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RESUMO

A mandioca de mesa (Manihot esculenta Crantz) é nativa da América
sendo produzida em condi¢es adversas de solo e clima, com muitas
aplicacbes para a alimentacdo humana e para extracio de amido. E
considerada a terceira maior fonte de carboidratos consumidos no
mundo, com importancia social significativa, especialmente em paises
tropicais. No Estado de Santa Catarina (Sul do Brasil), é produzida
como cultura de subsisténcia por agricultores familiares que conservam
em suas propriedades (on farm) inimeros materiais genéticos. Muitos
destes materiais estdo depositados no banco de Germoplasma da
Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural-Epagri, integrando
a colecgéo de trabalho do seu programa de melhoramento genético. Estes
acessos genéticos, bem como os obtidos através de cruzamentos estao
sendo avaliados principalmente para caracteristicas morfo- agrondmicas.
Todavia existe necessidade de informagdes detalhadas sobre estes
materiais genéticos para definir uma melhor aplicabilidade destes
acessos de mandioca. Neste contexto os principais objetivos deste
trabalho foram a caracterizagéo fisico-quimica do amido de 40 acessos
de mandioca e de cultura de células e tecidos vegetais, buscando
desenvolver ferramentas de auxilio a selecdo e de conservacdo de
germoplasma desses materiais. Para a caracterizacdo fisico-quimica o
amido e suas fracGes (amilose e amilopectina) dos acessos genéticos
foram analisados, por métodos analiticos tipicos de uma plataforma
metabolomica, i.e. ATR-FTIR, UV-vis e DRX, associados as
ferramentas de quimiometria e bioinformética. Os principais resultados
alcangados foram: Os acessos AO- 89, AO- 118, AR- 53, AO- 72, AO-
79 apresentaram alto teor de amilose. Os perfis espectrais ATR- FTIR
obtidos associados a ferramentas quimiométricas agruparam 0s acessos
AO- 13 , AO- 109, AO- 118 e AO- 121 por apresentaram uma
composicdo quimica peculiar em relacdo aos demais. Em relacdo a
cultura e conservago in vitro, o meio de cultura (MS semi-sélido + 4 %
de sacarose e 0,01 mg/l de BAP) se mostrou adequado para a



micropropagagdo de mandioca, enquanto o meio de cultura MS semi-
solido + 8 % de sacarose permitiu a manutencdo de culturas viaveis
durante um periodo de 12 meses, sem a necessidade de sub-cultura.

Palavras-chave: Mandioca de mesa (Manihot esculenta), amido,
caracterizacdo  fisico-quimica,  quimiometria, = micropropagacao,
conservagdo in vitro.
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ABSTRACT

The sweet cassava (Manihot esculenta Crantz) is native of South
America. It is an important rustic root crop being produced in adverse
conditions of soil and climate, with many applications for human food
and starch extraction. It is considered the third largest source of
carbohydrates consumed in the world, with significant social
importance, especially in tropical countries. In the Santa Catarina state
(southern of Brazil), cassava is produced by small farmers as
subsistence crop and their have been conserving different genetic
materials on farm during many years. Many of these materials were
introduced in the Germplasm Bank of the official agriculture agency
(Santa Catarina State Agricultural Research and Rural Extension
Agency — EPAGRI, Urussanga), integrating the collection work of the
breeding program. These accessions as well as those obtained by
breeding are being evaluated mainly for morpho-agronomic
characteristics. Other useful information of those genetic materials are
lacking for EPAGRI and in the literature for a better application of
cassava accessions. In this context the main objectives of this work were
the physicochemical characterization of starch from 40 cassava
accessions and culture of plant cells and tissues to develop tools to aid
assisted selection and germplasm conservation of these materials. For
physicochemical characterization starch and its fractions (amylose and
amylopectin) through the use of analytical techniques such as LC, FTIR,
UV-vis, XRD associated to bioinformatics tools. The main results were:
Accessions A0-89, AO-118, AO-53, AO-72, AO-79 showed high
amylose content. The ATR-FTIR spectral profiles obtained combined
with chemometric tools grouped the accessionsAO-13, AO-109, AO-
118 and AO-121 as they presented a peculiar chemical composition in
relation to others. Regarding the culture and maintenance in vitro culture
medium (semi-solid MS + 4 % sucrose and 0.01 mg/L of BAP) was the
most efficient for micropropagation of cassava, while the culture
medium semi-solid MS + 8% sucrose medium enabled the maintenance



of viable cultures for a period of 12 months without the need for sub-
culturing.

Keywords: Sweet cassava (Manihot esculenta); starch, physico-
chemical characterization, chemometrics, micropropagation, in vitro
conservation.
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1. INTRODUGCAO GERAL

1.1 TAXONOMIA, ORIGEM E DOMESTICACAO DE Manihot
esculenta CRANTZ

A mandioca pertence a familia EUPHORBIACEAE, género
Manihot e espécie Manihot esculenta Crantz. Este género compreende
98 espécies com diferentes habitos de crescimento, arbustivos ou
arbdreos, sendo que a espécie M. esculenta, no entanto apresenta habito
arbdreo, sendo também a Unica deste género que produz raizes
comestiveis (ROGER & APPAN, 1973).

As raizes das diferentes variedades de mandioca acumulam em
maior ou menor grau compostos cianogénicos, sendo conhecidas e/ou
classificadas como “mansas” (atoxicas) as variedades que apresentam
teor de HCN abaixo de 100 pg.kg™ de raizes frescas ou “bravas”
(toxicas) aquelas com teores acima deste. Assim as mandiocas mansas
(i.e. mandioca de mesa, aipim, macaxeira) podem ser destinadas ao
consumo in natura e as bravas as industrias de transformacdo (e.g.
producdo de farinhas e fécula) (BOLHUIS et al., 1954).

Para Olsen (2004), as discussfes acerca da origem genética e
domesticagdo de M. esculenta ainda s&o controversas. E fato no entanto,
gue o Brasil é o pais com o maior centro de diversidade de espécies de
Manihot (NASSAR; HASHIMOTO & FERNANDES, 2008). Segundo
Fukuda e Otsubo (2003), a mandioca é originaria das Américas e
possivelmente do Brasil Central, mas ha evidéncias de seu cultivo por
civilizagBes Incas ha 4000 anos na América Central, Venezuela,
Colébmbia e Peru. Estudos evidenciam que a cultura da mandioca
(Manihot esculenta Crantz spp. esculenta) possivelmente foi
domesticada de populacBes selvagens de M. esculenta da subespécie
flabellifolia (ALLEM, 2002), na extensdo da fronteira sul da bacia
Amazonica (OLSEN & SCHAAL 1999). Segundo Murray (2010)
estudos recentes, agregando evidéncias obtidas a partir de estudos
moleculares e arqueoldgicos, apontam o Sudoeste da Amaz6nia, em
uma regido que compreende os estados do Acre, Rondbnia, Tocantins,
Goiés e Mato Grosso como sendo definitivamente a regido de origem e
domesticacdo da mandioca, acerca de 10 mil a 12 mil anos. Parece
consenso, contudo, que M. esculenta foi domesticada e cultivada por
nativos americanos antes de ser disseminada & Africa e Asia apos a
chegada dos europeus no século XVI. Atualmente esta espécie é
cultivada em regiGes tropicais e subtropicais numa regido compreendida
entre 30° de latitude ao norte e sul do Equador.
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1.2 IMPORTANCIA, SOCIAL ECONOMICA E ALIMENTAR DE
Manihot esculenta CRANTZ

Essa espécie tem um aspecto social muito importante, pois é
utilizada como alimento energético basico na dieta de mais de 800
milhdes de pessoas, em diversos paises (NASSAR & ORTIZ, 2010).
Pode ser produtiva em solos marginais, deficientes em fertilidade e
acidos, além de ser muito tolerante &s doencas, a seca e as pragas.
Portanto € uma cultura extremamente rustica que se adapta a variados
ambientes, sem grandes exigéncias em agroquimicos e sem depender de
sementes, sendo caracterizada como uma cultura destinada
principalmente aos cultivos de subsisténcia praticados por pequenos
produtores familiares. Esta cultura foi de certa forma negligenciada ao
longo de muitos anos pela pesquisa em funcdo do desinteresse de
governantes e de grandes corporacdes ligadas principalmente ao
agronegocio. Mais recentemente, devido a sua importancia cultural e
econdmica frente a agricultura familiar e as preocupagdes crescentes
relacionadas & seguranca alimentar, aquecimento global, conservagdo
dos recursos fitogenéticos, incentivos as producdes agricolas mais
sustentaveis, surgimento de novos nichos de mercado agricola,
associados a producdo orgénica e de negacdo aos produtos de origem
transgénica, esta cultura é vista como uma alternativa para viabilizar as
pequenas propriedades rurais. Este cendrio tem levado algumas
instituicbes a investirem em pesquisas, na busca de resolver efou
minimizar os principais gargalos tecnolégicos e organizacionais gerados
por essa histdrica desconsideracéo.

A mandioca ocupa a terceira posi¢do de cultura mais importante,
como fonte de calorias do mundo, dentre o grupo das culturas
alimenticias basicas, que inclui o arroz e o milho (FAO, 2012). O
continente africano lidera a producéo de mandioca, representando 55,8%
do volume total que é produzido, seguido do continente asiatico com
30,4% e o americano com 13,6%. O Brasil € o segundo maior produtor
mundial de mandioca com 10% do volume total de producdo, perdendo
apenas para a Nigéria que produz 20,8%. A safra brasileira de 2011 foi
de 25,35 milhdes de toneladas, em uma area plantada de 1,73 milhdo de
hectares (IBGE, 2011).

Pode ser amplamente utilizada na alimentagdo humana, na forma
de raizes cozidas, fritas efou processadas de outras formas
(LANCASTER et al., 1982), como sua transformagdo em tapioca e
farinhas (OBOH & ELUSIYAN, 2007). A farinha e o amido de
mandioca sdo 0s principais produtos de interesse a industria, sendo
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oamido e seus derivados utilizados em produtos tanto para a
alimentacdo humana e animal, quanto para outros fins industriais, tais
como: alimentos embutidos, embalagens, colas, mineragdo, téxtil e
farmacéutica (CARDOSO & SOUZA, 2002). Mais da metade do amido
de mandioca produzido no Brasil é utilizado por indUstrias alimenticias
na forma nativa do amido, destacando-se as indUstrias de biscoitos,
iogurtes, panificagdo, chocolates e bombons, conservas entre outras
(CEREDA et al., 2001). Além disso, boa parte da mandioca de “mesa” é
consumida na forma in natura e ja& vem sendo comercializada nas
formas pré-cozida e congelada.

Apesar de competir com os cereais, a mandioca como matéria-
prima para processos industriais € uma das principais fontes amil&ceas
no mundo (CEREDA et al., 2001). Tal fato estd associado a grande
capacidade adaptativa desta espécie, especialmente em regides com
déficits hidricos e solos pobres, condi¢es nas quais muitos cereais ndo
apresentam bom desenvolvimento (NASSAR et al., 2008).

1.3 GERMOPLASMA E DIVERSIDADE GENETICA DE Manihot
esculenta CRANTZ

A espécie apresenta uma ampla diversidade genética, concentrada
principalmente na América Latina e Caribe. Diversidade genética que
foi resultado da facilidade de polinizacéo cruzada da espécie, de sua alta
heterozigosidade e da deiscéncia abrupta dos frutos, sendo a maioria das
variedades nativas selecionadas naturalmente, muitas vezes pelos
préprios agricultores (FUKUDA & SILVA, 2002). Por ser uma cultura
perene e devido a sua rusticidade pode ser mantida on farm,
constituindo bancos de germoplasma. Como a mandioca é cultivada em
quase todo o territério brasileiro é suposto que apresenta uma alta
variabilidade genética. No entanto, a maior parte desta ainda nédo foi
utilizada em programas de melhoramento genético. Além disto, pelo
fato dessas variedades terem sido cultivadas e sofrerem selegcbes ao
longo do tempo pelos agricultores, pode haver variedades com
caracteristicas de interesse agronémico e industrial no ambito das
pequenas propriedades, as quais ainda ndo foram identificadas e
introduzidas em bancos de germoplasma (SILVA et al., 2002).Segundo
Hershey (1988) esta diversidade genética ocorreu basicamente, a partir
da selegdo natural ocorrida durante o processo de evolugéo na pré e pos-
domesticacdo da espécie, conservando genes de interesse agrondémico,
adaptados a diferentes agroecossistemas e para diferentes formas de uso,
resultando numa ampla diversidade de materiais genéticos. Nesse
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contexto, as populagBes tradicionais (e.g. pequenos produtores
familiares) desempenham papel relevante na conservacdo da
agrobiodiversidade, por associarem demandas sociais, uso sustentavel
dos ecossistemas e conservagao de recursos genéticos (ALLEM, 1994).
Por sua vez estes materiais podem ser perpetuados pela reproducgdo
vegetativa, ou ainda utilizados na obtencdo de novos materiais via
reproducdo sexual (KERR & CLEMENT, 1980; MARTINS, 1994). Por
outro lado sabe-se que as espécies silvestres de Manihot possuem
grande reservatorio de genes Uteis para serem transferidos para os
cultivares comerciais, mas estas tém sido pouco utilizadas nos
programas de melhoramento genético, devido a elevada heterozigose,
que leva a producéo de populagdes hibridas que segregam para inimeras
diferentes caracteristicas (NASSAR, 2000). PEREIRA (2008) comenta
gue, ndo se deve negligenciar a importancia dos acessos selvagens para
os programas de melhoramento genético, porém enfatiza a importancia
das etnovariedades para os melhoristas vegetais como sendo um rico
reservatorio genético, que pode ser Gtil no melhoramento genético de
mandioca para a transferéncia de caracteres genéticos de interesse
agrondémico para as variedades comerciais. Segundo PERONI &
MARTINS (2004) a variabilidade genética vegetal mantida on farm
(e.g. quintais, rocados e sistemas agroflorestais) e in situ (e.g. florestas e
capoeiras), associada ao processo de selecdo sociocultural continua
realizada pelos agricultores locais no decorrer da histdria da agricultura,
promoveu a etnoconservacdo de algumas espécies alimentares, entre
elas a mandioca. Sendo assim as etnovariedades colecionadas em bancos
e colecBes de germoplasma possuem potencial para serem usadas de
forma direta, como variedades comerciais apds selecdo criteriosa, ou
empregadas nos programas de melhoramento, visando & geracdo e
selecdo de novos cultivares. No entanto, estes acessos necessitam estar
avaliados, pelo menos, quanto aos caracteres botanicos, morfoldgicos e
agronbmicos para os fatores de maior importancia e de forma
regionalizada.

Por outro lado, a expansdo das fronteiras agricolas e o uso cada
vez mais intenso de cultivares melhorados de outras espécies, provocam
sensiveis mudancgas nos centros de diversificacdo e como consequéncia
uma valiosa perda de diversificacdo de germoplasma (erosdo genética),
sob a forma de espécies silvestres, bem como de variedades tradicionais
(EMPERAIRE, 2005), provocados também em outras situacBes em
decorréncia do éxodo rural e expansdo urbana acelerada (ZUIN et al.,
2009). Por este motivo a coleta e o armazenamento, associados a
caracterizacdo morfolégica, anatdbmica, botanica, agronémica e da
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analise genética de germoplasma de mandioca pode minimizar o efeito
desta erosdo genética (ZUIN et al., 2009), podendo-se acrescentar a
necessidade de caracterizacdo metabolica (i.e. amido e suas fragoes,
carotenoides e outros metabolitos secundarios) que determinem outras
potencialidades de utilizacdo alimentar e/ou industrial (tecnolégica) e
que também podem ser usados como marcadores bioquimicos a
identificacdo e selecdo assistida dos diferentes acessos genéticos.

No Brasil, grande parte desta variabilidade de M. esculenta
encontra-se disponivel ao melhoramento genético, concentradas nos
principais bancos de germoplasma de mandioca do pais, a saber: o
Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura (CNPMF, da
Embrapa), o Cenargen (da divisdo Recursos Genéticos e Biotecnologia
da Embrapa), a Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensao Rural de
Santa Catarina (Epagri), o Instituto Agronémico de Campinas (IAC) e a
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ-USP).

