perda de resisténcia de certas culturas
resultantes do processo de erosdo genética. E a melhor técnica disponivel, com potencial para garantir
a conservacdo a longo prazo do germoplasma de espécies vegetais.

Como em diversas culturas, as técnicas de cultivo in vitro e os protocolos de criopreservagdo em
mandioca sdo genotipo-dependentes. Neste trabalho, realizamos um estudo com diferentes meios de
cultura para avaliar o desempenho in vitro de meristemas apicais de duas cultivares de mandioca.
Além disso, diferentes protocolos de criopreservacdo foram testados e, depois de adaptacdes, um
desses protocolos mostrou-se eficiente para a criopreservacdo de apices caulinares das duas cultivares

de mandioca aqui estudadas.

Material e Métodos

Foram utilizadas plantas in vitro de mandioca, variedades CM 507-37 e COL 1468, oriundas do
Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT, Cali, Coldmbia) e mantidas no meio de cultura
em meio de cultura 12A3, desenvolvido pelo CIAT, baseado no MS (Murashige e Skoog, 1962) e
suplementado com 0,2 mg L™ de cinetina, 3% de sacarose, carvdo vegetal 1,0 g L™ (Sigma C6289),
7,0 g L™ de 4gar (Sigma A7002), pH 5,7-5,8 (Velasquez e Mafla, 1999). Culturas foram transferidas a
cada 2 meses e cultivadas a 25° C, sob um fotoperiodo de 16 h e com uma irradiancia de 50 umol s
m.

Os meristemas apicais excisados foram imediatamente inoculados para evitar a desidratacdo em
quatro diferentes meios de cultura para testar a influéncia do meio sobre o crescimento e
desenvolvimento dos meristemas. Os quatro meios testados foram:

1. CIAT 4E (Roca et al., 1991), contendo MS sais; 0,04 mg L™ 6-benzylaminopurine (BAP); 0,05 mg
L™ Giberellic acid (GAs); 0,02 mg L™ naphthaleneacetic acid (NAA); 1,0 mg L™ thiamine HCI;
100 mg L™ inositol; 2% sucrose; agar e pH 5,7;

2. CIAT 12A; (Velasquez e Mafla, 1999), contendo MS sais; 0,2 mg L™ kinetin; 1,0 mg L™ thiamine
HCI; 100 mg L™ inositol; 1,0 g L™ activated charcoal; 3% sucrose; agar e pH 5,7;

3. MS + IAA (Murashige and Skoog, 1962), contendo MS sais; 1.0 mg L™ indole-3-acetic acid
(IAA); 1,0 mg L™ thiamine HCI; 100 mg L™ inositol; 3% sucrose; agar e pH 5,6;



4. Charoensub et al. (2003), contendo MS sais; 0,02 mg L™ BAP; 0,1 mg L™ GA3; 0,01 mg L™ NAA;
1,0 mg L™ thiamine HCI; 100 mg L™ inositol; 3% sucrose; agar e pH 5,6.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, 2 x 4 x 2 fatorial (duas cultivares,
quatro meios de cultura e dois tamanhos de meristemas), sendo cada repeticdo constituida de 5
meristemas colocados em cada placa de Petri (55 x 15 mm) contendo 10 ml de meio. Observagdes
semanais sobre sobrevivéncia do explante com base na presenca de um broto verde, crescimento da
raiz e freqiiéncia de formacéo de calos foram avaliadas.

No segundo experimento, onde os meristemas foram submetidos a criopreservagédo, utilizou-se
um fatorial 1 x 2 x 4 x 2 (uma cultivar, dois meios de cultura para regeneracdo, quatro tempos de
exposicdo ao PVS2, e dois tratamentos de Tween (presenca e auséncia), sendo cada repeticédo
constituida de 15 meristemas colocados em trés placas de Petri (55 x 15 mm) (10 apices por placa de
Petri) contendo 10 ml de meio. Cada experiéncia foi replicada trés vezes. A cada 15 dias foram feitas
observacOes sobre a sobrevivéncia dos explantes, crescimento da raiz e frequéncia de calos. Os dados
foram analisados por uma analise de variancia (ANOVA), utilizando o programa SISVAR e a média

dos tratamentos foi comparada pelo teste de Tukey 5%.

