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RESUMO - (Microtuberizagdo in vitro de cultivares de Mandioca: aspectos morfologicos e anatdmicos). Objetivou-se induzir o processo de microtu-
berizagdo in vitro de cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz.), em dois tipos de meio, sob a agdo de diferentes reguladores de crescimento e
concentragdes de sacarose, e verificar as alteragdes estruturais decorrentes do processo de tuberiza¢do. Foram analisadas a influéncia do tipo de meio, a
acao do BAP e ANA e doses de sacarose (3%, 6% e 8% p/v) através das caracteristicas comprimento da parte aérea, o nimero médio de raizes, o padrdo
morfologico das raizes tuberiformes, bem como caracteristicas anatomicas. Verifica-se que as cultivares de mandioca respondem diferentemente & micro-
tuberizagdo in vitro. A cultivar Parazinha responde melhor a indug@o de raizes tuberiformes, tendo o tratamento constituido de 0,4 uM BAP, 1,6 uhM ANA
e 8% sacarose como indutor na formacao da raiz tuberosa, tanto em meio semisolido quanto em meio liquido. Para o comprimento da parte aérea, da raiz
mais longa e o nimero de raizes destaca-se a Mantiqueira, porém, em meio de indug¢@o a raiz tuberiforme, foi considerada recalcitrante. Anatomicamente,
a microtuberizagdo in vitro caracteriza-se pela presenga de graos de amido.

Palavras-chave: Manihot esculenta (Crantz), cultura in vitro, regulador de crescimento, tuberizagido

ABSTRACT - (In vitro microtuberization of Cassava cultivars: morphological and anatomical aspects). The goal of this work was to induce in vitro
tuberization of cassava cultivars (Manihot esculenta Crantz.) in two kinds of media, under the influence of different growth regulators and sucrose
concentrations, as well as to determine subsequent structural alterations due to the tuberization. The influence of the kind of media, action of BAP and NAA
and doses of sucrose (3%, 6% and 8% w/v) were analyzed by measuring the length of the aerial portion, number of roots, morphological pattern of the
tuber roots, as well as anatomical changes. There were differences among the cultivars regarding the response to in vitro tuberization. Cultivar Parazinha
had better induction of tuber roots, where treatment was with 0.4 pM BAP, 1.6 pM NAA and 8% sucrose as inducing medium, whether in solid or liquid
medium. Cultivar Mantiqueira had the tallest aerial portion, longest root and largest number of roots, but the induction of tuber roots was recalcitrant.
Anatomically, the microtuberization in vitro was characterized by the presence of starch grains.
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a colheita dependendo da cultivar, raizes de mandioca sdo
alteradas, se tornam ndo palataveis e ndo sao aceitas no
mercado. Outro fator severo que limita a produtividade ¢ a
bacteriose (Xanthomonas campestris pv. manihots), doenga
que causa murcha, seca e queda das folhas, culminando com
a morte da planta (Vidigal Filho et al. 2000).

Espécies tuberosas, como a mandioca, apresentam Orgéos
de reservas com desenvolvimento subterraneo. A formagéo
de raizes de mandioca a campo é conseqiiéncia, principal-

Introducio

A mandioca (Manihot esculenta Crantz.), origindria da
América do Sul, ¢ uma planta arbustiva, eudicotiledonea,
perene, helidfila, da familia Euphorbiaceae (Viana et al.,
2002). E uma espécie altamente heterozigética e poliploide
(2n=4x=36), razdo pela qual sua propaga¢do geralmente ¢
feita por estacas (manivas) e ndo por sementes (Fao 2000).

A planta é conhecida pela rusticidade e pela fungéo social

que desempenha junto as populagdes de baixa renda. A cul-
tura da mandioca tem grande adaptabilidade aos diferentes
ecossistemas, o que possibilita o seu cultivo praticamente
em todo o territorio nacional (Reis 1987). Situa-se entre os
nove primeiros produtos agricolas do pais, em area culti-
vada, e o sexto em valor de producdo (Fao 2000). Embora
ndo possa ser considerada alimento completo, a mandioca
¢ de vital importancia nos paises subdesenvolvidos, ja que
¢ extraordindria fonte de carboidratos (Albuquerque 2008).
Sua principal parte, sob o aspecto econdmico, sdo as raizes
tuberosas, ricas em amido. A parte aérea da planta, geralmen-
te desprezada, tem grande potencial na alimentagao animal
e humana (Ciat 2004).