1.4 CONTEXTUALIZAGCAO DA PROPOSTA EM TELA

A Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa
Catarina-Epagri, através da Estacdo Experimental de Urussanga (EEU),
situada no Sul do Brasil, manttm um banco de germoplasma de
mandioca (Manihot esculenta Crantz) com acessos genéticos oriundos
de outras instituicfes de pesquisa do Brasil e internacionais para apoio
ao seu programa de melhoramento genético de mandioca. Além destes a
empresa agregou em torno de 200 acessos de mandioca de mesa
especificamente oriundos de coletas realizadas por seu grupo de
pesquisa em diversas localidades do Estado de Santa Catarina, que
estavam sendo mantidos on farm por pequenos produtores familiares.
Esta colecdo de trabalho de mandioca de mesa ao longo dos Ultimos
anos tem sido avaliada basicamente através de parametros
eminentemente agronémicos (e.g. producdo/produtividade, adaptacéo,
resisténcia as pragas e/ou doencas) e de caracteres morfofisioldgicos.
Estas avaliacfes tém evidenciado que ha uma grande diversidade de
diferentes fendtipos (e.g. tamanho de plantas, distribuicdo de ramos,
tipos foliares, produtividade, resisténcia aos fatores bi6ticos, coloragéo
das raizes cruas e/ou cozidas). Ou seja, hd uma diversidade genética
interessante nestes materiais que tem potencial de ser explorados para
selecdo e indicacdo de novas variedades para determinadas regides de
cultivo e/ou de serem utilizados como parentais em cruzamentos para
obtencdo de novos materiais genéticos. Porém estes diferentes acessos
genéticos devem ser devidamente caracterizados em relagdo a sua
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composicdo amidica para se diagnosticar o verdadeiro potencial
individual de cada acesso genético tanto para consumo in natura, outras
formas alimentares, bem como para exploracdo das potencialidades de
utilizacdo industrial. Portanto, a obtencéo e/ou selecdo de gendtipos de
mandioca de mesa em relag¢do a sua composi¢do amidica, bem como de
suas fragcBes amilose/amilopectina, além de outros elementos
importantes para a nutricdo humana (e.g. carotenoides pré-vitaminicos),
pode dar um novo enfoque de valorizacdo a cultura da mandioca de
mesa como alimento, pela possibilidade de agregacdo de valor ao
produto e também pela possibilidade de obtencdo de diferentes produtos
a partir da biomassa de determinado acesso genético. Porém, associada a
estes aspectos ha a necessidade de se desenvolver paralelamente
abordagens que possibilitem a multiplicacdo e conservagdo daquele
germoplasma.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi iniciar um processo de
caracterizacdo metabolémica, com énfase inicial na composi¢cdo amidica
dos acessos genéticos de mandioca de mesa que estdo depositados no
banco de germoplasma da Epagri, como forma de agregar as diferentes
formas analiticas de avaliacdo utilizadas neste estudo, bem como do
conjunto de informacgdes obtidas na avaliacdo de parte dos acessos
genéticos do banco de germoplasma, como ferramentas de suporte na
orientagdo e selecdo de novas variedades e de potenciais progenitores
para cruzamentos futuros, além dos parametros, predominantemente
agrondmicos utilizados. Assim, estas ferramentas de caracteriza¢do
metabol6mica, aliadas a diversidade genética existente poderdo dar um
amplo suporte ao programa de melhoramento genético desta cultura,
permitindo a ampliacdo dos parametros de avaliagdo, seja para sele¢do
direta e recomendagdo de novos materiais de cultivo em relagdo ao seu
real potencial nutritivo para consumo in natura, bem como para outras
finalidades de cunho industrial, determinando os beneficios e potenciais
de uso de cada material e consequentemente a necessidade de
manutencdo e conservacdo dos recursos genéticos existentes. Além do
gue estas informagdes poderdo também estar associadas a formas de
agregacao de valor aos produtos a serem eventualmente produzidos por
pequenos produtores familiares.

Neste contexto no trabalho em tela foram desenvolvidos e/ou
validados protocolos passiveis de utilizagdo como ferramentas auxiliares
nos trabalhos de caracterizagdo, identificacdo e selecdo de acessos
genéticos de mandioca de mesa. Desta forma foram analisados por
diferentes métodos analiticos tipicos de uma plataforma metabol6mica
(i,e. UV-vis, DRX e ATR-FTIR), associados & ferramentas
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quimiométricas (PCAs e clusters) o amido e suas fragdes (amilose e
amilopectina) de 40 acessos genéticos de mandioca de mesa. Além
destas analises, os acessos foram ainda caracterizados quanto ao teor de
amilose, didmetro dos granulos, poder de inchamento e indice de
cristalinidade. O conjunto de dados e informacdes gerados em relacdo as
diferentes abordagens adotadas para caracterizar o amido e suas fracoes
nos diferentes acessos genéticos encontram-se descritos no Capitulo 1.
No capitulo 2 estdo descritos os resultados que foram obtidos no
desenvolvimento efou validacdo de diferentes abordagens para
otimizacdo dos processos relacionados a cultura e conservagdo de
germoplasma in vitro para esta espécie, através do desenvolvimento de
protocolos de micropropagacdo (producdo de ramos matrizes em
condicbes semi-assépticas, desinfeccdo/isolamento de explantes,
multiplicagdo/enraizamento in vitro e aclimatacdo de microplantas), bem
como sistemas que permitam a conservagdo de germoplasma em
condicbes axénicas, entre estes, métodos baseados na limitacdo do
crescimento in vitro (e.g. encapsulamento de explantes, meios de cultura
com altas concentracBes de sacarose) e métodos de criopreservacao, que
estdo descritos no capitulo 2 deste trabalho.

Resumidamente a analise conjunta dos dados de caracterizacao
fisico-quimica do amido dos diferentes acessos genéticos indica a
existéncia de constituicbes amidicas significativamente distintas e
peculiares a cada acesso genético. A utilizacdo de analises
guimiométricas (PCAs e clusters), associadas aos dados obtidos
permitiu distinguir e/ou agrupar 0s acessos genéticos avaliados de
acordo com suas peculiaridades fisico-quimicas e consequentemente de
seu potencial de uso alimentar e/ou aplicacdo industrial.

Tomados em conjunto os resultados gerados no presente trabalho,
referentes a caracterizacdo fisico-quimica do germoplasma contribuiram
para gerar informacdes que podem ser empregadas como ferramentas de
apoio ao programa de melhoramento genético de mandioca de mesa,
através do desenvolvimento de ferramentas que podem promover e
facilitar os trabalhos de melhoramento por mecanismos de selecdo
assistida. Paralelamente a otimizagcdo dos processos de cultura e
conservagdo in vitro desenvolvidos, possibilitardo alternativas de
salvaguardar a diversidade genética que se encontra nos bancos de
germoplasma, bem como de materiais genéticos ainda desconhecidos,
que eventualmente estdo conservados on farm por pequenos produtores
familiares. Desta forma, preservando importantes fontes de recursos
fitogenéticos de uma espécie historicamente negligenciada pela
pesquisa, mas que se apresenta atualmente como uma excelente
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alternativa para alimentagdo em funcdo de suas caracteristicas
nutricionais e nutracéuticas (i.e. amido e compostos funcionais como 0s
carotenoides), além de ser também um substituto potencial de algumas
espécies também produtoras de amidos, porém transgénicas, que
tradicionalmente sdo utilizadas na alimentacdo humana, bem como pelas
potencialidades de aplicacdo industrial que se mostram possiveis em
razdo da diversidade bioguimica que se apresenta.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

. Determinar as caracteristicas fisico-quimicas, morfoldgicas e
funcionais da fragcdo amidica de raizes de acessos genéticos de mandioca
de mesa (M. esculenta), do banco de germoplasma (BAG) mantido pelo
programa de melhoramento genético da Empresa de Pesquisa
Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina - Estacdo
Experimental de Urussanga EEU-Epagri;

o Desenvolver sistemas otimizados de cultura e conservacao in
vitro de gendtipos de aipins (M. esculenta) através da aplicacdo de
diferentes abordagens biotecnoldgicas associadas as técnicas de cultura
de células e tecidos vegetais;

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Quantificar e caracterizar os constituintes amilaceos (amilose e
amilopectina) das raizes dos acessos genéticos de mandioca de mesa em
estudo;

. Caracterizar por microscopia eletronica de varredura (MEV) a
morfologia e granulometria dos gréos de amido dos acessos genéticos de
mandioca de mesa;

. Determinar o indice de cristalinidade dos granulos de amido dos
acessos genéticos por difracdo de Raios-X (DRX);
. Caracterizar a fragdo amidica (amilose e amilopectina) através

dos perfis espectrais de infravermelho (ATR-FTIR: Espectroscopia
vibracional de infravermelho médio com transformada de Fourier)

. Desenvolver modelos descritivos e de classificacdo, através de
ferramentas quimiométricas (PCAs e Clusters) associadas a
bioinformética, aplicadas a interpretagdo dos resultados obtidos as
variaveis estudadas (caracteristicas fisico-quimicas do amido, dados de
infra-vermelhoe de difracdo de raios-X) que possibilitem a geracdo de
uma ferramenta de discriminagdo eficiente para determinar a
variabilidade quimica, auxiliando na identificagdo e selecdo de acessos
genéticos de interesse, no contexto bioquimico e que auxiliem também
na interpretacdo dos resultados, permitindo a associa¢do destas variaveis
com as propriedades funcionais de interesse.
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o Otimizar os protocolos de isolamento, de multiplicacéo,
enraizamento in vitro e de aclimatacdo para mandioca de mesa (M.
esculenta);

o Desenvolver protocolos eficientes de conservacao/preservacao
de germoplasma in vitro para mandioca de mesa (M. esculenta), através
da utilizacdo de metodologias de limitacio/restricdo do crescimento in
vitro e criopreservacao;



CAPITULO 1
CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE AMIDOS DE
ACESSOS GENETICOS DE MANDIOCA DE MESA (Manihot
esculenta CRANTZ)
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1. INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) ocupa atualmente a
posicdo da terceira cultura mais importante como fonte de calorias do
mundo, dentre o grupo das culturas alimenticias basicas, que inclui o
arroz e o milho (FAO, 2012). A parte mais importante da planta é a raiz,
rica em fécula (i.e. amido) utilizada na alimentacdo humana e animal ou
como matéria-prima para diversas industrias.

A fracdo amidica é formada basicamente por dois
polissacarideos, i.e., amilose (formada por unidades de D-glucose
unidas por liga¢des glicosidicas a-(1, 4), originando uma cadeia linear
(RIBEIRO & SERAVALLLI, 2004; LIU, 2005) e amilopectina (derivada
de ligacbes C1-C4 de residuos de D-glucose em conformagdo o na
cadeia principal, com ramificagdes também em conformagio o- em C6)
(WALTER, SILVA & EMANUELLI, 2005). A relacdo de contetdos
destas duas macromoléculas mostra-se variavel de acordo com a fonte
botanica e até mesmo entre acessos de uma mesma espécie, 0 que ird
determinar caracteristicas especificas a pasta de amido (CEREDA et al.,
2001). Amilose e amilopectina diferem quanto ao grau de hidratacéo e
ao comportamento hidrotérmico sob aquecimento, evidenciando
propriedades funcionais peculiares aos diversos tipos de amidos de
interesse industrial (CEREDA et al., 2001).

Para atender as exigéncias dos multiplos mercados consumidores
€ necessario caracterizar o amido, o que envolve um grande numero
determinacBes analiticas. A andlise dos resultados obtidos, 0 modo
como as caracteristicas avaliadas se correlacionam e a explicacdo para
tais fatos ainda é objeto frequente de estudos, visando uma maior
exploracdo das potencialidades desta biomassa. Além disto, estudos que
visam a caracterizacdo estrutural de polissacarideos (fracdo amidica)
podem servir futuramente para a rapida identificacdo de acessos de
mandioca, ou como um marcador bioquimico para avaliacdo da
diversidade quimica entre acessos e ao melhoramento genético assistido.
Tal aspecto é de interesse, haja vista que grande parte do amido nativo
tem uso limitado na inddstria por ndo possuir as propriedades funcionais
necessarias para determinados usos especificos. Tal cenario evidencia a
importancia de pesquisas de caracterizacdo das biomassas de acessos de
M. esculenta, subsidiando o desenvolvimento de novas aplicacdes da
matéria-prima dessa espécie junto as indudstrias alimenticia, farmacéutica
e cosmeética, por exemplo.

A Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa
Catarina (EPAGRI), através da Estacdo Experimental de Urussanga,
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situada no Sul do Brasil, manttm um banco de germoplasma de
mandioca com acessos genéticos oriundos de outras instituicdes de
pesquisa do Brasil e internacionais para apoio ao seu programa de
melhoramento genético de mandioca. Além destes, a empresa agregou
em torno de duzentos acessos de mandioca de mesa especificamente,
oriundos de coletas realizadas por seu grupo de pesquisa em diversas
localidades do Estado de Santa Catarina que sdo conservados on farm
por pequenos agricultores produtores familiares. Esta colecdo de
trabalho ao longo dos ultimos anos tem sido avaliada com base em
parametros eminentemente morfofisioldgicos e agrondmicos. Contudo,
destaca-se a quase total escassez de informagfes sobre a composicao
quimica e o valor nutricional destes acessos. Neste contexto, este estudo
objetivou a caracterizagéo fisico-quimica, quimica e funcional da fracdo
amidica de 40 acessos genéticos de mandioca de mesa,
preferencialmente com polpa pigmentada, depositados naquele banco de
germoplasma. Sugere-se inicialmente que ha diversidade quimica entre
0s acessos de M. esculenta estudados, indicando uma constituicdo
amidica (e.g. fragcGes amilose/amilopectina) distinta entre estes e
consequentemente propriedades fisico-quimicas e funcionais diferentes
aquelas biomassas. Neste estudo, analises de componentes principais
(PCAS) e clusters foram usadas, objetivando a construgdo de modelos
descritivos e de classificagdo que auxiliem na interpretagdo dos
resultados das varidveis de interesse, permitindo a associacdo destas
com as propriedades funcionais analisadas. Tomados em conjunto, 0s
resultados alcangados sdo relevantes quanto a aspectos nutricionais e do
potencial industrial daquelas biomassas, podendo agregar-lhes valor e a
seus produtos derivados, além do que configuram a necessidade de
caracterizacdo e de manutencdo desta diversidade para fins de selecdo de
eventuais materiais genéticos para determinados fins, bem como para
sua utilizacdo em programas de melhoramento genético direcionado.
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2. MATERIAL E METODOS

21 MATERIAL VEGETAL - SELECAO DOS ACESSOS
GENETICOS

Foram utilizadas amostras representativas de raizes de 40 acessos
genéticos de mandioca de mesa (M. esculenta) colhidas nas safras
2010/2011 e 2011/12 (mistura de ~3 Kg de raizes de diferentes plantas
de cada acesso genético), produzidas em Argissolo sob manejo
convencional na area de producgdo da Estacdo Experimental da Empresa
de Pesquisa e Extensdo Agropecuéria de Santa Catarina (Epagri) em
Urussanga (Latitude 28°31°18”’, Longitude 49°19°03""), SC, Brasil. Para
a definicdo dos 40 acessos alvo do presente estudo foram considerados
aqueles que apresentavam determinada importancia econdmica, social,
de preservagdo, bem como a geracdo de conhecimento em relacdo a
materiais genéticos ainda desconhecidos. Desta forma, selecionaram-se
materiais que ja estavam sendo avaliados em ensaio de pesquisa
participativa conduzido pela Epagri em diversas regifes do Estado de
Santa Catarina, materiais genéticos com polpa pigmentada e alguns
materiais genéticos que vinham sendo mantidos on farm por pequenos
produtores familiares, que foram coletados pela Epagri e inseridos em
seu banco de germoplasma. Para identificagdo dos materiais aqui
estudados foi mantida a mesma formatacdo (numeracdo e/ou codigo)
utilizado pela Epagri na identificacdo de sua cole¢do de trabalho de
mandioca de mesa, que segue: 01; 03; 07; 09; 10; 11; 21; 23; 25; 31, 46;
54; 57; 59; 65; 74; 75; 79; 82; AO-13; A0-17; AO-40; AO-48; AO-49;
AO-50; AO-53; AO-54; AO-55; AO-72; AO-79; AO-80; AO-85; AO-
89; AO-90; AO-94; AO-97; AO-102; AO-109; AO-118 e AO-121.

Apo6s a colheita, as raizes (mistura de 3 Kg) foram descascadas
integralmente (retirada total do felema e entrecasca), lavadas,
acondicionadas em embalagens de polietileno, armazenadas a -20°C e
transportadas ao laboratério aonde foram mantidas sob as mesmas
condicdes até a preparacdo das amostras para as analises.

2.2 ISOLAMENTO E RENDIMENTO DE EXTRAGCAO DO AMIDO

Para obtengdo do amido, amostras (~500 g) de raizes foram
moidas com o auxilio de um ralador manual. A massa obtida foram
acrescentados 2 litros de agua destilada/deionizada e realizada a
suspensdo das amostras por agitagdo. Em seguida, as suspensdes foram
filtradas, utilizando-se um sistema formado por duas peneiras (60 mesh)
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sobrepostas e um elemento filtrante (tecido voil) em dupla camada. A
biomassa retida foi coletada e lavada com agua destilada, em nimero de
vezes suficiente a obtencdo de filtrado incolor, i.e., desprovido de
amido. O filtrado foi transferido a um béquer de 5 litros e mantido em
repouso durante 5 horas para decantacdo do amido. Subsequentemente,
0 sobrenadante foi removido e o amido depositado ressuspenso em 2
litros de &gua destilada/deionizada, permanecendo nesta condicdo
durante 12 horas (overnight), para obtencdo de amido com maior grau
de pureza. Na sequéncia, o sobrenadante foi totalmente drenado e a
massa de amido depositada no fundo dos béqueres foi recolhida,
transferida a bandejas de aluminio e seca em estufa com circulacéo de ar
a 45°C durante 24 horas. As amostras secas foram pesadas, seguidas
pelo célculo de rendimento de extragdo com base em peso seco. As
amostras de amidos correspondentes a cada acesso, apds secagem e
pesagem, foram trituradas em moinho de café (Cadence MDR 301),
padronizadas a granulometria de 60 mesh, acondicionadas em frascos
herméticos e armazenadas em local fresco, seco e ao abrigo da luz para
posterior analise.

2.3 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E FUNCIONAIS
2.3.1 Teor de amilose

O teor de amilose foi determinado para os 40 acessos, colhidos
nas safras 2010/2011 e 2011/2012, de acordo com o protocolo proposto
pela Megazyme® (AMY LOSE/AMYLOPECTIN, 2006), utilizando-se o
kit comercial daquela empresa & determinagdo dos contetidos de amilose
e amilopectina, baseado na precipitagdo da amilopectina via
concanavalina.