Resultados e Discusséo

A regeneracdo dos meristemas foi maior no meio de cultura CIAT 12A; para as duas cultivares
(CM 507-37 95% e COL 1468 82%). Nao houve diferencas significativas no crescimento para a
cultivar CM 507-37 cultivada nos meios CIAT 12A; (95%), 4E CIAT (93%) e Charoensub (87%). Em
contraste, para cultivar COL 1468 o meio de cultura CIAT 12A; foi significativamente melhor do que
0s outros (67% Charoensub, 65% CIAT-4E e 62% MS+IAA) (Figura 1).

O desempenho de um cultivo in vitro é o resultado de uma interacdo complexa de fatores
envolvendo o estado fisioldgico da planta, o genétipo e as condicBes de cultivo. De acordo com 0s
resultados deste estudo podemos concluir que o meio de cultura mais adequado para a multiplicacéo de
genotipos de mandioca CM 507-37 e COL 1468 é o meio CIAT12A;. Usando esse meio obtivemos a
melhor indugdo de brotagdes, com um excelente crescimento, desenvolvimento e uniformidade das
plantulas. Além disso, este meio proporcionou uma boa frequéncia de enraizamento e completa
auséncia de calos para as duas cultivares.

Para a etapa de criopreservacdo, 0os meristemas excisados foram pré-tratados com meio MS
liquido suplementado com 0,3 M de sacarose durante 16-24 horas para aumentar a osmotolerancia.

Este pré-tratamento ndo apresentou efeitos prejudiciais sobre o crescimento dos meristemas.
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Sabe-se que a folha de mandioca tem uma epiderme com depoésitos de cera e outros lipidos e
parede celular com cutina. Esses atributos contribuem para que os meristemas flutuem nas solucées LS
e PVS2 impedindo o bom contato com as solugdes. Isso pode resultar em um potencial osmotico
inadequado ndo oferecendo quaisquer efeitos protetores para 0s meristemas durante a exposicao a ultra
baixas temperaturas.

H& relatos de uma interacdo positiva entre Tween com tecidos vegetais ricos em cera. Neste
sentido, um experimento foi montado para testar o efeito de Tween 20 em solucéo LS. Verificou-se
que tratamento dos meristemas com uma baixa concentracdo e um curto periodo de tempo propiciou
um melhor contato dos meristemas com a solugéo LS, e, por consequinte, uma melhor osmoprotecéo.

O proximo passo foi determinar o tempo 6timo de exposicdo do tecido vegetal a solucdo de

PVS2. Meristemas foram excisados, pré-tratados com e sem tween-20 e submetidos a diferentes



tempos de exposicéo a PVS2 (0, 10, 20, 30, 45 e 60 minutos). Os resultados indicaram que a exposi¢ao
a PVS2 maior que 30 minutos € letal para os dois cultivares de mandioca testados. Além disso, 0s
tempos de exposicdo PVS2 inferiores a 20 minutos houve uma reducdo significativa no crescimento

dos meristemas durante o periodo de 30 dias.

Conclusdes

De acordo com os resultados deste estudo podemos concluir que o meio de cultura mais
adequado para a multiplicacdo de genétipos de mandioca CM 507-37 e COL 1468 é o CIAT 12Aa.
Usando esse meio obtivemos a melhor inducdo de brotagcbes, com um excelente crescimento,
desenvolvimento e uniformidade das plantulas. Além disso, este meio permitiu uma boa frequéncia de
enraizamento e completa auséncia de calos para as duas cultivares.

Na parte de criopreservacdo os resultados mostraram que a solucdo LS modificada contendo
Tween-20 0,5% (v/v) foi superior ao padrdo propiciando a regeneracdo de mais de 50% dos

meristemas criopreservados.
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