Contudo, alguns fatores interferem negativamente na
produtividade desta cultura, sendo a rapida deterioragdo
pos-colheita o mais significativo. Entre 24 e 48 horas apds

mente, da elevada produgdo de elementos do xilema e floema
provenientes da atividade do cambio, seguida do depdsito de
substancias de reserva, principalmente amido e sacarose, nas
células parenquimaticas (Cabral & Carvalho 2001).

A tuberizag¢do ¢ um complexo processo de desenvolvi-
mento que ¢ influenciado por varidveis genéticas, ambien-
tais e fisioldgicas (Villafranca et al. 1998). Este processo
¢ caracterizado por significativas mudangas anatomicas,
hormonais e bioquimicas (Ross ef al. 1994). Os principais
estudos do processo de tuberizagdo sdo realizados, na sua
maioria, com a batata (Solanum tuberosum L.) No entanto
com mandioca os trabalhos concentram-se, principalmente,
no desenvolvimento de sistemas de conservacdo, propagagao
e regeneracdo (Roca 1992).

Trabalhos com microtuberiza¢do em batata (Hussey &
Tacey 1984; Nowak & Colborne 1989; Lopez-Delgado &
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Scott 1997; Villafranca et al. 1998; Silva et al. 2001) tém
focado principalmente no uso de reguladores de crescimento
como aspecto favoravel a formacgao de raizes, em trabalhos
que buscam elucidar os fendmenos bioquimicos envolvidos
na formagédo do tubérculo. Outro ponto chave deste proces-
so sdo os niveis de agucares presentes no meio de cultura,
especialmente a sacarose. Xu et al. (1998) trabalhando com
batata, e Omokolo et al. (2003) com taioba constataram que
concentracdes elevadas de sacarose também afetam a tuberi-
zacdo in vitro. Em estudo realizado com batata, Peres et al.
(2005) confirmaram a importancia da sacarose no meio de
cultura e ressaltaram a importancia da relagdo fonte-dreno
entre a parte aérea e o tubérculo em desenvolvimento.

A formacao da raiz tuberosa de mandioca € resultado da
atividade cambial, seguida de depodsito de amido predomi-
nantemente nas células do parénquima do xilema secunda-
rio (Indira &. Kurian 1977; Cabral & Carvalho 2001). No
caso da batata, inicialmente ocorre intensa divisdo celular,
seguida do alongamento das células, divisdes das células
parenquimaticas proximas ao floema e depoésito de amido
(Ewing & Struik 1992).

Portanto, a tuberizagdo decorre da interagdo de diversos
fatores enddgenos e do ambiente. Entretanto, ha grandes
variagdes entre espécies e cultivares. Diante do exposto,
objetivou-se com este trabalho induzir o processo de mi-
crotuberizag@o in vitro de cultivares de mandioca, sob a
acdo diferentes reguladores de crescimento, concentragdes
de sacarose e verificar as alteracdes estruturais ocorridas
decorrentes do processo de tuberizagdo.

Material e métodos

Material vegetal — As cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz.)
utilizadas no estudo foram ‘Mantiqueira’, obtida do Laboratorio de Cultura
de Tecidos/BIOAGRO/UFV e ‘Parazinha’ e ‘Vassourinha’, da EMBRAPA/
CERNAGEN, Brasilia-DF, ja em condi¢des assépticas.

Estabelecimento e manutengdo das culturas — As cultivares de mandioca
foram propagados in vitro mediante subcultivos mensais empregando-se
segmentos nodais cultivados em meio MS (Murashige & Skoog 1962),
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 ali-
quotas 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 con-
trolada e irradiancia de 50-60 pmol m? s™'. Esta etapa teve como meta a
micropropagagdo das cultivares, para estabelecimento de culturas estoques
a serem usadas como fonte de material vegetal durante todo o trabalho.
Condig¢des de microtuberizagdo — Esta fase teve por objetivo a obtengdo
de raizes tuberiformes de mandioca in vitro. Ap6s aproximadamente trés
subcultivos (+ 40 dias cada), as culturas de mandioca foram submetidas a
diferentes meios de indugdo de raiz tuberiforme.

Todos os experimentos foram conduzidos sob dois fotoperiodos. O
primeiro, denominado indugdo, com 16 horas de luz, por quatro dias em
meio semi-solido ou seis dias em meio liquido; o segundo regime luminoso
consta de 8 horas didrias de luz (dia curto) todos a temperatura de 27 + 1°C
e irradiancia de 50-60 pmol m? s™'.

A avaliagdo foi realizada aos 25-30 dias apds o inicio dos tratamentos,
com avalia¢do do comprimento médio da parte aérea (CPA), comprimento
médio da raiz mais longa (CR), em centimetros, nimero médio de raizes
(NR), e padrao de desenvolvimento das raizes tuberiformes.