2.3.2 Poder de Inchamento do amido — Pl (%0)

A determinacdo do poder de inchamento do amido (PI) dos
acessos em estudo foi realizada de acordo com o método descrito por
Leach, McCowen & Schoch (1959), com modificagbes (ADEBOOYE
& SING, 2008; MARCON, AVANCINI & AMANTE, 2007; ARYEE et
al., 2006). Amostras (500 mg) foram transferidas para tubos falcon de
50 ml (com peso conhecido), adicionadas de agua destilada até o volume
de 40 ml, agitadas (vortex) e incubadas em banho-maria a 60°C, durante
60 min. e agitacdo constante. Na sequéncia, os tubos foram resfriados
em temperatura ambiente e centrifugados (2500 rpm, 20 min.). O
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sobrenadante foi descartado e a massa do residuo (gel) juntamente com
0 tubo falcon foi determinada. O poder de inchamento dos amidos foi
estimado através da seguinte equacao:

PG
PI(%) = 52 % 100

Onde: PI (%) =Poder de Inchamento do amido
Ps (mg) =Peso do gel
Pa (mg) =Peso da amostra de amido com a umidade
corrigida

2.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Amostras de amido previamente desidratadas em estufa (45 °C,
24 h) foram comparadas quanto ao tamanho e forma dos granulos por
microscopia eletronica de varredura (MEV). Para tal, amostras (~10 mg)
foram depositadas em fitas de carbonodupla face fixadas sobre suportes
(stubs) de aluminio e recobertas com uma fina camada de ouro
(espessura de 350 A, metalizador Polaron E5001 coating system). As
micrografias foram capturadas em microscépio eletrdnico de varredura
modelo JEOL JSM-6390LV (JEOL Ltda. Toquio, Japdo), operando na
faixa de energia de 10 Kv e magnificago de 500x a 2000x (Laborato6rio
Central de Microscopia Eletrénica — LCME, Universidade Federal de
Santa Catarina).

2.4.1 Didmetro e forma dos granulos de amido

O tamanho dos granulos foi mensurado diretamente a partir das
micrografias com magnificacdo de 2000x (5 medidas por imagem), com
0 auxilio de ferramenta de régua existente no préprio software de
captura das imagens e/ou com auxilio do software ImageJ®. As formas
foram observadas nas micrografias com magnificacGes de 500x e de
2000x (Figura 14).

2.5 DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)
A avaliagdo da cristalinidade dos granulos foi realizada em

difratdbmetro de raios-X (X-ray Powder X'Pert PRO Multi-Purpose
PanAnalytical, Holanda) - Laboratério de Difracdo de Raios X (LDRX)
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- Universidade Federal de Santa Catarina. Para tal, amostras de amido,
dos acessos genéticos em estudo colhidos na safra 2010/2011, foram
compactadas em suportes especificos e escaneadas com radiagdo Cu Ka
(A = 1,5418A), atuando na faixa angular 20 de 4-50°. A variagdo 20 foi
empregada com um passo de 0,334° e intervalo de tempo de 10
segundos, operando em condigdes de 45 kV e40 mA.

2.5.1 indice de Cristalinidade (IC) da fracdo amidica

O indice de cristalinidade relativa (IC) foi determinado como
proposto por Hayakawa et al., (1997), com modificacdes, sendo a linha
de base dos picos do difratograma definida a partir do perfil obtido de
uma amostra de amido de mandioca completamente amorfizada. A
amostra de amido completamente amorfizada foi obtida via trituracdo
mecanica, utilizando moinho de esferas de alta energia (SPEX 8000 -
Laboratério de Sintese e Caracterizacdo dos Materiais LSCM -
Universidade Federal de Santa Catarina) durante 90 minutos. O IC foi
definido como a razdo entre a area da regido cristalina (Ac) e a area total
coberta pela curva, composto pela area da regido cristalina (Ac) e a area
da regido amorfa (Aa), conforme a equacéo:

IC(%) = Ac / (Ac + Aa) X 100

Para o célculo da integral das areas de regido amorfa (Aa) e
cristalina (Ac) foi utilizado o software Origin (versdo 7.0, Microcal,
Inc., Northampton, MA, USA). Em complementacdo a estimativa da
cristalinidade dos amidos via analise de DRX, esta varidvel também foi
calculada através dos espectros de ATR-FTIR, conforme previamente
descrito por Rubens et al., (1999) e Sevenou et al., (2002).

2.6 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL DE INFRAVERMELHO
MEDIO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (ATR-FTIR)

Espectros de ATR-FTIR dos amidos dos acessos genéticos em
estudo, colhidos na safra 2010/2011, foram coletados em equipamento
Bruker IFS-55 (Modelo Opus v. 5.0, Bruker Biospin, Germany),
equipado com detector DGTS e sistema de reflexdo unica (angulo de
45° de incidéncia), com acessorio de atenuagdo da refletancia total ATR
(goldengate). Coletaram-se espectros de Sreplicatas/amostra, em f'anela
espectral de 4000 a 400 ondas.cm™, com resolucéo de 4 ondas.cm™.
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O processamento dos espectros utilizou o programa Essential
FTIR (v.1.50.282) e considerou a delimitacdo da janela espectral de
interesse (3000-600 ondas.cm™), a correcdo da linha de base, a
normalizacdo e a otimizacdo da relacdo sinal/ruido (smoothing).
Subsequentemente, o conjunto de dados dos espectros processados foi
submetido a analise estatistica multivariada, através da aplicacdo dos
métodos de componentes principais (PCAs) em scripts implementados
em linguagem R.

2.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados submetidos & avaliagdo estatistica foram coletados,
sumarizados e submetidos a analise de variancia simples (ANOVA),
com separagdo de médias pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia
de 5% (p<0,05) e em alguns casos especificos complementados pelo
teste de Skott Knott (5%). Os calculos foram realizados com o auxilio
dos softwares STATGRAPHICS Centurion XVI.I e StatPlus
2009.Todos os procedimentos foram realizados, no minimo, em
triplicata (n=3). Os dados espectrais de ATR-FTIR, bem como das
variaveis fisico-quimicas detectadas foram submetidos também a analise
estatistica multivariada, via aplicacdo dos métodos de componentes
principais (PCAs) e de agrupamentos (clusters) com a utilizacdo de
scripts implementados em linguagem R (v.2.15.2) e dos pacotes
Chemaospec e Hyperspec.
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3. RESULTADOS

3.1 CARACTERIZAGCAO FiSICO-QUIMICA E PROPRIEDADES
FUNCIONAIS DOS AMIDOS

3.1.1 Rendimento de extragédo de amido (% m/m)

Os rendimentos na extracdo de amido dos acessos genéticos
colhidos na safra 2010/2011 variaram de 40,08% e 63,75% nos acessos
07 e AO-109 respectivamente, enquanto que a média geral de
rendimento dos acessos foi de 50,18%. Na safra 2011/2012, os
rendimentos de extracdo daquele polissacarideo foram semelhantes,
variando entre 40,54% e 62,36% nos acessos 74 e 57 respectivamente,
com média geral de 53,46% (Tabela 1).

3.1.2 Teor de amilose

Os dados referentes ao teor de amilose (Tabela 1) demonstram
gue os contetidos de amilose presentes nas raizes dos acessos genéticos
em estudo mostraram-se significativamente distintos. De fato, uma
grande amplitude nos contetdos de amilose entre os acessos estudados
foi detectada, e.g., para os amidos dos acessos colhidos na safra
2010/2011 os teores de amilose variaram de 9,51% (acesso AO-94) a
21,43% (acesso AO-53). Nos acessos colhidos na safra 2011/2012 a
variacdo ficou entre 11,33% e 22,84% para 0s acessos AO-13 e AO-89,
respectivamente.
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Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas de amidos dos acessos
genéticos de mandioca de mesa (M. esculenta). Os valores de
rendimento de extracdo (%) e teor de amilose (%) referem-se &s safras
de 2010/2011 e 2011/2012, enquanto o tamanho do granulo (um) e
poder de inchamento (%) a safra 2010/2011.

Rendimento de extragéo Teor de amilose
ACESSOS (%) (%) Tamanho _Poder de
Genéticos do granulo  inchamento
Safra Safra Safra Safra (um) (%)
2010/2011  2011/2012  2010/2011  2011/2012
01 52,11 50,15 18,09 e 16,75 ¢ 12,97 b 8,83d
03 4523 43,66 14,27 15,91 fg 11,99 ¢ 780 f
07 40,08 43,01 10,62 k 13,83 hi 13,76 a 8,72d
09 49,30 50,69 16,82 f 16,87 e 13,61a 9,35¢
10 47,42 50,23 1747 14,62 h 13,52 a 9,88b
11 48,53 53,31 18,02 e 17,49d 11,40d 7,69 fg
21 52,29 54,68 13,46 i 16,38 f 12,20 ¢ 8,50e
23 44,30 54,70 12,99 j 14,74 h 13,19b 9,43¢
25 41,97 47,57 14,97 17,76 d 10,82 de 9,07 cd
31 48,90 56,84 15,76 h 15,85 fg 10,26 e 10,21 b
46 52,17 51,76 16,39 fgh 15,88 fg 10,05e 10,65 ab
54 49,34 54,97 13,19 14,76 h 15,03 a 7,52 fg
57 54,54 62,36 16,32 fgh 16,03 fg 9,82 ef 8,88d
59 52,96 60,19 14,36 i 15,92 fg 14,49 a 8,06 f
65 44,20 51,17 16,55 fg 15779 13,78 a 8,82d
74 42,51 40,54 16,59 fg 1714 e 8,649 9,53 bc
75 46,15 54,39 16,70 f 14,73 h 12,35 bc 8,43 ef
79 52,98 55,45 14,451 16,41 f 12,47 bl 10,35b
82 51,49 53,65 12,04 k 14,48 hi 11,49 cd 12,37 a
AO-13 51,76 47,75 13,241 11,33 k 14,42 a 7,249
AO-17 51,26 52,85 15,70 h 16,72 ¢ 14,08 a 8,62 de
AO-40 59,20 54,00 15,97 h 16,17 fg 12,28 ¢ 848e
AO-48 50,13 55,85 17,18 gh 1691e 14,45a 9,16 ¢
AO-49 50,48 56,58 15,45 h 14,88 h 1457 a 8,82d
AO-50 55,57 53,06 16,30 fgh 15,07 h 12,67 b 7179
AO-53 45,63 52,46 2143a 21,86b 11,14d 9,26 ¢c
AO-54 49,53 42,05 15,02 i 16,25 fg 1543 a 6,85 h
AO-55 55,30 55,32 16,28 fgh 18,00 cd 9,86 ef 8,84d
AO-72 59,41 57,99 20,25b 1831c 12,08 ¢ 8,81d
AO-79 48,57 49,12 19,65¢ 18,49 ¢ 11,22d 731g
AO-80 51,40 61,15 19,79 ¢ 15,95 fg 1431a 6,87 h
AO-85 50,05 53,86 16,63 fg 16,95¢e 13,25b 7,169
AO-89 56,26 54,46 18,55d 22,84 a 12,89 b 6,80 h
AO-90 55,50 57,71 16,13 gh 14,21 hi 1385a 7,73 f
AO-94 49,84 58,05 9,511 11,73 1355a 785f
AO-97 53,64 54,48 16,14 gh 16,70 e 15,06 a 7,90 f
AO-102 47,24 51,25 11,53 k 12,43 13,43 a 8,57e
AO-109 63,75 59,72 18,00 e 16,67 e 10,84 de 7,01 gh
AO-118 43,24 60,45 19,55¢ 1831c 13,22b 8,27 f
AO-121 42,36 55,78 17,57 de 16,44 ef 11,93 ¢ 9,28 ¢c

“Valores representam a média de pelo menos trés experimentos independentes.
Valores seguidos pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.1.3 Poder de inchamento (PI) (% m/m)

Diferencas significativas no poder de inchamento dos amidos dos
acessos genéticos em estudo indicam alteragbes na organizacdo
intramolecular dos granulos de amido. Foram detectados valores de Pl
entre 6,80% a 12,37% identificados nos acessos AO-89 e 82,
respectivamente (Tabela 1).

Adicionalmente, a aplicagdo do teste de Skott Knott (5%) aos
valores de poder de inchamento obtidos, revelou a formacéo de 5 grupos
distintos (dados ndo apresentados). Sendo que o acesso 82 (12,37%) foi
diferente dos demais. Esta informacdo foi muito semelhante as obtidas
através do teste Tukey (p<0,05), onde este mesmo acesso se diferenciou
significativamente em relacdo aos demais.

3.1.4 Diametro e forma dos granulos

Quanto ao formato dos granulos de amido dos acessos genéticos
as micrografias dos detalhes morfoldgicos, representadas na Figura 1,
revelaram formas arredondadas, ovaladas e convexas biconcavas muito
semelhantes e homogéneas entre as amostras, com caracteristicas tipicas
dos amidos da espécie. A variavel tamanho de granulos se mostrou
significativamente distinta (Tabela 1) entre os diferentes acessos, sendo
possivel também observar certa proporcdo de granulos de amido
danificados. Os tamanhos dos granulos variaram de 8,64 pm (acesso 74)
a 15,43 um (acesso AO-54).

A aplicacdo do teste de Skott Knott (5%) aos dados relativos ao
didmetro dos grénulos possibilitou a formagdo de trés agrupamentos
distintos, a saber: Grupo a: acessos com tamanho de granulo variando
entre 15,43 a 12,67 um; Grupo b: tamanho variando entre 12,47 a 11,13
pUm e Grupo c: acessos com tamanho variando de 10,84 a 8,64 um. Esta
constatacdo de certa forma corrobora os resultados obtidos da anélise
realizada pelo teste de Tukey (p<0,05), uma vez que todos 0S acessos
com maior média, identificados como significativamente diferentes dos
demais por esta metodologia, também fazem parte do agrupamento
(Grupo a), identificados pelo teste de Skott Knott.
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Figura 1: Micrografias de granulos de amido tipicos de raizes de
mandioca de mesa (acesso 07) (A) magnificacdo de 500x evidenciando
os detalhes morfoldgicos e distribuicdo tipica dos granulos de amido de
mandiocas de mesa. (B) Micrografia (2000x) mostrando como foram
realizadas as mensuragdes dos granulos.

3.1.5 Indice de cristalinidade (IC) da fragio amidica determinado
por difragdo de raios-X(DRX)

A Figura 2 ilustra um difratograma de raios-X caracteristico dos
acessos genéticos estudados. As amostras de amido de mandioca de
mesa analisadas exibiram o padrdo de difracdo caracterizado por duplo
sinal de 26~ 17° e 18°, em adigdo a uma intensa reflexdo 26= 15° e
algumas reflexdes adicionais a 26~ 9,9° 11,2° ¢ 22,9° (LOPEZ-RUBIO
et al., 2008).
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Figura 2: Tipico difratograma de raios-X de amostras de amidos dos
acessos genéticos de mandioca de mesa. Os picos nos angulos de
difracdo 2 theta no difratograma séo caracteristicos de polimorfismo tipo
A.
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Os indices de cristalinidade, mensurados via DRX, obtidos para
0s 40 acessos genéticos estudados estdo apresentados na Tabela 2. Os
valores variaram entre 36,73% (acesso 21) a 43,06% (acesso 54), sendo
que a cristalinidade média amostral foi de 39,84%.
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Tabela 2: indice de cristalinidade dos amidos dos acessos genéticos de
mandioca de mesa, determinados via difracdo de raios-X (%) e
estimadas pela razdo das intensidades de sinais das absorbancias de
999/1018 (ondas.cm™-ATR-FTIR), referentes & amilopectina e amilose,
respectivamente.

Acessos indice de cristalinidade por DRX Cristalinidade estimada - razéo IR
genéticos (%) 999/1018 (ondas.cm™)
01 41,344 +2,7923 0,9861
03 41,280 +2,9951 1,0054
07 40,564 +0,4991 1,0066
09 37,542 +2,4458 0,9979
10 41,226 +2,2283 0,9906
11 38,436 +2,4397 0,9981
21 36,734 £2,9703 0,9916
23 41,378 +0,4540 1,0037
25 39,284 +2,1622 0,9818
31 35,137 +2,3355 0,9856
46 37,262 £2,0748 0,9769
54 43,061 +1,5866 1,0048
57 42,578 £1,1992 0,9837
59 41,416 +0,3109 0,9993
65 39,720 +0,6046 0,9947
74 39,516 +1,5841 0,9819
75 39,959 +0,9513 0,9554
79 40,662 +1,0517 0,9971
82 41,895 +0,5948 0,9801
AO-13 39,305 +0,4967 1,0015
AO-17 39,810 +1,2073 0,9988
AO-40 40,246 +0,7843 0,9853
AO-48 40,039 +1,0636 0,9907
AO-49 39,795 +0,1756 0,9966
AO-50 40,514 +0,6378 1,0004
AO-53 38,956 +0,4788 0,9919
AO-54 38,683 +0,8059 1,0114
AO-55 41,551 +0,5431 0,9909
AO-72 39,318 +0,2468 0,9808
AO-79 40,535 +1,0155 0,9884
AO-80 39,226 +0,6276 0,9989
AO-85 39,163 +1,3281 0,9993
AO-89 38,210 +0,6826 0,9932
AO-90 38,968 +1,1864 1,0016
AO-94 40,035 +0,8835 1,0066
AO-97 40,190 +0,8532 1,0037
AO-102 40,434 +0,6249 1,0003
AO-109 41,172 +1,4983 1,0122
AO-118 39,007 +2,1383 1,0013
AO-121 39,613 +0,8327 1,0051

“Valores representam a média+desvio padréo de pelo menos trés experimentos
independentes (n=3).
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3.1.6 Espectroscopia vibracional de infravermelho médio com
transformada de Fourier (ATR-FTIR)

A andlise do perfil espectral de ATR-FTIR (Figura 3) das
amostras de amido de raizes de M. esculenta permitiu identificar que
maioria dos sinais de grupamentos dos constituintes quimicos das
amostras se concentrou na regido do fingerprint entre 700 a 1700 cm™.
Esta regido foi claramente identificada em todas as amostras. Os perfis
espectrais revelaram picos de maior intensidade na faixa espectral de
infravermelho entre 1200-950 ondas.cm™, regido de fingerprint de
carboidratos (CERNA et al., 2003). Adicionalmente, proteinas (1650-
1550 ondas.cm™, aminas primarias - LAMBERTet al., 2001) e &cidos
graxos (1740 ondas.cm™ e 3000-2800 ondas.cm™- SILVERSTEIN,
1994) também foram detectados.

Como esperado, em todas as amostras de amido dos acessos
genéticos analisados foram detectadas duas bandas especificas na regido
de fingerprint de carboidratos, i.e., 1018 e 999 ondas.cm™, que
correspondem aos sinais diagnosticos de amilose e amilopectina,
respectivamente, porém com intensidades distintas entre as amostras.
Por esta razdo, uma analise complementar da estimativa da
cristalinidade dos granulos de amido foi realizada, via calculo da razéo
entre os valores de intensidades das absorbancias daquelas bandas,
como proposto por Kuhnen et al, (2010). Estes valores estdo
apresentados na Tabela 2.
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Figura 3: Perfil espectral (ATR-FTIR, 3000-300 ondas.cm™) de
amostras de amido dos 40 acessos genéticos de mandioca de mesa
estudados. Onde: A-Regido de fingerprint de lipidios (3000-2800
ondas.cm™); B-Regido de fingerprint de proteinas (1650-1550 ondas.cm’
') e C-Regido de fingerprint de carboidratos (1200-950 ondas.cm™).

Os valores da razdo IR 999/1018 ondas.cm™ obtidos apresentaram
correlacdo negativa fraca (Figura 4) com os teores de amilose das
amostras, determinados via método enzimatico (correlacdo linear de
Pearson r = - 0,248, p<0,05).

Observou-se ainda que os dados de indices de cristalinidade
obtidos via ATR-FTIR e DRX correlacionaram-se negativamente aos
contetdos de amilose (r = -0,248 e r= -0,22; respectivamente, p<0,05
(Figura 4).
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Figura 4: Correlacéo linear de Pearson para os valores de cristalinidade
calculados por ATR-FTIR e DRX e o contetdo de amilose determinado
por método enzimatico (amostras de amido do ciclo 2010/2011).

3.2 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS E CLUSTERS

A andlise de componentes principais foi aplicada aos dados das
variaveis fisico-quimicas e funcionais, gerando dois conjuntos de dados
i.e. 0s componentes principais PC1 e PC2 que contaram com 28,76 e
23,12% de variacao, respectivamente, expressando 51,88% do total da
variacdo existente no conjunto de dados (Figura 5). As variaveis, indice
de cristalinidade, obtidas por DRX e ATR-FTIR e tamanho dos granulos
estdo positivamente correlacionadas em PC1(+), enquanto os teores de
amilose apresentaram maior contribuicdo fatorial as amostras em PC1(-
). As amostras em PC2(+) mostraram-se principalmente influenciadas
pelos conteidos de amilose e indice de cristalinidade (ATR-FTIR),
enquanto o poder de inchamento apresentou maior contribuicdo fatorial
as amostras em PC2(-). A adicdo do componente principal 3 (PC3-
16,38%) possibilitou extrair informagfes adicionais, derivadas dos
efeitos de teor de amilose e cristalinidade (ATR-FTIR) em PC3(+),
enquanto a cristalinidade da fracdo amidica (DRX) mostrou maior
contribuicdo as amostras em PC3(-) (ver valores de loadings para PC1,
PC2 e PC3 — Tabela 3).
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Tabela 3: Contribuicbes fatoriais (loadings) para as variaveis fisico-
quimicas e funcionais dos amidos de mandioca de mesa estudados.

Varidveis PC1l PC2 PC3
Eficiéncia de extracdo 2011 -0,1000 0,4734 -0,4574
Eficiéncia de extragdo 2012 -0,1111 0,4064 -0,5309
Teor de amilose 2011 -0,4951 0,3232 0,2090
Teor de amilose 2012 -0,4968 0,2263 0,3072
Tamanho do granulo 0,4537 0,2742 0,1576
Poder de inchamento -0,1880 -0,5290 -0,3347
Cristalinidade (DRX) 0,2448 0,0240 -0,4020
Cristalinidade (ATR-FTIR) 0,4293 0,3148 0,2685
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Figura 5: Distribuicdo fatorial em PC1 e PC2 para as variaveis fisico-
guimicas de amostras de amido das raizes dos acessos genéticos de
mandioca de mesa.
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Figura 6: Analise hierarquica (cluster) de amidos de acessos genéticos
de mandioca de mesa em relagdo as suas caracteristicas fisico-quimicas
e funcionais. Similaridades de grupos (acessos genéticos) definidas com
base na distancia euclidiana (UPGMA). Correlagcdo cofenética de
70,65%.

A aplicacdo da andlise de componentes principais & matriz de
dados dos espectros de ATR-FTIR (3000-600 ondas.cm™, Figura 7),
revelou que os componentes principais PC1 e PC2 contribuiram para
explicar em 98,78% a variancia ocorrente. Uma tendéncia de arranjo em
dois agrupamentos amostrais, concentrou a maioria das amostras nos
quadrantes de distribuicéo fatorial correspondentes a PC1 (+) e PC2 (+)
e somente 4 amostras (AO-109, AO-121, AO- 13 e AO-118) nos
quadrantes correspondentes a PC1(-) e PC2(-). Esta constatagdo foi
subsequentemente confirmada pela andlise hierarquica (cluster) a partir
da matriz de dados espectrais de ATR-FTIR (3000-600 ondas.cm™-
Figura 8), aonde claramente constatou-se a separacdo em dois grandes
grupos de acessos genéticos.
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Figura 7: Distribuigdo fatorial de PC1 e PC2 dos dados espectrais de
ATR-FTIR (3000-600 ondas.cm™) de amostras de amidos de mandioca.
PC1 e PC2 contribuiram para explicar em 98,78% a variacdo amostral.

Distance

J;Eﬁ:jw_—-ﬁm B e

8528 13 2B 8 F s 238 1 T8 2% 3
28¢5 22922 .98 x88¢..p2r-2 Q229

929239323;“‘9232,“::--

Figura 8: Andlise hierarquica (cluster) dos dados espectrais de ATR-
FTIR (3000-600 ondas.cm™) de amostras de amidos de acessos
genéticos de mandioca de mesa. Similaridades de grupos (acessos
genéticos) foram definidas com base na distancia euclidiana (UPGMA).

Correlagdo cofenética de 98,63%.
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Numa segunda abordagem experimental ao calculo dos
componentes principais, foram computados somente os dados espectrais
da janela da regido de fingerprint de carboidratos, i.e., 1200-950
ondas.cm™. Os componentes principais PC1 e PC2 explicaram 96,32%
da variagdo amostral, revelando a ocorréncia de dois grupos, a saber:
acessos genéticos AO-109, AO-121, AO-13 e AO-118 em PC1(+) e os
demais agrupados prioritariamente em PC1(-) e PC2(-). A anélise
hierdrquica complementar (Figura 9), confirmou o padrdo de
agrupamento demonstrado via analise de componentes principais.

288 tsxnest8fola. 88,88 088,88 _23823,%.

Figura 9: Analise hierarquica (cluster) dos dados espectrais de ATR-
FTIR (1200-950 ondas.cm™) de amostras de amidos de acessos
genéticos de mandioca de mesa. Similaridades de grupos (acessos
genéticos) definidas com base na distdncia euclidiana (UPGMA).
Correlagdo cofenética de 97,74%.

Os calculos dos componentes principais para os dados espectrals
das regides de fingerprints de lipidios (3000 -2800 ondas.cm™) (Figura
10) e proteinas (1650-1500 ondas.cm™) (Figura 11) também
demonstraram uma clara discriminacdo amostral, principalmente entre
0S acessos genéticos AO-109, AO-121, AO-13 e AO-118. Nestas
andlises formaram-se dois grupos, de forma semelhante aos
agrupamentos observados quando da analise de componentes principais
relativos a matriz de dados esPectrals de ATR-FTIR (3000 e 600
ondas.cm™ e 1200-950 ondas.cm™)
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Figura 10: Distribuicdo fatorial de PC1 e PC2 para os dados espectrais

de ATR-FTIR (3000-2800 ondas.cm™, fingerprint de lipidios) de
amostras de amidos de mandioca de mesa. PC1 e PC2 contribuiram para

explicar em 99,41% a variagdo amostral.
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Figura 11: Distribuicdo fatorial de PC1 e PC2 dos dados espectrais de

ATR-FTIR (1650-1500 ondas.cm™, fingerprint de proteinas) de
amostras de amidos de mandioca de mesa. PC1 e PC2 contribuiram para

explicar em 99,49% a variacdo amostral.
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4. DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZAGAO FISICO-QUIMICA E PROPRIEDADES
FUNCIONAIS

4.1.1 Rendimento de extragdo de amido

Os valores de rendimento de extracdo de amido das raizes dos
acessos genéticos apresentaram uma amplitude de variacdo semelhante
nos dois ciclos de produgéo avaliados. Da mesma forma, o rendimento
de extracdo entre os acessos, comparando-os individualmente, também
se mostrou semelhante, uma vez que somente 6,25% dos acessos
apresentaram diferenca superior a 10 pontos percentuais entre um ciclo
de producéo e o outro. Tomados em conjunto, estes dados sugerem que
0 protocolo de extracdo de amido de alta pureza a partir de raizes de
mandioca de mesa foi adequado aos propositos de caracterizagdo deste
metabdlito, além de ser uma metodologia de facil execucdo e que
otimiza o uso de agua durante o processo. Os resultados dos dois ciclos
de producdo indicam ainda que parece ndo haver uma variacdo
importante na produgdo, acimulo e consequente rendimento de extragédo
de amido das raizes dos acessos genéticos avaliados. Desta forma,
sugere-se que este fenotipo apresenta certa estabilidade para 0s acessos
investigados e que, sob determinadas condi¢bes ambientais, o
componente genético peculiar a cada acesso apresenta comportamento
previsivel de rendimento de produgdo daquele polissacarideo. Tal
assertiva requer confirmacdo através de maior nimero de ciclos de
producdo dos acessos genéticos.

Por outro lado, o estabelecimento de protocolos mais eficientes
de extracdo de amido a partir de raizes pode tornar o processo e a
matéria-prima mais atrativos a industria, em termos econdmicos e
ambientais. Neste contexto, deve-se considerar como parametros
importantes o rendimento de amido obtido, associando-o também a
facilidade, praticidade, rapidez e reducédo de custos (e.g. reducéo do uso
de 4gua) do processo de extragdo. Obviamente, para além destes
aspectos os amidos devem apresentar ainda caracteristicas fisico-
quimicas diferenciadas que determinam sua aplicabilidade industrial
para cada situagdo especifica.



73

4.1.2 Teor de amilose

Os teores de amilose variaram significativamente entre 0s acessos
genéticos nas safras avaliadas. Estes dados (Tabela 1) evidenciaram
uma variabilidade bioquimica importante entre os acessos estudados,
aqui representada pela composicdo amidica. De fato, a existéncia de
composicOes amidicas bastante distintas, foi detectada principalmente
em relacdo a proporcdo amilose/amilopectina das raizes. Esta
constatacdo configura a importadncia de manutencdo e conservacao
destes acessos no banco de germoplasma, seja para selecdo direta de
genotipos com determinadas caracteristicas de sua fracdo amidica para
usos especificos e/ou para sua utilizagdo como possiveis parentais em
programas de melhoramento genético assistidos bioquimicamente.

A determinacdo da relacdo e/ou proporcdo amilose/amilopectina
dos amidos é reconhecida como uma caracteristica importante, pois se
relaciona a funcionalidade e/ou aplicabilidade do amido, assim como a
organizacdo fisica da estrutura granular (UARROTA et al., 2013;
AMANTE, 1986). As variacOes nesta relacdo resultam em granulos de
amido com propriedades fisico-quimicas e funcionais diferenciadas,
definindo sua utilizagdo em alimentos e outras possibilidades de
aplicagbes industriais (WANG & WHITE, 1994; SANCHEZ et al.,
2010). Por exemplo, amidos com teores elevados de amilose sdo
recomendados a formacdo de filmes dada a sua menor digestibilidade,
comparativamente aqueles com maiores concentragdes de amilopectina.
Um alto teor de amilose é necessario também para produtos que
precisam ser crocantes e, a0 mesmo tempo, de maior resisténcia
mecéanica. Por outro lado, a amilopectina propicia manuten¢éo da forma
da pasta (i.e., maleabilidade), conferindo maior resisténcia a tratamentos
suplementares tais como o corte e a secagem. A amilopectina forma uma
rede na matriz da pasta, contribuindo a expansdo da massa, aumentando
sua friabilidade (CEREDA et al., 2001).

De forma semelhante ao encontrado no estudo em tela, uma
grande variacdo de conteldos de amilose em acessos de mandioca,
determinados pela mesma técnica aplicada neste trabalho (e.g.
precipitacdo da amilopectina via complexa¢do com concanavalina A -
Kit enzimatico comercial da Megazyme®) também foi observada em
outros estudos, a saber: teores de 0%, em acessos waxys e 30% em
acessos com alta concentragdo de amilopectina (ROLLAND-SABATE
et al., 2012); 15,2% a 26,5% (SANCHEZ et al., 2009), 15,9% a 22,4%
(CHARLES et al., 2005) e ainda valores menores, i.e., 6% a 18,4%
(GOMAND et al., 2010). Por outro lado, conteldos relativamente
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superiores de amilose, i.e.,25,95% a 32,09% foram relatados por Nunes,
Santos & Cruz (2009), utilizando a metodologia iodométrica, a qual
parece superestimar os contetidos reais de amilose.

4.1.3 Poder de inchamento (P1)

Como esperado, diferencas significativas foram observadas no
poder de inchamento dos amidos dos acessos genéticos em estudo. De
fato, uma grande amplitude na capacidade de inchamento daquela
macromolécula foi detectada entre 0s acessos, consequéncia direta da
variabilidade nos teores de amilose/amilopectina discutidos acima. Esta
variabilidade no poder de inchamento indica também que h& diferencas
de organizacdo intramolecular dos granulos de amido destes acessos.
Normalmente, amidos de mandioca exibem fraca organizagio
intramolecular, comparativamente a amidos de cereais e de outras raizes
e tubérculos, indicada pela baixa temperatura de relaxamento das pontes
de hidrogénio e rapido aumento dos granulos (inchamento,
gelatinizagdo), ocorrendo & temperatura de em torno de 60 °C
(HOOVER, 2001; CEBALLOS & CRUZ, 2012).

Através da determinagcdo do poder de inchamento é possivel
identificar a capacidade de hidratacdo dos granulos (MARCON,
AVANCINI & AMANTE, 2007). Tipicamente, esta varidvel ¢é
dependente da capacidade de absor¢do d’agua das moléculas de amido,
via pontes de hidrogénio (ADEBOOYE &SINGH, 2008), e, portanto,
bastante influenciada pelos arranjos intra/intermoleculares dos
componentes amilose e amilopectina.

A maior e/ou menor capacidade de inchamento dos granulos de
amido esta relacionada a proporgéo entre o teor de amilose/amilopectina
da sua composicdo. Neste sentido, Morrison, Scott & Karkalas (1986)
afirmam que a amilose e o contetdo de lipidios do granulo possuem
efeito significativo no poder de inchamento de amidos de cevada,
guando este é aquecido em agua. Para amidos de mandioca, no entanto,
pode-se considerar que este efeito resulta majoritariamente da presenca
da amilose, uma vez que nos amidos de mandioca o contetdo de lipidios
é insignificante. Desta forma, conclui-se que amidos com alto teor de
amilose caracterizam-se por apresentarem valores menores de PI, isto
porque a amilopectina é a fracdo que favorece em maior extensdo a
hidratacdo e, consequentemente, o inchamento dos granulos. Os dados
desta variavel (Tabela 1) corroboram estas afirmacBes quando
relacionados aos valores obtidos de teor de amilose e o poder de
inchamento para os acessos de mandioca de mesa estudados. Assim,
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percebe-se que ha uma forte tendéncia das amostras de amidos com
maiores teores de amilose apresentarem um menor poder de inchamento,
sendo o inverso também verdadeiro.

Os resultados discutidos acima, quando considerados
conjuntamente (e.g. teor de amilose x poder de inchamento), revelam
adicionalmente que as metodologias utilizadas neste estudo foram
adequadas e complementares, sendo corroboradas por estudos anteriores
(MORRISON, SCOTT & KARKALAS, 1986; CEBALLOS & CRUZ,
2012).

4.1.4 Tamanho (didmetro) e formato dos granulos

O tamanho e o formato dos gréanulos de amido variam com a
espécie, assim como a distribui¢cdo de tamanho varia com o estagio de
desenvolvimento da planta e o processo de tuberizacéo, podendo ainda
se diferenciar entre acessos genéticos da mesma espécie. Os resultados
encontrados no trabalho em tela evidenciam claramente estas
afirmacOes. A definicdo destes pardmetros, associados aos descritos
anteriormente, sdo fundamentais na determinagdo do real potencial de
utilizacdo dos amidos encontrados em cada acesso genético. Granulos
pequenos (< 2,0 um) podem ser usados como substituintes de gorduras,
em fungdo da semelhanca de tamanho com as goticulas de lipidios
(ZAMBRANO, CAMARGO &TAVARES, 2001). Outras possiveis
aplicacdes referem-se a producdo de filmes plasticos biodegradaveis e
de papéis (LEONEL, 2007). Os tamanhos dos granulos mostraram
ampla dispersdo entre 0s acessos genéticos avaliados, variando de 8,64
pum a 1543 pm nos acessos 74 e AO-54, respectivamente. A
variabilidade é concordante com outros trabalhos, a saber: Charoenkul et
al., (2011) observaram valores entre 4,8 um a 22,8 um; Rickard, Asaoka
& Blanshard, (1991) 5 um a 20 pum; Sriroth et al., (1999) 8 um a 22 pm
e Nibaetal., (2002) 9 a 20 pm.

Quanto ao formato dos granulos de amido das amostras
estudadas, as micrografias dos detalhes morfologicos (Figura 1)
revelaram formas muito semelhantes e homogéneas, com caracteristicas
tipicas dos amidos de mandioca (i.e. formas arredondadas, ovaladas,
convexos bicéncavos) e de tamanhos significativamente variados entre
0s acessos genéticos (Tabela 1). Foi possivel observar também uma
pequena proporcdo relativa de granulos de amido danificados. Este
parametro é bastante estudado para estabelecer a aplicabilidade de tipos
de amidos na industria farmacéutica. Itiola & Odeku (2005) afirmam
que os amidos de formato arredondado e mais regular exibem menor
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fator de forma, possibilitando um melhor empacotamento de particulas
e, portanto, mais adequados a producdo de céapsulas. Testados como
agentes de formulacdo de comprimidos de paracetamol, o amido de
mandioca exibiu fortes propriedades de ligacdo (ITIOLA & AMOO,
1998). Chitedze et al., (2012) mostraram também que a escolha da
variedade de mandioca é determinante a qualidade final de comprimidos
de ibuprofeno, influenciando suas caracteristicas mecanicas de ligacao,
desintegracdo, friabilidade e dureza.