Apices caulinares de mandioca ‘Mantiqueira’, ‘Parazinha’ ¢ Vassouri-
nha’ com aproximadamente 3 cm foram submetidos ao meio de indug&o por
seis (meio liquido) ou quatro (meio semi-solido) dias, periodo de emissdo
das raizes. Os tratamentos de inducdo de raizes tuberiformes utilizados
foram: T1 = MSO + 3% sacarose, T2 = 0,4 uM BAP + 1,6 uM ANA + 3%
sacarose, T3 = 0,4 uM BAP + 1,6 uM ANA + 6% sacarose, T4 = 0,4 uM
BAP + 1,6 uM ANA + 8% sacarose, TS = 22,2 uM BAP + 3% sacarose,
T6 =22,2 uM BAP + 6% sacarose e T7 = 22,2 uM BAP + 8% sacarose.

Posteriormente, foram transferidas para o meio de formagdo de rai-
zes 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.HCl e 0,001% p/v de tiamina.HCl) e
solidificado ou ndo com Fitagel (0,23%).

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

O delineamento experimental em meio liquido foi inteiramente casua-
lisado, em esquema fatorial de 3x7, trés cultivares, sete tratamentos, com
10 repeti¢des, sendo cada unidade experimental constituida por um frasco
contendo uma planta, totalizando 70 unidades amostrais por cultivar.

Analise estatistica — Os dados foram submetidos a analise de varidncia
(ANOVA), empregando-se o programa SAEG - Sistema de Analises Esta-
tisticas e Genéticas da UFV (Euclydes 1983), e as médias dos tratamentos
foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Preparo das laminas permanentes de raizes de mandioca — Raizes tuberi-
formes de mandioca obtidas nos experimentos foram submetidas a analises
anatomicas sob luz normal e polarizada.

Amostras das raizes tuberiformes de mandioca foram fixadas em FAA|
(Johansen 1940) e estocadas em etanol 70%. Apos desidratacdo em série
etilica, os fragmentos foram incluidos em metacrilato e os blocos secciona-
dos em micrétomo rotativo. Secgdes transversais, com 10 pm de espessura,
foram coradas em Azul de Toluidina pH 4,0 (O’Brien & Mccully 1981),
para caracterizagdo estrutural ou submetidos a reagio com PAS - Acido
Periddico/Reagente de Schiff (Mcmanus 1948), para detecgdo de polis-
sacarideos neutros. As laminas foram montadas em Permount. A analise
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.

Resultados e discussio

Meio liquido — No experimento em meio liquido, objetivou-
se analisar a eficacia de diferentes meios das cultivares
Mantiqueira, Parazinha e Vassourinha em meio MS liquido.
Foram observadas diferencas significativas entre as caracte-
risticas analisadas quando os explantes foram cultivados no
tratamento T1 (Tab. 1). A cultivar Mantiqueira apresentou
as melhores respostas de desenvolvimento da planta em
relagdo a Vassourinha e Parazinha para as caracteristicas
CR e NR (Tab. 1).

Em relacéo aos tratamentos testados pode-se verificar que
o tratamento T1 resultou em maior eficiéncia de enraizamen-
to entre as cultivares. Este resultado era esperado, pois este
meio ja estd estabelecido para a propaga¢do de mandioca.
Ainda sobre este aspecto, a cultivar Mantiqueira foi a que
apresentou melhor resposta (maior comprimento e nimero
de raizes), mesmo sob os diferentes tratamentos (Tab. 1).

Quanto ao processo de formagao de raizes tuberiformes,
observou-se que o tratamento T4 foi o que apresentou a
melhor resposta para as trés cultivares (Fig. 1). Contudo,
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Tabela 1. Desempenho das cultivares de mandioca Vassourinha, Mantiqueira e Parazinha na formacao de raizes tuberiformes in vitro avaliado pelas médias
do comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz mais longa (CR) e nimero de raizes (NR) em sete diferentes meios de cultura, utilizados por seis
dias em meio liquido durante a fase de indugdo de raizes. Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra maitiscula nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.