A ampla diversidade de tamanho e formato apresentado pelos 40
acessos genéticos, da mesma forma como ocorreu para os demais
pardmetros estudados neste capitulo (e.g., teor de amilose e poder de
inchamento), resulta da diversidade bioquimica derivada da diversidade
genética existente nos materiais amostrais. Tal cenario apresenta
potencial a ser explorado racionalmente pelas industrias associadas ao
uso das matérias-primas derivadas de cada acesso genético. Além disto,
a variabilidade observada podera ser explorada a obtencdo de novos
materiais genéticos destinados ao uso alimenticio e/ou industrial de
forma dedicada, por exemplo.

De forma generalizada, na Tabela 4 sdo sugeridas algumas
possibilidades potenciais de aplicacbes dos amidos dos acessos
genéticos estudados, em substituicdo a outras fontes amilaceas para
determinados fins alimenticios e industriais. Ressalva-se que o critério
utilizado a definicdo dos possiveis gendtipos substituintes foi o teor de
amilose, uma vez que a proporcao relativa de amilose e amilopectina em
Gltima andlise determina direta e/ou indiretamente as propriedades
fisico-quimicas e funcionais do amido e, em consequéncia, suas
aplicagbes industriais (SANCHES et al., 2010). Além disso, as
caracteristicas tipicas do amido de mandioca diferem dos amidos de
milho ou batata, por exemplo, criando assim um nicho potencial de uso
industrial (CEBALLOS et al., 2007; CEBALLOS etal., 2008).

4.1.5 indice de cristalinidade (IC) da fracdo amidica determinado
por difracdo de raios-X (DRX)

Nas plantas, o amido é armazenado como corpos intracelulares
parcialmente cristalinos denominados grénulos. Consoante aos padrdes
de cristalinidade daquela macromolécula, determinados via DRX, é
possivel distinguir trés tipos de granulos denominados Tipo A, B e/fou C
(CEREDA et al., 2001). Estes padrfes de cristalinidade dependem, em
parte, do comprimento das cadeias de amilopectina, da densidade de
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empacotamento dos granulos e da presenga de agua (SAJILATA,

SINGHAL & KULKARNI, 2006).
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Para Zobel (1964), os granulos de amido tipo A, tipicos de
cereais, caracterizam-se por apresentar um padrdo de cristalinidade com
picos nos angulos de difracdo 26 em 15,3°% 17,8° e 23,5° enquanto 0s
granulos tipo B mostram picos em 5,6°; 14,4°; 17,2°; 22,2° e 24° e 0 tipo
C em 5,6° 15,3% 17,3° e 23,5° O polimorfo tipo C é considerado um
intermediario entre A e B, sendo detectado caracteristicamente em
amidos de leguminosas e sementes (ELIASSON & GUDMUNDSSON,
2006). Geralmente, amidos de tuberosas e raizes exibem padrdo de
difracdo tipo B, no entanto, alguns trabalhos (FRANCO, CIACCO &
TAVARES, 1988; MOORTHY, 1985; GALLANT et al., 1982 e
ROSENTHAL et al., 1974), reportam que o amido de mandioca
apresenta padrdo de difracdo tipo-A. No estudo em tela, todas as
amostras de amido exibiram padrdo de difracdo tipo A, caracterizado
por duplo sinal de 26~ 17° ¢ 18°, em adi¢do a uma intensa reflexdo 20 =
15° e algumas reflexdes adicionais a 26 = 9.9°;11.2°; 22,9° (LOPEZ-
RUBIO et al., 2008).

Os indices de cristalinidade determinados por DRX apresentaram
valores que se dispersaram entre 35,13% (acesso 31) a 43,06% (acesso
54), com média de 39,84%. Estes valores estdo de acordo com Rickard
etal. (1991) que cita que os niveis de cristalizagdo em amido de
mandioca é de cerca de 38%. Mutungi et al., (2012) obtiveram uma
amplitude de valores de cristalinidade para amidos de mandioca de 33,4
a 58,2%, a partir de um modelo amorfo como referéncia para linha de
base no difratograma, de forma semelhante a descrita neste trabalho.

A regido cristalina do granulo de amido é formada por cadeias
laterais de amilopectina que tem papel fundamental na determinacéo da
sua cristalinidade, enquanto a regido amorfa é composta por amilose e
ramificacbes de amilopectina. Desta forma, a cristalinidade do granulo
esta diretamente relacionada as duplas hélices formadas pelas
ramificacbes de amilopectina (HOOVER, 2001; CEBALLOS & CRUZ,
2012). Os resultados descritos no trabalho em tela estdo em
concordancia com esta afirmacéo.

Segundo Biliaderis (1992), sdo as regifes cristalinas do amido
gue mantém a estrutura do granulo, controlam o seu comportamento na
presenga de agua e lhe conferem resisténcia aos ataques quimicos e
enzimaticos. Altas temperaturas de gelatinizacdo tém sido relatadas
como resultantes do alto grau de cristalinidade, que fornece estabilidade
estrutural aos granulos e maior resisténcia a gelatinizagao. Desta forma,
a presenca de amilose em maior proporcdo (menor indice de
cristalinidade) reduz o ponto de fusdo das regides cristalinas e a energia
para iniciar a gelatinizacdo, pois as cadeias longas de amilopectina
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requerem uma maior temperatura para se dissociar completamente,
comparativamente aquela requerida para cadeias mais curtas das duplas
hélices. Logo, amidos com altos conteldos de amilose tém maior
propor¢do de regido amorfa, exibindo perdas de cristalinidade em
temperaturas menores de gelatinizacdo (SINGH et al., 2003). Estas
caracteristicas, associadas as propriedades fisico-quimicas dos amidos
sdo fundamentais a determinacdo da funcionalidade e da aplicacdo
daquela matéria prima. Para exemplificar, Moorthy (2002), estudando as
propriedades de amidos de diversas raizes de fontes botanicas tropicais,
observou que um dos fatores que interfere na capacidade de expanséo
(aumento de volume) do amido é o contetdo de amilose. Assim, o alto
conteudo de amilose no amido nativo e/ou o incremento desta em
amidos transformados, reduz a sua capacidade de expansdo. Por outro
lado, sabe-se que altas quantidades de amilose também estdo
relacionadas a maior suscetibilidade enzimatica e aumento da
retrogradacdo, associada ao incremento da sinerese. Portanto, tais
caracteristicas determinam a aplicabilidade de amidos, seja como
alimento com determinadas propriedades (e.g. alimentos funcionais), ou
para outras aplicacdes. Na indUstria farmacéutica, por exemplo, 0 amido
é largamente utilizado como excipiente. Para tanto, certo grau de
cristalinidade é requerido aquele polissacarideo para manter a
especificidade de liberacdo da droga, além de outras propriedades
funcionais (PIFFERI, SANTORO & PEDRANI, 1999; FREI et al.,
2003). Na formulagdo de comprimidos, mudancgas na cristalinidade do
amido podem ocorrer durante a producdo, decorrentes da secagem,
granulagdo, revestimento, compressdo e refinamento dos constituintes
da formulagdio. Logo, fatores associados a amorfizacdo e/ou
cristalinizacdo que podem ocorrer durante o processo de producdo e
armazenamento  interferem  na  solubilidade, dissolucdo e
biodisponibilidade do ingrediente ativo, devendo ser monitorados (VEIJ
et al., 2009).

4.1.6 Espectroscopia vibracional de infravermelho médio com
transformada de Fourier (ATR-FTIR)

Os perfis espectrais de ATR-FTIR dos amidos em estudo
revelaram que a maioria dos constituintes quimicos se concentrou na
regido do fingerprint entre 1700-700 ondas.cm™. Sinais comumente
associados a ocorréncia de proteinas, lipideos, amilose e amilopectina
sdo claramente identificados em todas as amostras. Na regido de
fingerprint de carboidratos (1200-950 ondas.cm™ - CERNA et al., 2003)
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foram detectados os picos de maior intensidade, sendo que outros
compostos também foram identificados nas amostras, a saber: proteinas
(1650-1550 ondas.cm™, aminas primérias — LAMBERT et al., 2001) e
4cidos graxos (1740 ondas.cm® e 3000-2800 ondas.cm™ -
SILVERSTEIN, 1994).

Particularmente em relacdo a regido de fingerprint de
carboidratos, estudos demonstraram que algumas bandas de absorcédo de
infravermelho sdo altamente sensiveis a conformacdo dos polimeros
amilose e amilopectina (WILSON & BELTON, 1988; VAN SOEST et
al., 1995; SEVENOU et al., 2002; BERNAZZANI et al., 2008).
Segundo alguns autores (VAN SOEST et al., 1995; SEVENOU et al.,
2002; KUHNEN et al., 2010), as bandas que ocorrem em 1018 e 999
ondas.cm™ séo diagnésticos & caracterizagdo de amilose e amilopectina,
respectivamente, e representam o ordenamento amorfo e cristalino dos
granulos de amido. Em todas as amostras de amido dos acessos
genéticos analisados constataram-se estas duas bandas, no entanto com
intensidades distintas entre as amostras. A estimativa da cristalinidade
dos granulos via razdo dos valores de absorbancia dos picos em 999 e
1018 ondas.cm™ (KUHNEN et al., 2010) representa uma importante
ferramenta diagndstica a selecdo de acessos genéticos diferenciados para
determinadas finalidades especificas. Como a intensidade das bandas em
999 ondas.cm™ refere-se & fragdo amilopectina e 1018 ondas.cm™ &
amilose, quanto maior a razdo IR 999/1018 ondas.cm™ maior o conte(ido
de amilopectina nas amostras analisadas e, por consequéncia, maior a
cristalinidade destes granulos. Os valores da razdo IR 999/1018
ondas.cm™ obtidos apresentaram correlacdo negativa com os teores de
amilose das amostras analisadas, corroborando esta afirmagdo. Ou seja,
amostras com bandas menos intensas em 1018 ondas.cm™ e com
maiores intensidades em 999 ondas.cm™ resultam um valor >1.0 & razéo
IR 999/1018 ondas.cm™ e indicam maior cristalinidade do granulo.

Adicionalmente observou-se que os dados gerados nas duas
metodologias utilizadas a determinacdo do indice de cristalinidade, e.g.
ATR-FTIR e DRX, quando analisados em conjunto apresentaram
correlagdo positiva entre si e correlagdo negativa aos contetdos de
amilose.

A andlise dos perfis espectrais isoladamente revelou similaridade
de composi¢do quimica entre os amidos de mandioca estudados. No
entanto, geralmente a andlise visual pura e simples dos espectros de
ATR-FTIR ndo possibilita a extracdo de quantidades maximizadas de
informac@es. Sendo assim, a técnica de FTIR torna-se muito promissora
guando associada a ferramentas de andlise estatistica multivariada,
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particularmente através da determinacdo dos componentes principais
(PCAs) e de agrupamentos (clustering), uma vez que estas permitem
uma rapida extracdo de informaces relevantes de um conjunto de dados
complexos (e.g. parametros quimicos) e possibilita o entendimento mais
detalhado das eventuais discrepancias e/ou similaridades no conjunto de
dados espectrais (FUKUSAKI & KOBAY ASHI, 2005).

4.2 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS E CLUSTERS

A complementacdo das andlises referentes as caracteristicas
fisico-quimicas, realizadas através da elaboracdo de modelo descritivo
baseado no célculo dos componentes principais possibilitou obter
informag@es adicionais quanto as propriedades funcionais dos amidos
estudados. Estes resultados corroboram as informagBes que
correlacionam a estrutura cristalina dos granulos as duplas hélices
formadas pelas ramificacfes da amilopectina (HOOVER, 2001) e que
consideram as regibes amorfas dos granulos de amido
predominantemente formadas pela fragdo amilose, menos densa e,
consequentemente, mais suscetiveis as enzimas, com maior capacidade
de absorcdo de agua em temperaturas abaixo da temperatura de
gelatinizacdo (SINGH et al., 2003; CEREDA et al, 2001).
Complementarmente, confirmam que o contetdo de amilose esta ligado
a uma maior ocorréncia de retrogradacdo ap6s a gelatinizacdo, devido a
sua forte tendéncia de reassociacdo por meio de ligacfes de pontes de
hidrogénio com outras moléculas de amilose adjacentes (SINGH et al.,
2003).

Por outro lado, a analise de clusters, a partir das variaveis fisico-
guimicas estudadas, permitiu adequada separacdo entre 0s amidos dos
acessos genéticos de mandioca de mesa. As similaridades e/ou
discrepancias entre 0s acessos genéticos foram definidas com base na
distancia (distancia euclidiana) entre duas amostras usando média
aritmética (UPGMA). Os acessos genéticos de maior similaridade em
suas caracteristicas fisico-quimicas e funcionais foram agrupados em
dois grandes grupos principais (representados através da andlise
hierarquica de cluster na Figura 6).

A aplicacdo da analise de componentes principais a matriz de
dados obtidos a partir dos espectros de ATR-FTIR (3000 e 600
ondas.cm™) revelou uma tendéncia de arranjo dos acessos genéticos em
dois agrupamentos totalmente distintos. Os acessos AO-109, AO-121,
AO-13 e AO-118 formaram um agrupamento Gnico que se destacou dos
demais por apresentarem perfis metabdlicos fortemente discrepantes em
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comparagdo aos demais acessos genéticos analisados, formando um
grupo com similaridades metabodlicas especificas, sugerindo uma
composicdo quimica diferenciada em relagdo aos demais e semelhante
entre os mesmos. A analise hierarquica (clusters) dos dados espectrais
de ATR-FTIR, considerando esta mesma janela espectral (3000-600
ondas.cm™) confirma esta constatagéo.

Adicionalmente, considerando-se somente os dados dos espectros
de ATR-FTIR relativos a janela de interesse especifica deste estudo
(1200-950 ondas.cm, regiéo de fingerprint de carboidratos), também se
observou a formagdo de dois grupos, de forma semelhante a descrita
acima. Da mesma forma, a analise hierarquica realizada para os dados
desta mesma janela espectral confirmou o padrdo de agrupamento
observado na analise de componentes principais.

Complementarmente, o calculo dos componentes principais para
os dados espectrais das regides de fingerprints tipicas de lipidios (3000-
2800 ondas.com™) e proteinas (1650-1500 ondas.com™) demonstrou
uma forte discriminacdo entre as amostras, principalmente entre os
acessos  genéticos AO0-109, AO-121, AO-13 e AO-118,
comparativamente a dispersdo constatada para 0S acessos restantes
analisados.

Pode-se afirmar também, que a classificacdo e agrupamento dos
gendtipos via analise dos componentes principais, usando a regido de
fingerprint para carboidratos, apresenta similaridade com o0s
agrupamentos formados pelas analises quimiométricas realizadas a
partir dos resultados obtidos com os dados fisico-quimicos e funcionais.
Estes resultados sugerem que a analise dos espectros de ATR-FTIR em
conjunto com abordagens quimiométricas constitui uma ferramenta
analitica adequada, répida e eficaz a caracterizagdo de amidos de
mandioca de mesa. Sendo assim, pode se constituir numa abordagem
eficiente para caracterizacdo da diversidade bioquimica associada a
bancos de germoplasma, bem como para selecdo assistida nos
programas de melhoramento genético de mandioca de mesa e de
definicdo do potencial de aplicabilidade (e.g. alimenticia e/ou industrial)
da biomassa associada a cada acesso genético.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos segundo as abordagens metodolégicas
experimentais estabelecidas no trabalho em tela, visando a
caracterizacdo fisico-quimica dos acessos genéticos de mandioca de
mesa (Manihot esculenta Crantz), permitem concluir que:

O conjunto das técnicas analiticas empregadas, associadas as
andlises quimiométricas (PCAs e clusters), permitiram identificar e
caracterizar a variabilidade quimica dos acessos genéticos avaliados,
além de discriminar, distinguir e/ou agrupar estes acessos de acordo com
suas similaridades e peculiaridades fisico-quimicas e funcionais.

Foi detectada uma ampla variabilidade de perfis metabdlicos
sugerindo diversas possibilidades de aplicagGes industriais e/ou
alimentares das biomassas de raizes de M. esculenta, consoante ao
acesso genético.

A identificacdo de acessos genéticos que possuem amidos com
maiores teores de amilose (i.e. AO-89, AO-118, AO-53, AO-72, AO-79)
sugerem que a biomassa destes materiais apresenta potencial de
utilizacdo na elaboracdo de produtos especificos que necessitam de
maior crocancia, resisténcia e baixa adsorcdo de 6leo (i.e. salgadinhos
tipo chips, nuggets e snacks).

Produtos que requerem a propriedade de formacdo de uma pasta
mais estavel (i.e. sopas e molhos), aonde os produtos podem sofrer a
perda de viscosidade e precipitacdo, é necessario que o amido tenha um
teor mais elevado de amilopectina, ou seja, que o amido tenha uma
menor tendéncia a retrogradacdo e sinerese. Sendo indicados nestes
casos especificos 0s acessos genéticos como potencialmente mais
promissores: AO-94, AO-102, 82, 54, 23 e 21.