CPA (cm)
Cultivar Tl T2 T4 T5 T6 T7
Vassourinha 1527aB 8,30bB 6,02b A 6,04 b AB 6,02b A 6,02b A 484bA
Parazinha 12,82 ab B 8,57 bc AB 8,21 bc A 9,21 abc A 5,04 cAB 6,35 bc A 5,09cA
Mantiqueira 25,38a A 11,00b A 6,12 bc A 6,25 bc AB 3,38¢B 4,50 c AB 388cA
CR (cm)
Cultivar T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Vassourinha 923a B 04bB 1,40bB 1,770 A 08bB 0,50b B 0,55bC
Parazinha 529abB 0,76b B 0,47bB 1,52bA 1,82 ab B 1,86 ab B 2,05ab B
Mantiqueira 14,62a A 5,12bA 4,75bA 350bA 400bA 438bA 5,12bA
NR
Cultivar T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Vassourinha 11,75a B 0,38bB 1,62bB 1,62bB 0,38bB 0,75bB 2,38bB
Parazinha 7,38ab B 3,12abA 1,25bB 2,38 ab B 3,12abB 4,62 ab A 5,62 ab A
Mantiqueira 21,50 a A 7,25 bc A 12,50 b A 4,50 bc A 4,62 bc A 3,75bc A 5,25bc A

Figura 1. Processo de formagdo de raizes tuberiformes em cultivares de mandioca in vitro, em meio liquido. 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 pM BAP, 1,6 uM ANA e
8% (p/v) de sacarose).
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a cultivar mais responsiva a formagéo de raiz tuberiforme
foi a Parazinha (Fig. 1B), apresentando uniformidade no
aspecto e na textura da raiz tuberosa. Também se verificou
regularidade e constancia desta cultivar na formagdo das
raizes tuberiformes (dados ndo apresentados). A cultivar Vas-
sourinha também respondeu ao processo de formacéo de raiz
tuberiforme (Fig. 1C), porém com certa irregularidade, tanto
na freqiiéncia como também na formag@o da raiz tuberosa
propriamente dita (dados ndo apresentados), pois o processo
ndo foi uniforme como na cultivar Parazinha. Ja na culti-
var Mantiqueira (Fig. 1D), verificou-se apenas indicios do
processo de tuberizagdo, com desenvolvimento irregular ao
longo das raizes. Apesar de apresentar os melhores resultados
com relagdo aos diferentes parametros indicativos da efici-
éncia do enraizamento ¢ do crescimento da parte aérea (CR,
NR e CPA), diante dos tratamentos a qual foi submetida, a
cultivar Mantiqueira pode ser considerada recalcitrante ao
processo de formagdo de raizes tuberiformes. Esta resposta
pode estar associada diretamente as diferengas genotipicas
especificas das cultivares, apresentando respostas distintas
ao processo de formacdo de raiz tuberiforme.

Analise da anatomia da raiz das plantas cultivados no
tratamento T1 mostra que as raizes apresentam epiderme
unisseriada, cortex com células isodiamétricas, porém de
menor calibre que o tratamento T4 (Fig. 2A, 2B ¢ 2C). Além
disso, as raizes do tratamento T4 apresentaram aumento
consideravel dos espagos intercelulares nas camadas mais
periféricas do cortex, como também a presenca de grios de
amido na regido do cértex (Fig. 2D). Verificaram-se também
diferencas no acumulo de polissacarideos, do tratamento T1
(Fig. 2C) comparado ao tratamento T4, onde se detectou
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amiloplastos repletos de graos de amido (Fig. 2D, 2E e 2F).
As diferengas anatomicas apresentadas na Fig. 2 corroboram
com os resultados da a¢do conjunta do BAP e de niveis altos
de sacarose (Estrada ef al. 1986; Omokolo et al. 2003), fa-
vorecendo o acimulo de grios de amido (Ross ef al. 1994;
Veramendi et al. 1999).

Meio semi-solido — As raizes tuberiformes de mandioca em
meio MS semi-solido tiveram melhor crescimento no trata-
mento T1, distinguindo-se de forma significativa dos demais
tratamentos em todas as caracteristicas analisadas: CPA,
CR e NR, como também nas trés cultivares estudadas (Tab.
2). Ainda com relagdo ao efeito dos tratamentos, podemos
observar que a cultivar Parazinha apresentou melhores res-
postas quanto ao CR, o que corrobora com a sua habilidade
de responder ao processo de formagéo de raizes tuberiformes
que ocorreram no tratamento T4 (Fig. 3A e 3B).

As analises morfologicas e anatomicas realizadas com
raizes de plantas submetidas aos tratamentos em meio semi-
solido produziram resultados equivalentes aos observados
em meio liquido. Novamente, o tratamento mais eficiente
na indugdo de tuberiza¢do foi o T4 e a cultivar com maior
eficiéncia de tuberizacdo das raizes foi a Parazinha (Fig. 3B,
em comparacdo com 3C e 3D).