Pode-se considerar ainda, associada as conclusdes anteriores que
em relacdo a utilizacdo daquelas biomassas na alimentacdo, fontes de
amidos com altos teores de amilose sdo associados a menor resposta
glicémica, reducdo nos niveis de colesterol plasmatico e esvaziamento
mais lento do trato gastrointestinal, comparativamente aqueles com
baixos niveis de amilose. Desta forma a utilizagdo in natura (i.e.
farinhas, fécula e/ou minimamente processado) pode representar um
fator de diferenciacdo a industria alimenticia e/ou de estimulo ao
consumo direto, com vistas a inovacgao na busca de novos produtos com
propriedades nutracéuticas e diferenciais de mercado. Adicionalmente,
deve-se considerar também que o amido de mandioca ndo possui gluten,
sendo indicado para o consumo de portadores da doenga celiaca. Cabe
enfatizar ainda que além destes diferenciais em relacdo & biomassa



85

produzida, a mandioca pode ser cultivada em sistemas de producgdo com
menor impacto ao ambiente a com a minima utilizagdo de agrotdxicos,
podendo ser uma alternativa a producdo de outras culturas, também
amilaceas, mas que potencialmente sdo mais impactantes ao ambiente e
ao homem, principalmente pelo excessivo uso de agrotoxicos, além do
gue muitas delas podem ser de origem transgénica.

Os padroes de perfis espectrais obtidos por espectroscopia
vibracional de infravermelho, combinados a quimiometria, e.g., PCA e
andlise hierarquica, evidenciou de forma bastante clara discrepancias
nos perfis quimicos dos acessos genéticos. Esta constatacdo indica que
esta abordagem analitica configura uma ferramenta de analise rapida e
eficiente & caracterizagdo de amidos de mandioca de mesa. Os espectros
de ATR-FTIR dos acessos AO-13, AO-109, AO-118 e AO-121
destacaram-se dos demais, apresentando perfis metabdlicos similares
entre eles e totalmente discrepantes em comparagcdo com 0S outros
acessos analisados, sugerindo uma composicdo quimica peculiar entre
0S Mesmos.

Presume-se que a utilizacdo conjunta das técnicas empregadas
neste trabalho de caracterizacdo e discriminacdo de acessos genéticos de
mandioca de mesa, pode tornar-se uma abordagem interessante a
investigacdo e determinagdo das caracteristicas estruturais e funcionais
do amido, relacionado & diversidade genética de mandioca de mesa (M.
esculenta) que se encontra depositada em bancos de germoplasma (e.g.
Epagri), bem como de eventuais materiais genéticos ainda
desconhecidos que sdo mantidos on farm por agricultores familiares.
Adicionalmente, os resultados sugerem que estas abordagens podem
ainda ser empregadas como ferramentas de apoio aos programas de
melhoramento genético de mandioca, assistidos bioquimicamente,
otimizando o processo de selecéo.

O conjunto de resultados obtidos revela também a necessidade
estratégica de conservagdo destes recursos genéticos associados a
diversidade genética encontrada em bancos de germoplasma e em poder
dos produtores rurais. Considerando que esta condicdo é fundamental a
perenicidade dos trabalhos de melhoramento genético, tanto para a
ampliacdo da diversidade, bem como para a selegéo e desenvolvimento
de novos materiais genéticos promissores, com caracteristicas
nutricionais diferenciadas e/ou aplicabilidade industrial especifica.
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CAPITULO 2
OTIMIZACAO DE PROTOCOLOS PARA
MICROPROPAGACAO E CONSERVACAO IN VITRO DE
MANDIOCA DE MESA (Manihot esculenta CRANTZ)
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1. INTRODUCAO

A mandioca de mesa (Manihot esculenta Crantz -
EUPHORBIACEAE), também é conhecida no Brasil como aipim,
mandioca doce, mandioca mansa, macaxeira e na lingua inglesa como
“sweet cassava”, em Frances como “manioc” e “yuca” em espanhol.
Esta é a Unica espécie deste género cultivada, abrangendo também a
mandioca destinada a industria (ROGER & APPAN, 1973).

Estudos recentes, agregando evidéncias obtidas a partir de
estudos moleculares e arqueoldgicos, apontam o Sudoeste da Amazénia,
em uma regido que compreende os estados do Acre, Rondonia,
Tocantins, Goias e Mato Grosso como sendo definitivamente a regido de
origem e domesticacdo da mandioca, acerca de 10 mil a 12 mil anos
(OLSEN & SCHAAL, 2001; ALLEM, 2002; CARVALHO, 2005 e
MURRAY, 2010).

A raiz desta espécie apresenta na sua composicdo um alto
contetldo de amido, em torno de 80% de sua massa seca, apresentando
inimeras formas de utilizacdo. Pode ser amplamente utilizada na
alimentacdo humana, na forma de raizes cozidas, frita e/ou processada
de outras formas (LANCASTER et al., 1982), como sua transformacéo
em tapioca e farinhas (OBOH & ELUSIYAN, 2007). Também pode ser
utilizada para alimentacdo animal, além da obtencdo de outros
carboidratos, como a glicose, a maltodextrina e o manitol
(BALAGOPALAN, 2002), assim como matéria-prima para diversos
segmentos da industria. Em funcdo da grande quantidade de amido e
pela multiplicidade de formas de utilizacdo tornou-se uma das culturas
mais importantes nos tropicos Umidos e subtropicos. E cultivada
principalmente para o aproveitamento de suas raizes tuberosas na
alimentacdo humana, sendo uma das mais importantes fontes de calorias
na dieta (COCK, 1985), particularmente para subsisténcia de populagdes
menos favorecidas de paises em desenvolvimento de regides tropicais.
Possui, portanto, um importante apelo social servindo como alimento
energético basico na dieta de mais de 800 milhfes de pessoas, em
diversos paises (NASSAR & ORTIZ, 2010). Atualmente ocupa a
terceira posicéo entre as culturas bésicas mais importantes como fonte
de calorias na alimentacdo do mundo, além do arroz e do milho (FAO,
2012).

No Brasil é cultivada em todas as regibes, ocupando papel de
destaque na industria, alimentacdo humana e animal (OLSEN, 2004;
CARVALHO, 2005). Sua exploracdo agricola destina-se ao mercado
horticola e as industrias de transformacgao. A comercializagdo das raizes



97

para uso na alimentacdo humana se da principalmente para consumo in
natura. Porém, segundo Fenimam (2004) ha um mercado crescente de
produtos industrializados de mandioca para fins
gastrondmicos/culinarios (e.g. mandioca pré-cozida congelada), bem
como produtos processados a partir da massa cozida (e.g. croquetes,
empanados, bolinhos condimentados) e massas formatadas (e.g. palitos
estruturados e fritas tipo “chips”).

A espécie apresenta uma ampla diversidade genética, concentrada
principalmente na América Latina e Caribe. Diversidade genética que
foi resultado da facilidade de polinizacéo cruzada da espécie, de sua alta
heterozigosidade e da deiscéncia abrupta dos frutos, sendo a maioria das
variedades nativas selecionadas naturalmente, muitas vezes pelos
préprios agricultores (FUKUDA & SILVA, 2002). Esta diversidade
genética ocorreu basicamente, a partir da selecdo natural ocorrida
durante o processo de evolugdo na pré e pos-domesticacdo da espécie,
conservando genes de interesse agrondmico, adaptados a diferentes
agroecossistemas e para diferentes formas de uso, resultando numa
ampla diversidade de cultivares (HERSHEY, 1988). Nesse contexto, as
populacdes tradicionais (e.g. pequenos produtores familiares)
desempenham papel relevante na conservacdo da agrobiodiversidade,
por associarem demandas sociais, uso sustentavel dos ecossistemas e
conservagdo de recursos genéticos (ALLEM, 1994). Por sua vez estes
materiais podem ser fixados pela reproducdo vegetativa, ou ainda
utilizados na obtengéo de novos acessos via reproducéo sexual (KERR
& CLEMENT, 1980; MARTINS, 1994).

Por outro lado sabe-se que as espécies silvestres de Manihot,
possuem grande reservatorio de genes Uteis para serem transferidos para
os cultivares comerciais. No entanto estas tém sido pouco utilizadas nos
programas de melhoramento genético, devido a elevada heterozigose,
gue leva a producao de populagdes hibridas que segregam para inimeras
diferentes caracteristicas (NASSAR, 2000). PEREIRA (2008), nao
negligenciando a importancia dos acessos selvagens para 0s programas
de melhoramento genético, enfatiza que as etnovariedades sdo vistas
pelos melhoristas vegetais como um rico reservatorio genético que pode
ser Gtil no melhoramento genético de mandioca, na transferéncia de
caracteres genéticos de interesse agronémico para as variedades
comerciais. Segundo PERONI & MARTINS (2004) a variabilidade
genética vegetal mantida on farm (e.g. quintais, rogados e sistemas
agroflorestais) e in situ (e.g. florestas e capoeiras), associada ao
processo de sele¢do sociocultural continua realizada pelos agricultores
locais no decorrer da histéria da agricultura, promoveu a
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etnoconservagdo de algumas espécies alimentares entre elas a mandioca.
Desta forma as etnovariedades colecionadas em bancos e colecbes de
germoplasma possuem potencial para serem usadas de forma direta,
como variedades comerciais ap6s selecdo criteriosa, ou empregadas nos
programas de melhoramento, visando a geracdo e selecdo de novos
cultivares. Porém, estes acessos necessitam ser avaliados, pelo menos,
guanto aos caracteres botanicos, morfologicos e agrondmicos para 0s
fatores de maior importancia e de forma regionalizada. Por outro lado o
grande numero de variedades existentes no Brasil permite a escolha de
variedades de acordo com a regido e a finalidade de exploracdo da
cultura (SOUZA et al., 2006).

No entanto, a expansdo das fronteiras agricolas e o uso cada vez
mais intenso de cultivares melhorados de outras espécies, provocam
sensiveis mudangas nos centros de diversifica¢cdo e como consequéncia
uma valiosa perda de diversificacdo de germoplasma (erosdo genética),
sob a forma de espécies silvestres, bem como de variedades tradicionais
(EMPERAIRE, 2005), provocados também em outras situagdes em
decorréncia do éxodo rural e expansdo urbana acelerada (ZUIN et al.,
2009). Sendo assim a coleta e 0 armazenamento, associados a
caracterizacdo morfolégica, anatdbmica, botanica, agronémica e da
andlise genética de germoplasma de mandioca pode minimizar o efeito
desta erosdo genética (ZUIN et al., 2009).

Neste sentido em razdo da grande importancia da cultura da
mandioca para o pais, foram criados e estdo sendo mantidos diversos
bancos de germoplasma e colegdes de trabalho de mandioca com a
finalidade de conservar e preservar cultivares comerciais,
etnovariedades tradicionais e espécies selvagens de Manihot (FUKUDA
e GUEVARA, 1998). Estes bancos e cole¢bes de germoplasma
conservam a variabilidade genética, visando evitar a perda de genes ou
de combinacdes génicas, assegurando uma ampla base genética para
programas de melhoramento. Outra finalidade dos bancos € a coleta de
material cultivado e silvestre, a caracterizagdo botanica, agrondmica e a
responsabilidade de promover a introducdo e intercambio destes
recursos (FUKUDA et al., 1996).

Neste contexto a Empresa de Pesquisa Agropecuéria e Extensao
Rural de Santa Catarina-Epagri, através da Estacdo Experimental de
Urussanga, situada no Sul do Brasil, mantém um banco de germoplasma
de mandioca com acessos genéticos oriundos de outras instituicdes de
pesquisa do Brasil e internacionais para apoio ao seu programa de
melhoramento genético. Além destes a empresa agregou em torno de
200 acessos de mandioca de mesa especificamente oriundos de coletas
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realizadas por seu grupo de pesquisa em diversas localidades do Estado
de Santa Catarina que estavam sendo mantidos on farm por pequenos
produtores familiares. Esta colecdo de trabalho ao longo dos ultimos
anos tem sido avaliada baseada em pardmetros eminentemente
agronémicos (producdo/produtividade, adaptacdo, resisténcia as pragas
e/ou doengas...), de caracteres morfofisiolégicos e também de alguns
aspectos culindrios, que evidenciam a existéncia de uma grande
diversidade de diferentes fendtipos (e.g. tamanho de plantas,
distribuicdo de ramos, tipos foliares, produtividade, resisténcia aos
fatores bidticos, coloracdo das raizes cruas e/ou cozidas...). Ou seja, ha
uma diversidade genética interessante nestes materiais que tém potencial
de ser explorados para selecéo e/ou indicacdo de novas variedades para
determinadas regifes de cultivo e/ou de serem utilizados em
cruzamentos para obtencdo de novos materiais genéticos. Esta
caracterizacdo (e.g. agrondmica, quimica, nutritiva e de produgdo) é
importante em virtude de evidenciar a diversidade de acessos existentes
vislumbrando-se a possibilidade de dar um novo enfoque de valorizacdo
a cultura da mandioca como alimento, agregando valor ao produto, mas
também pela possibilidade de destinacdo de determinados acessos para a
producdo de biomassa para obtencdo de diferentes produtos de interesse
industrial.

Porém ndo basta se constatar a existéncia de variabilidade
genética dentro dos bancos de germoplasma isoladamente,
concomitantemente deve-se vislumbrar formas eficientes de também
conservar estes recursos genéticos. Para Brush (2001) a garantia de
manutencado da variabilidade genética das espécies cultivadas é essencial
ao presente e futuro da humanidade, pois se relaciona diretamente com a
evolugdo da agricultura atual, a qual deve se adequar para garantir a
seguranca alimentar humana, seja solucionando o problema de
fornecimento de alimentos, seja respondendo a crescente procura por
alimentos com maior valor nutricional. Tal abordagem é uma
preocupacdo crescente e que tem levado a criacdo de programas de
conservacdo da diversidade genética dos recursos vegetais, garantindo o
acesso e uso destes as futuras geragdes (BRUSH, 2001; ALVES et al.,
2004).

Particularmente para o Estado de Santa Catarina os trabalhos
desenvolvidos pela Epagri com mandioca revestem-se de grande
importancia por apresentarem um potencial enorme de evolugéo,
principalmente relacionados ao melhoramento genético. Este aspecto é
fundamental, considerando-se principalmente os desafios relacionados a
conjuntura atual de aquecimento global, a caracterizagao agraria e sdcio-
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econdmica das propriedades rurais do Estado, a diversidade genética
mantida nas cole¢es oficiais (BAG Epagri) e possivelmente de muitos
materiais ainda desconhecidos mantidos por produtores. Este cenario
indica que a busca de novos materiais genéticos adaptados, de melhor
desempenho agronémico e que gerem possibilidades de agregacdo de
valor, deverd ser constante, em fungdo da diversidade genética
disponivel e ainda por acessar. Desta forma o uso de diferentes
abordagens biotecnoldgicas, através da aplicacdo das técnicas de cultura
de células e tecidos vegetais in vitro, serd fundamental para o
desenvolvimento de estratégias que permitam a multiplicagdo em larga
escala e a conservacdo/manutencdo do germoplasma desta espécie,
reduzindo também os riscos relativos & perda da variabilidade genética.
Permitira ainda a disponibilizacdo desta diversidade para a continuidade
dos trabalhos de melhoramento genético, além da multiplicacdo e
distribuicdo de material vegetal de determinados acessos aos produtores
com garantias de qualidade genética e fitossanitaria.

Neste contexto o presente estudo teve como objetivos
desenvolver sistemas otimizados de cultura e conservagdo in vitro de
acessos de mandioca de mesa (Manihot esculenta Crantz), com énfase
em acessos pigmentados, através da aplicacdo de diferentes abordagens
biotecnoldgicas associadas as técnicas de cultura de células e/ou tecidos
vegetais. A aplicacdo destas abordagens possibilitou o desenvolvimento
de protocolos otimizados de micropropagacdo
(isolamento/estabelecimento, multiplicacdo/enraizamento in vitro e
aclimatacdo) bem como de protocolo simplificado e eficiente de
conservacdo/preservacdo de germoplasma in vitro através da utilizacdo
de metodologia de limitacdo do crescimento in vitro associada ao
cultivo em meio de cultura com alta concentragdo de sacarose. Foram
testadas também metodologias de encapsulamento de explantes em
alginato e inoculacéo em meios limitantes ao
crescimento/desenvolvimento dos explantes, bem como a aplicacdo de
técnicas de criopreservacao de apices e segmentos nodais.



101

2. MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL

Ramos de mandioca de mesa (Manihot esculenta Crantz) de
cinco acessos genéticos diferentes, identificados pelos codigos
numéricos 74, 58, 60, 52 e 81, foram fornecidos pela Empresa de
Pesquisa Agropecudaria e Extensdo Rural de Santa Catarina S.A-Epagri
por intermédio da Estacdo Experimental de Urussanga, onde é mantido
0 Banco de germoplasma desta espécie no Estado de Santa Catarina.
Estas hastes, de aproximadamente um metro de comprimento, foram
coletadas de plantas com cerca de 8 meses de idade, produzidas na safra
2009/2010. O plantio foi realizado em uma area de Argisolo pertencente
a estagdo experimental e foi conduzido sob manejo convencional. Apés
a colheita, as raizes foram retiradas e as hastes foram armazenadas sob
sombreamento, durante um periodo de dois meses. Apds 0s
experimentos iniciais de inducdo de brotamento, em condicbes
assépticas, os demais experimentos foram conduzidos utilizando-se
como material biol6gico somente o acesso genético de nimero 52.

2.2 ESTABELECIMENTOEX VITRO E IN VITRO DE CULTURAS
SEMI-AXENICAS E AXENICAS DE Manihot esculenta CRANTZ

2.2.1 Inducédo de brotamento de gemas em segmentos de ramos
(manivas) ex vitro, em condicGes semi-assépticas

Os ramos matrizes foram submetidos inicialmente a um processo
inicial de pré-desinfeccdo, que constou de uma lavagem superficial com
agua corrente e detergente. Logo, foram cortados em toletes (manivas)
de 15-20 cm de comprimento, contendo de 3 a 5 gemas axilares e/ou em
segmentos menores (5 a 10 cm), contendo uma ou duas gemas axilares.
Estes segmentos foram entdo imersos em uma solucdo de BENLAT
0.1% (w/v), durante trinta minutos e foram plantados em bandejas de
pléstico transparente, “tipo croissant” (150X250X50 mm). As bandejas
foram desinfetadas internamente com hipoclorito de sodio comercial,
com 2,5% de cloro ativo, contendo como substratos folhas triplas de
papel toalha e/ou areia lavada (3 cm) esterilizados. O plantio foi
realizado em cdmara de fluxo laminar, nos substratos umedecidos com
agua destilada/esterilizada. Posteriormente as bandejas foram fechadas
com suas tampas plasticas transparentes, mantendo o ambiente interno
com alta umidade. As culturas foram mantidas em sala de crescimento,
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em temperatura de 25°C+2, sob fotoperiodo de 16 horas, com fluxo de
fotons de 22.3 pmol.m™s™, providos por lampadas fluorescentes
Phillips TDL e umidade relativa em torno de 70%. Estas condicdes
ambientais foram utilizadas nos demais experimentos de cultura in vitro,
exceto quando especificado. As culturas foram nebulizadas com &gua
destilada esterilizada a cada dois dias e com solugdo de BENLAT 0,1%
(w/v) a cada trés dias com borrifador manual.

Os ramos obtidos, pela brotacdo das gemas axilares, foram
removidos dos segmentos de manivas, a partir do sétimo dia apés a
montagem do experimento, logo submetidos a desinfeccdo e inoculados
em meio de cultura, conforme descrito abaixo (item 8.2.2). Os ramos
originados das brotagBes subsequentes foram também retirados a cada
sete dias. Foram utilizados ramos obtidos até a terceira brotacdo, para a
formagdo inicial de um conjunto de plantas axénicas em numero
suficiente para a realizacdo dos demais experimentos.

Os experimentos foram avaliados diariamente, do quinto ao
décimo dia ap6s a implantagcdo, quanto aos seguintes parametros:
percentual de gemas vidveis brotadas, para cada tipo de haste (maniva);
nimero de explantes (segmentos nodais e apicais), que puderam ser
removidos a partir de cada broto formado para inoculagdo in vitro;
percentual de inibicdo de brotamento de gemas pela dominancia apical
nos dois diferentes tamanhos de segmentos de haste utilizados;
percentual de contaminagdes, incidéncia de contaminacgdes flngicas e/ou
bacterianas, em cada substrato no momento da retirada das brotacdes.

2.2.2 Desinfecco e estabelecimento in vitro de segmentos nodais e
apicais de ramos obtidos a partir da brotagdo das gemas de
segmentos de manivas, mantidas ex vitro em condicGes semi-
assépticas

Ramos, obtidos nas condicfes descritas no item 8.2.1 tiveram
suas folhas removidas, foram lavados com detergente neutro em agua
corrente e submetidos aos seguintes tratamentos de desinfeccdo em
camara de fluxo laminar, a saber:

Tratamento 1- Imersdo em alcool (70%), durante um minuto e em
seguida imersdo em hipoclorito de sodio (2,5% cloro ativo), por trés
minutos.
Tratamento 2- Imersdo em alcool (70%), durante um minuto e em
seguida imersdo em hipoclorito de sddio (2,5% cloro ativo), por cinco
minutos.
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Tratamento 3- Imersdo em alcool (70%), durante um minuto e trinta
segundos e em seguida imersdo em hipoclorito de sodio (2,5% cloro
ativo), por trés minutos.

Tratamento 4- Imersdo em alcool (70%), durante um minuto e trinta
segundos e em seguida imersdo em hipoclorito de sodio (2,5% cloro
ativo), por cinco minutos.

Apos cada intervalo de tempo de imersdo, em cada solucdo
desinfetante, os ramos foram lavados 5 vezes com A&gua destilada
esterilizada, seccionados em segmentos nodais e apicais de 0,8 a 1,0 cm
de comprimento (microestacas com uma Unica gema) e inoculados em
tubos de ensaio (20 x 150 mm), contendo 5 ml de meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962; Sigma Co., USA), suplementado com
3% (w/v) de sacarose e 0,2% (w/v) de fitagel (Phytagel™, Sigma Co.,
USA), com pH ajustado para 5,8 pela adicdo de NaOH 0,1M ou HCL
0,1N e autoclavados por 20 minutos a 1.1Kgf/cm?2 , em temperatura de
120°C. (Obs: esta metodologia de preparacdo de meio de cultura foi
utilizada para todas as circunstancias que envolveram a elaboracdo de
meios de cultura, independente de sua composicao).

As culturas foram mantidas em sala de crescimento nas mesmas
condicdes de temperatura, fotoperiodo e umidade relativa descritas no
item 8.2.1, sendo avaliadas no décimo dia ap6s a inoculag¢do, quanto ao
percentual de explantes limpos (desinfetados), mortos e/ou
contaminados. As microplantas produzidas a partir dessas culturas
foram utilizadas como fontes de explantes para os experimentos de
multiplicagdo, enraizamento, aclimatagdo e de criopreservagéo.

2.3 MICROPROPAGACAO DE Manihot esculenta CRANTZ -
ACESSO GENETICO 52

2.3.1 Multiplicacéo in vitro

As sucessivas subculturas das microplantas, produzidas conforme
descrito no item 8.2.2, foram realizadas de acordo com o seguinte
procedimento: segmentos nodais (medianos e basais) e/ou &pices de 0,5
a 0,8 cm, contendo uma Unica gema foram excisados das microplantas
de 60 dias de idade e inoculados em tubos de ensaio (20 x 150 mm)
contendo 5 ml de meio de cultura MS, suplementado com 4% (w/v) de
sacarose e 0,2% (w/v) de fitagel, preparado sob as mesmas condigdes
descritas no item 8.2.2.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento nas mesmas
condicbes descritas no item 8.2.1. Estas culturas foram avaliadas
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diariamente durante 16 dias, a partir do quinto dia apds a inoculacéo,
guanto a velocidade de brotamento das gemas e formacédo de raizes nos
explantes. Ao final de 16 dias de cultivo, as culturas foram avaliadas
guanto a frequéncia de formacdo de ramos, enraizamento e de formagédo
eventual de calos. Aos 40 dias de cultivo foram avaliadas também em
relacdo ao comprimento do caule e ndmero total de nés formados.
Foram utilizadas 3 repeticbes contendo no minimo 12 microplantas
cada.

2.3.2 Efeito do BAP sobre a inducdo do brotamento de gemas e
formacao de raizes em segmentos nodais cultivados in vitro

Segmentos nodais, contendo somente uma Unica gema, medindo
de 0.5 a 0.8 cm de comprimento, foram excisados de microplantas
axénicas de M. esculenta com 40-60 dias de idade. Estes segmentos
tiveram as folhas retiradas e 0s explantes foram inoculados em tubos de
ensaio (20 x 150 mm) contendo 5 ml de meio MS, suplementado com
4% (w/v) de sacarose, 0,2% (w/v) de fitagel e do regulador de
crescimento BAP (6-benzilaminopurina) nas concentrac@es de 0,0; 0,01;
0,05; 0,125; 0,25; 0,5 e 1,0 mg/I.

As culturas foram mantidas nas mesmas condic¢Ges descritas no
item 8.2.1 e avaliadas diariamente a partir do quinto dia, ap6s a
inoculacéo até o décimo segundo dia, quanto a frequéncia e velocidade
de brotamento das gemas, formacdo de raizes e de calos. Foram
utilizadas 3 repeti¢des de no minimo 12 explantes por tratamento.

2.3.3 Aclimatacdo de microplantas de Manihot esculenta Crantz —
Acesso 52 produzidas in vitro

As microplantas obtidas a partir de segmentos nodais foliares
(0,5-0,8 cm) cultivados durante 45 dias em meio MS, suplementado com
4% (wi/v) de sacarose, 0,2% (w/v) de fitagel e de 0,01 mg/lI de BAP (6-
benzilaminopurina) foram transferidas para condi¢des ex vitro, sendo
transplantadas para copos plasticos com capacidade de 150 ml, contendo
trés diferentes substratos esterilizados: areia de rio lavada, mistura de
areia lavada e substrato comercial (1:1) e substrato comercial
(MECPLANT®) somente. Nas duas primeiras semanas 0s copos com as
plantas transplantadas permaneceram dentro de caixas plasticas opacas
de 340x340x150 mm, fechadas com filme de PVC e mantidas nas
mesmas condicBes descritas no item 8.2.1. Durante esse periodo as
plantas foram nebulizadas com &gua destilada, a cada dois dias, com
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borrifador manual. A partir do sétimo dia, apds a transferéncia, as
plantas foram submetidas a uma exposicao gradual a umidade ambiental
em torno de 70%, pela perfuracdo do filme de PVC, sendo totalmente
expostas a esta condigdo ao final da segunda semana, pela retirada total
do filme. Neste periodo, as plantas continuaram sendo regadas e
nebulizadas manualmente, duas vezes por semana, até o final da terceira
semana, a partir da qual foram somente regadas duas vezes por semana,
porém ndo nebulizadas.

A sobrevivéncia e o crescimento inicial das plantas aclimatadas
nos diferentes substratos foram avaliados durante a transferéncia (tempo
zero) e aos 15, 20, 30 e 45 dias apos o transplante, quanto aos seguintes
pardmetros: altura da parte aérea (cm), nimero de folhas/noés foliares e
taxa de sobrevivéncia. Foram avaliadas ainda as massas frescas das
plantas durante o transplante (tempo zero) e ao final de 45 dias. Para
estas avaliagdes foram utilizadas 15 plantas de cada tratamento.

2.4 CONSERVACAO IN VITRO DE GERMOPLASMA DE Manihot
esculenta CRANTZ — ACESSO 52

2.4.1 Restricao do crescimento in vitro

2.4.1.1 Efeito de diferentes concentracfes de sacarose sobre a
conservagdo in vitro de microplantas Manihot esculenta Crantz — acesso
52

Microplantas com duas semanas de cultivo, possuindo no minimo
uma raiz, obtidas a partir da subcultura de segmentos nodais e/ou apicais
em meio de multiplicacdo/regeneracdo composto por MS, suplementado
com 4% (w/v) de sacarose, 0,2% (w/v) de Fitagel e 0,01mg/l de BAP,
foram transferidas para meio de cultura MS suplementado com 0,2%
(w/v) de Fitagel e com sacarose nas concentracdes de 4, 6, 8 e 10%
(w/v). Para cada concentragdo de sacarose testada foram estabelecidos
quatro lotes, com 15 microplantas cada, inoculadas individualmente em
tubos de ensaio de 20 x 150 mm.

As culturas foram mantidas por 3, 6, 9 e 12 meses, nas condi¢des
descritas no item 8.2.1. Aos 6 meses de armazenamento, cada tubo de
cada tratamento, dos lotes que posteriormente foram avaliados aos 9 e
12 meses de armazenamento, recebeu um “refor¢co” de 2 ml de solugdo
estéril de sacarose nas concentracdes respectivas de cada lote, a saber 6,
8 e 10% (w/v).
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Ao final de cada periodo de armazenamento, as microplantas
foram avaliadas quanto a sobrevivéncia, ao crescimento (altura e
nimero de noés) e a viabilidade, capacidade de regeneragdo, dos
explantes (segmentos nodais e d&pices) removidos das microplantas
armazenadas e inoculados em meio de multiplicacdo/regeneracao.

Foram utilizadas no minimo 15 microplantas, para avaliacdo do
crescimento e 4 repeticbes de 12 microplantas, para avaliar a
sobrevivéncia das microplantas nos meios com diferentes concentragdes
de sacarose. Para avaliar a manutencdo da viabilidade (capacidade de
brotamento e enraizamento em meio de multiplicacdo/regeneragédo) dos
explantes oriundos das microplantas submetidas aos tratamentos de
conservagdo, no minimo 15 explantes de cada tratamento foram
utilizados.

2.4.1.2 Efeito de diferentes concentraces de Phytagel sobre a
conservacdo in vitro de segmentos nodais, encapsulados em alginato, de
Manihot esculenta Crantz — acesso 52

Segmentos nodais axilares, com aproximadamente 0,5 cm de
comprimento, foram excisados de plantulas axénicas de M. esculenta
com 60 dias de idade, e foram encapsulados em alginato de célcio. As
capsulas de alginato de céalcio foram produzidas de acordo com o
método descrito por KINOSHITA & SAITO (1990), com adaptacgdes.
Os explantes foram imersos em meio de cultura MS, com a metade da
concentracdo salina, suplementado com 4% (w/v) de alginato de sodio.
Em seguida, foram coletados juntamente com uma aliquota de 0,2 ml de
meio de cultura com alginato, com auxilio de uma pipeta, e
posteriormente cada gota contendo um explante foi imersa numa
solucdo estéril de 1,4% (w/v) de cloreto de célcio, onde permaneceram
durante 20 minutos para polimerizacdo das capsulas. As capsulas
formadas, contendo um dnico explante, foram armazenadas em tubos de
ensaio 20 X 150 mm, contendo, cada tubo, 8 ml de meio de cultura MS
suplementado apenas com fitagel, nas concentragdes de 0,1; 0,2 € 0,3 %
(Whv).

As culturas foram mantidas nos meios de armazenamento por 3,
6, 9 e 12 meses, nas mesmas condi¢des descritas no item 8.2.1. Para
cada tratamento foram utilizadas 4 repeticGes, com 10 cépsulas cada.

Apo6s cada periodo de armazenamento, as capsulas foram
transferidas individualmente para tubos de ensaio contendo 0 meio de
cultura de multiplicacao/regeneracdo (MS, suplementado com 4% (w/v)
de sacarose, 0,2% (w/v) de Phytagel e 0,01 mg/l de BAP). As
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porcentagens de explantes encapsulados regenerados foram avaliadas ao
final de 30 dias, ap6s a transferéncia das capsulas para 0 meio de
multiplicagdo/regeneracdo.

2.4.2 Desenvolvimento de métodos para a criopreservacao de apices
e segmentos nodais de Manihot esculenta Crantz — acesso 52

Apices e segmentos nodais (tamanho de em torno de 0,5 cm)
foram removidos de microplantas com 45 dias de idade mantidas em
meio de cultura MS semi-solido acrescido de 4% sacarose, 0,2% de
fitagel e 0,01 mg/l de BAP e foram submetidos aos procedimentos de
desidratacdo quimica e vitrificagdo do protocolo proposto por
Charoensub et al. (2003), com adaptagdes. Inicialmente o protocolo
utilizado seguiu as seguintes etapas:

1. Pré-cultura dos explantes em meio liquido MS, com 0,3
M de sacarose (Solucdo 1), durante 16 horas, em temperatura
ambiente (25°C).

2. Transferéncia dos explantes dos frascos de pré-cultura
para criotubos (1,8 ml) contendo uma mistura osmoprotetora
(Solugdo 2) de 0,4 M de sacarose em meio MS (NISHIZAWA et
al., 1992), com adaptagdes, acrescida de 2 M de glicerol, por 20
minutos em temperatura ambiente (25°C). Foram utilizados 10
explantes por criotubo.

3. Remogdo dos explantes da solugdo 2, com auxilio de
micropipeta e transferéncia para a solucdo de vitrificacdo
(Solugéo 3), altamente concentrada (PVS2-7,8 M) (SAKAI et al.,
1990), contendo 30% de glicerol (w/v), 15% de etileno glicol
(w/v) e 15% de DMSO em meio de cultura MS, com metade da
concentracdo salina e com 0,4 M de sacarose, para lavagem dos
explantes sob agitacao.

4. Ap0s agitacdo, remocdo da solucdo 3 e adicdo da
solucdo PVS2 fresca (solugdo 3), mantendo-se em temperatura
ambiente (25 °C) durante 45 minutos (CHAROENSUB et al.,
1999). Apos este periodo, esta solucdo foi drenada e substituida
por 0,5 ml de solugdo 3, por criotubo (1,8 ml), e em seguida
foram imersos diretamente em nitrogénio liquido (-196 °C) por 2
horas.

5. Ap6s o periodo em nitrogénio liquido, procedeu-se ao
descongelamento rapido, em que os criotubos foram retirados do
nitrogénio liquido e colocados em agua (banho Maria a 45° C),
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durante 1 minuto, sob agitacdo. Na sequéncia a solugcdo 3 foi
drenada dos criotubos, substituida por 1,5 ml de solucéo de meio
de cultura MS, acrescida de 1,2 M de sacarose (Solugéo 4), por
20 minutos. Apods este periodo os explantes foram transferidos
para meio de cultura de regeneracdo/multiplicacdo (MS acrescido
de 4% sacarose, 0,01 mg/l de BAP e 0,2% de fitagel). Ressalta-se
que a etapa do protocolo original de Charoensub et al. (2003),
gue preconizava que os explantes permanecessem durante um
periodo de 24 horas sobre discos de papel filtro esterilizado,
colocados sobre meio de cultura MS semi-solido, em placas de
Petri, antes de serem inoculados no meio de regeneracdo, nao foi
realizada no presente estudo. As culturas foram mantidas nas
condicbes descritas no item 8.2.1 e avaliadas quanto a
sobrevivéncia, apos 30 dias de cultivo.

Nos tratamentos realizados neste estudo foram acrescentados, na
etapa 1 do protocolo descrito, além do periodo de 16 horas de imerséo
na solucéo 1, os tempos de imersdo de 24 e 40 horas.