Discussio geral — A combina¢do do ANA com BAP foi
importante para a inducéo do processo de formagdo de es-
truturas 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 (Fig. 3C), po-

Tabela 2. Desempenho de cultivares de mandioca quanto as médias do comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz mais longa (CR) e niumero de raizes
(NR) na formagdo de raizes in vitro, utilizando-se sete diferentes meios de cultura semi-solidos por quatro dias durante a fase de inducéo de raizes. Médias seguidas
pela mesma letra mintscula nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra maitscula
nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

CPA (cm)
Cultivar T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Mantiqueira 9,15aC 402bB 4,06bB 3,64bB 285bB 349bA 2,88b B
Vassourinha 21,40 a A 584bB 6,04bB 501bB 5,17bA 3,86bA 384bA
Parazinha 14,61 aB 8,16bA 827bA 9,07bA 292¢B 3,74cA 305¢B
CR (cm)
Cultivar T1 T2 T3 T4 TS T6 T7
Mantiqueira 6,50aB 0,46 b A 0,30bA 0,72b A 020bA 0,00b A 0,00bA
Vassourinha 7,44 aB 0,66 b A 0,54bA IL14bA 037bA 0,30bA 020bA
Parazinha 9,49 aA 0,81 bc A 0,78 bc A 1,72 bc A 0,79 bc A 0,34cA 0,41 cA
NR
Cultivar T1 T2 T3 T4 TS T6 T7
Mantiqueira 7,90aB 0,60 bc B 2,70 bc A 3,20bc A 0,00cB 0,00cB 0,00 cA
Vassourinha 11,50 a B 4,00 bc A 1,30 bc A 2,90 bc A 0,20c B 0,50 ¢ B 0,30 c A
Parazinha 1490 a A 3,00bA 1,30 bc A 230bA 1,20 bc A 1,20 bc A 0,80 bc A
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Figura 2. Fotomicrografias de sec¢des transversais de raizes de mandioca cv. Parazinha, obtidas in vifro mediante o cultivo em meio MSO e 3% (p/v) de sacarose
(tratamento T1) e meio MS com 0,4 uM BAP, 1,6 uM ANA e 8% de sacarose (T4). A - Visdo geral de raizes cultivadas em meio T1; B - Corte transversal de raizes
tuberiformes cultivadas em meio T4; C - Detalhe das células do parénquima cortical de raizes cultivadas em T1; D -: Detalhe das células do parénquima cortical de
raizes cultivadas em T4, evidenciando células repletas de graos de amido; E - Corte transversal de raiz tuberiforme diferenciada em meio T4 submetida a luz polari-
zada; F - Detec¢ao de polissacarideos com PAS em raizes tuberiformes diferenciadas em T4, com detalhe dos amiloplastos na regido do cortex.

rém ndo foi uniforme, ¢ ainda apresenta menor comprimento
e nimero de raizes quando comparado com ‘Parazinha’. Ja
‘Mantiqueira’ apresentou um elevado percentual de calos
(43% dos explantes formaram calos e 57% formaram raizes,
quando cultivados em meio liquido no tratamento T4. Os
calos (Fig. 3 D) podem ter impedido ou interferido na forma-

¢do de raizes tuberiformes, principalmente nos tratamentos
que continham somente o BAP na concentragdo de 22,2 pM.
Possivelmente, a explicagdo para a calogénese seja a ausén-
cia da auxina (ANA), que favorece o alongamento celular
(Taiz & Zeiger 2004); a concentragdo elevada da citocinina
(Estrada et al. 1986), quando comparada aos outros tratamen-
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Figura 3. Processo de formagdo de raizes tuberiformes de mandioca in vitro, em meio semi-solido. 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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tos; ¢ a especificidade do gendtipo (Lopez-Delgado & Scott
1997), sugerindo que a cultivar Mantiqueira apresenta menor
potencialidade de formag@o de raiz tuberiforme in vitro).

Conclusoes

Ha especificidade genotipica no processo de microtube-
rizagdo de cultivares de mandioca;

A cultivar Parazinha responde melhor a indugio de raiz
tuberiforme;

O tratamento com 0,4 uM BAP, 1,6 uM ANA e 8%de
sacarose foi a melhor condi¢do para a indugéo e formagéo
de raiz tuberiforme, tanto em meio semi-solido quanto em
meio liquido;

O comprimento médio da parte aérea, da raiz mais longa
e o namero médio de raizes, foram maiores na cultivar Man-
tiqueira. Porém, em meio de inducdo de raiz tuberiforme,
esta cultivar é considerada recalcitrante;

A microtuberizacdo in vitro é caracterizada pela presenga
de graos de amido nas raizes tuberiformes de mandioca.
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