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os experimentos foram montados de acordo com o
delineamento estatistico completamente casualizado. Os resultados
foram analisados estatisticamente através de andlise de variancia simples
(ANOVA), com separacdo de médias pelo teste de Tukey, ao nivel de
significancia de 5% (p<0,05). Os céalculos foram realizados com o
auxilio dos softwares estatisticos STATGRAPHICS Centurion XVI.I e
StatPlus 20009.
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3. RESULTADOS

3.1 MICROPROPAGACAO DE MANDIOCA DE MESA (Manihot
esculenta CRANTZ)

3.1.1 Estabelecimento ex vitro de culturas semi-axénicas de
mandioca de mesa (Manihot esculenta Crantz)

3.1.1.1 Efeito de tipos de substratos e de tipos de segmentos de manivas
sobre a indugédo de brotamento de gemas, ex vitro, em condigdes semi-
assépticas

Na tabela 5 sdo apresentadas as porcentagens de brotamento de
segmentos de ramos (manivas), contendo de 3 a 5 gemas axilares, de 5
acessos de mandioca de mesa (M. esculenta Crantz) avaliados aos 5 e 10
dias, ap6s a implantacdo em substrato de papel toalha. Observa-se que,
no quinto dia ap6s o inicio dos experimentos 0s percentuais de brotacdo
das gemas para 0Ss acessos genéticos 74, 58, 60, 52 e 81 foram,
respectivamente, de 81,26%; 68,03%; 51,36%; 73,10% e 68,93%,
alcancando, ap6s 10 dias percentuais que variaram de 90,70; 84,23;
55,53; 80,96 e 72,63% nos acessos de numero de identificacdo 74, 58,
60, 52 e 81, respectivamente. Em todos 0s acessos testados, O
brotamento ocorreu somente a partir da gema mais distal dos segmentos
de manivas, ocorrendo inibicdo das demais. Ap6s 15 dias de
implantagdo ocorreu uma intensa contaminagdo flngica, que
inviabilizou a realizacdo das avaliagdes subseqientes, provocando a
morte das brotagGes originadas anteriormente, bem como inviabilizando
0 brotamento das gemas remanescentes.

Tabela 5: Percentual de brotamento de gemas de segmentos de ramos
de 5 acessos de mandioca de mesa contendo de 3 a 5 gemas em
substrato papel toalha sob condigbes semi-assepticas. AvaliagOes
ocorreram aos 5 e 10 dias ap6s a implantacao.

Tempo (dias)

Acessos Genéticos

5 10
74 “81,26 90,70
58 68,03 84,23
60 51,36 55,53
52 73,10 80,96
81 68,93 72,63

“Valores (%) sdo proporgdes obtidas de no minimo 23 gemas pré-existentes por
tratamento.
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Com a ocorréncia de intensa contaminacdo flungica utilizando-se
0 substrato de papel toalha foi realizado o segundo experimento,
utilizando-se como substrato a areia esterilizada e segmentos de ramos
(manivas), contendo somente uma e/ou duas gemas. As avaliagcBes dos
percentuais de brotamento das gemas ocorreram diariamente, durante
um periodo de 10 dias. Neste experimento e nos experimentos
subsequentes utilizou-se somente o0 acesso 52 como material bioldgico,
em funcdo da quantidade de ramos matrizes disponiveis.

Observa-se na Tabela 6 e Figura 12 (Apéndices) que, no
substrato de areia esterilizada a taxa de brotamento média foi de
70,33%, apds 10 dias de implantagdo, enquanto que no substrato papel
toalha esta foi de 61%, ndo sendo significativamente diferentes. Apesar
de ndo terem sido realizadas as analises estatisticas, verifica-seque ao
longo de todo periodo de avaliagdo as taxas de brotamento no substrato
de areia se mostraram superiores aos obtidos no substrato de papel
toalha. Novamente neste experimento, no substrato de papel toalha, a
partir do décimo dia de implantacdo foi observada contaminagdo
saprofitica. Em ambos os substratos as taxas de brotamento se
estabilizaram a partir do décimo dia de implantacéo.

Tabela 6: Percentual de inducéo de brotamento de gemas de segmentos
de ramos (manivas) de mandioca de mesa (M. esculenta - acesso 52)
contendo 1 ou 2 gemas, em dois diferentes substratos sob condigdes
semi-assepticas, avaliados diariamente durante 10 dias a partir do quinto
dia de implantacdo.

Tempo (dias)
6 7 8 9 10
Areia “53,67 56,67 59,33 63,00 64,33 70,33a
Papel toalha 37,33 38,67 43,00 43,00 54,00 61,00a

Substratos

Valores (%) representam a média de trés repeti¢Bes, que continham com no
minimo 23 gemas pré-existentes cada, seguidas pela mesma letra na coluna néo
diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (p< 0,05).

Observou-se que nos segmentos de ramos com até duas gemas
ocorreu 0 brotamento das gemas em sua totalidade. As brotacfes
formadas a partir destas gemas iniciais da maniva matriz, originaram
ramos que apresentaram, aos sete dias, apés a indugdo de brotamento,
independentemente do substrato utilizado, em média cinco gemas
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(quatro axilares e uma apical), com potencial para utilizagdo como
fontes de explantes de segmentos nodais e apicais, para as subsequentes
etapas de desinfeccdo, isolamento e inoculagdo para o cultivo in vitro.

Os ramos originados pela brotagdo das gemas dos segmentos de
manivas foram removidos, de forma que foram deixadas as gemas
basais remanescentes, que brotaram posteriormente originando novos
ramos. Assim, foi possivel fazer até duas novas retiradas de ramos, em
intervalos de sete dias. Estes ramos apresentavam gemas axilares e
apicais em quantidade e com qualidade semelhante aos obtidos
inicialmente. Entretanto, a partir da terceira coleta, apesar de serem
produzidas maiores quantidades de ramos, estes eram menos vigorosos,
com entrenés muito curtos, ocorrendo também o aparecimento
significante de contaminantes saprofiticos.

3.1.2 Estabelecimento in vitro de culturas axénicas de Manihot
esculenta Crantz (Acesso 52) a partir de segmentos nodais e apicais
de ramos obtidos em condicfes semi-assépticas

3.1.2.1 Desenvolvimento de protocolos de desinfeccdo de segmentos
nodais e apicais de ramos obtidos em condicdes semi-assépticas

Os experimentos, cujos resultados sdo apresentados a seguir,
foram realizados com o objetivo de otimizar o protocolo de desinfeccdo
dos explantes de segmentos nodais e apicais, removidos dos ramos
produzidos em condigBes semi-assepticas, conforme o item 1 desta
secdo. Foram testados os tratamentos de desinfeccdo descritos no item
8.2.2 (materiais e métodos) em que foram manipulados os tempos de
imersdo dos explantes em alcool 70% e em solucdo comercial de
hipoclorito de sodio, contendo 2,5% de cloro ativo:

Os resultados obtidos nos diferentes tratamentos estdo
demonstrados na Tabela 7. Observa-se que o tratamento 3 (imersdo dos
explantes em alcool (70%) durante um minuto e trinta segundos e em
seguida imersdo em hipoclorito de sédio (2,5% cloro ativo) por trés
minutos foi o mais eficiente na assepsia dos explantes, possibilitando a
obtencdo de um maior percentual (90%) de culturas axénicas, diferindo
significativamente dos demais. Nos tratamentos em que os explantes
foram submetidos a um maior tempo de imersdo em hipoclorito de sédio
(5 minutos) ocorreu maior percentual de mortes, entre 30 e 45%, nos
tratamentos 2 e 4, respectivamente. De maneira geral, considerando-se o
somatério de culturas contaminadas juntamente com as mortes
provocadas pela toxicidade em relacdo ao tempo de exposigéo (imerséo)
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dos explantes as solugbes desinfetantes utilizadas, o tratamento 3 foi o
mais efetivo e de menor efeito nocivo aos explantes, pois apresentou
maior porcentagem de descontaminacdo e menor porcentagem de
explantes contaminados e mortos.

Tabela 7: Efeito de diferentes tempos de imersdo em alcool 70% e em
solucdo comercial de hipoclorito de sodio sobre a desinfeccdo de
explantes (segmentos nodais e/ou apicais) de mandioca de mesa (M.
esculenta - Acesso 52), oriundas de brotacfes obtidas em condi¢fes
semi-assépticas.

Tratamentos Limpos (%) Contaminados (%) Mortes (%)
1 70,4 be 29,6 bc 12,1a
2 80,0 ab 20,0 ab 30,0b
3 90,0a 10,0 a 275b
4 60,0c 40,0c 45,0c

“Média de quatro repeticdes, que continham no minimo dez explantes
(segmentos nodais e/ou apicais), seguidas pela mesma letra na coluna ndo
diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (p< 0,05).

3.1.3 Multiplicagéo e enraizamento in vitro

3.1.3.1 Brotamento e enraizamento in vitro de segmentos nodais e
apicais, cultivados na auséncia de reguladores de crescimento.

Para o estabelecimento de um conjunto de microplantas
cultivadas em condigdes axénicas, como fontes de explantes para os
experimentos subsequentes, os explantes axénicos (segmentos apicais e
nodais), obtidos através dos protocolos de desinfeccdo descritos no item
8.2.1, foram inoculados em meios de cultura MS semi-sélido,
suplementado com 4% de sacarose e 0,2% de Phytagel, isento de
reguladores de crescimento. Ap6s 60 dias de cultivo, as microplantas
originadas foram utilizadas para multiplicar o acesso em estudo.

Nas Tabelas 8 e 9 sdo apresentados respectivamente 0s
resultados da avaliagdo das capacidades de brotamento e enraizamento
dos diferentes tipos de explantes, em meio de cultura MS desprovido de
reguladores de crescimento.

Os dados da Tabela 8 indicam que os segmentos apicais
apresentaram 100% de brotamento ja aos seis dias de cultivo, enquanto



113

0s segmentos nodais medianos e basais apresentaram, no mesmo
periodo, 54,58% e 51,67%, respectivamente. Ao final de dezesseis dias
de cultivo os percentuais totais de brotamento obtidos foram de 72,08%,
para segmentos nodais medianos, de 71,67%, para 0s segmentos nodais
basais e de 100% para 0s segmentos apicais, diferindo
significativamente dos demais explantes.

Tabela 8: Percentuais de brotamento de diferentes explantes (segmentos
nodais basais, segmentos nodais medianos e segmentos apicais), obtidos
de microplantas de mandioca de mesa (M. esculenta - acesso 52)
cultivadas in vitro, durante 60 dias, em meio de cultura MS semi-sélido,
suplementado com 4% de sacarose, 0,2% de Phytagel e isento de
reguladores de crescimento. Avalia¢cBes ocorreram diariamente, durante
dezesseis dias a partir do quinto dia de inoculagéo.

Tipos de

Tempo (dias)

Explantes 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
= = =

Segmentos

nodais
basais

38,33 51,67 61,67 66,67 66,67 66,67 66,67 68,33 70,00 71,67 71,67 7167b

Segmentos

nodais

medianos

54,58 54,58 58,33 60,42 65,83 65,83 65,83 67,91 70,00 70,00 70,00 72,08 b

Segmentos 75,00 1000 | 1000 | 1000 | 12000 | 12000 | 12000 | 12000 | 1000 | 1000 | 1000 | 100,0a

apicais

“Valores sdo proporgdes médias obtidas de 3 repeticdes de no minimo 12
culturas, onde os valores seguidos pela mesma letra na coluna ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os resultados da Tabela 9 indicam que os explantes
demonstraram, também, distintas capacidades de enraizamento sob estas
condi¢des de cultivo. Assim, utilizando-se segmentos apicais obteve-se,
ja a partir do décimo dia de cultivo, em média 100% dos explantes com
formacdo de raizes, originando microplantas completas, enquanto que
em segmentos nodais medianos e basais 0s percentuais maximos de
enraizamento de 55,83% e 73,33%, respectivamente, foram alcangados
somente aos dezesseis dias de cultivo, ndo variando posteriormente.
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Tabela 9: Percentuais de enraizamento de diferentes explantes
(segmentos nodais basais, segmentos nodais medianos e segmentos
apicais), obtidos de microplantas de mandioca de mesa (M. esculenta -
acesso 52) cultivadas in vitro, durante 60 dias, em meio de cultura MS
semi-solido, suplementado com 4% de sacarose, 0,2% de Phytagel e
isento de reguladores de crescimento. Avaliagbes ocorreram
diariamente, durante dezesseis dias a partir do quinto dia de inoculagéo.

Tipos de Tempo (dias)
Explantes

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

16

Segmentos 70,00 0,00 23,33 2667 | 3333 | 4667 60,00 | 66,67 68,33 68,33 73,33
nodais basais

73,33b

Segmentos
nodais 0,00 2,08 2,08 12,50 18,33 18,33 27,08 29,17 35,00 45,41 48,75
medianos

55,83 b

Segmentos

g, 0,00 48,89 75,00 83,89 83,89 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
apicais

100,0a

“Valores sdo proporgdes médias obtidas de 3 repeticdes de no minimo 12
culturas, onde os valores seguidos pela mesma letra na coluna ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para uma melhor visualizacdo dos resultados apresentados nas
Tabelas 8 e 9, as Figuras 13 e 14 (Apéndices) demonstram,
respectivamente, a capacidade de brotamento e enraizamento dos
diferentes tipos de explantes. Observa-se que, a capacidade de resposta,
evidenciadas, tanto pela velocidade de brotamento e enraizamento
quanto pela capacidade méxima de formagdo, tanto de brotos quanto de
raizes em segmentos apicais, foi superior, em relacdo aos demais
explantes. Constata-se ainda que a resposta fisioldgica de formacao de
raizes nos explantes, independente do tipo, ocorreu posteriormente ao
estimulo de brotamento. Verifica-se, também, que houve uma relacéo
proporcional entre o brotamento, a formacdo da primeira folha e o
surgimento do primdrdio radicular e posterior formacdo de raizes em
segmentos nodais basais e apicais, em percentuais similares aos de
brotamento. Para os segmentos nodais medianos, contudo, ndo houve
esta similaridade entre percentuais de explantes brotados (72,08%) e
enraizados (55,83%), 0 que restringiu os percentuais de formacdo de
microplantas completas em relacdo aos segmentos apicais e nodais
basais.
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3.1.3.2 Efeito de diferentes concentragcGes de BAP sobre a inducdo do
brotamento de gemas e formacdo de raizes em segmentos nodais de
mandioca de mesa (Manihot esculenta — Acesso 52)

Os efeitos de diferentes concentragdes da citocinina sintética
BAP sobre a frequéncia de inducdo de brotamento e/ou enraizamento
em segmentos nodais de mandioca de mesa (M. esculenta - acesso 52),
cultivados em meio de cultura MS semi-sdlido, acrescido de 4% de
sacarose, sdo apresentados nas Tabelas 10 e 11, bem como
demonstrados nas Figuras 15 e 16 (Apéndices). Observa-se que
concentracBes crescentes de BAP inibiram mais drasticamente o
brotamento da gema axilar dos segmentos nodais, sendo que as taxas de
brotamento total, ao final de dezesseis dias de cultivo foram de 72,08;
100; 100; 86,66; 57,77; 33,33 e 2,22%, respectivamente, para 0S meios
de cultura com concentragdo de 0,0; 0,01; 0,05; 0,12; 0,25; 0,50 e 1,00
mg/l de BAP. Nos tratamentos em que houve maior grau de inibi¢do do
brotamento os explantes apresentaram um aspecto vitrificado. Os
percentuais maximos de inducéo de brotamento (100%), ocorreram nos
meios de cultura com 0,01 e 0,056 mg/l de BAP diferindo
significativamente dos demais.

Tabelal0:Efeito de diferentes concentracbes de BAP sobre a inducdo de
brotamento (%) das gemas de segmentos nodais de mandioca de mesa
(M. esculenta — acesso 52) cultivados in vitro em meio MS semi-sélido
acrescido de 4% de sacarose durante um periodo de 16 dias. Avaliagdes
ocorreram diariamente durante dezesseis dias a partir do quinto dia de
inoculagdo.

BAP
(mg/1)

Tempo (dias)

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

0,00

54,58 54,58 58,33 60,42 65,83 65,83 65,83 67,91 70,0 70,0 70,0 72,08 b

0,01

68,88 73,33 71,78 88,88 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0a

0,05

46,67 64,44 73,33 86,66 97,78 97,78 97,78 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0a

0,12

17,78 35,55 37,717 73,33 75,55 75,55 75,55 75,55 80,0 84,44 86,66 86,66 b

0,25

8,88 15,55 15,55 48,88 51,11 53,33 53,33 53,33 57,77 57,717 57,77 57,77 be

0,50

2,22 4,44 11,11 13,33 17,77 24,44 28,88 31,11 33,33 33,33 33,33 33,33¢

1,00

0,00 0,00 0,00 0,00 2,22 2,22 2,22 2,22 2,22 2,22 2,22 2,22d

“Valores (N=36) sdo proporcdes médias obtidas de 3 repeticdes de no minimo
12 culturas, onde os valores seguidos pela mesma letra na coluna nédo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Da mesma forma como ocorreu com o enraizamento de diferentes
explantes em meio de cultura MS, desprovido de reguladores de
crescimento, os explantes enraizados nos meios de cultura contendo 0,0
e 0,01 mg/l de BAP apresentaram incremento significativo a partir do
efetivo brotamento das gemas e formacdo da primeira folha dos
segmentos nodais. O maior percentual de enraizamento (95,55%)
ocorreu no meio contendo 0,01 mg/l de BAP. De maneira contraria, esta
resposta morfogénica foi totalmente inibida (0,0%) no meio com 1,00
mg/l deste regulador de crescimento. De maneira geral, nos meios de
cultura com concentracdes de BAP superiores a 0,05 mg/l houve
inibicdo bastante acentuada da formag&o de raizes nos explantes. Nestes
meios de cultura ocorreu a formagdo de calos rigidos, vitrificados, na
base dos explantes e a parte aérea das microplantas apresentava-se com
sintomas de hiperhidricidade. Salienta-se que o engrossamento da base
dos explantes e posterior formacdo do referido calo, bem como o
aspecto vitrificado da parte aérea (hiperhidricidade) foi perceptivel
desde as primeiras avaliagdes, que ocorreram a partir do quinto dia apds
a inoculagéo.

Tabela 4: Efeito de diferentes concentragdes de BAP sobre o
enraizamento (%) de segmentos nodais de mandioca de mesa (M.
esculenta — acesso 52) cultivados in vitro em meio MS semi-sélido
acrescido de 4% de sacarose durante um periodo de 16 dias. Avaliagdes
ocorreram diariamente durante dezesseis dias a partir do quinto dia de
inoculacdo.

BAP Tempo (dias)
(mg/1)
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
0,00 20,0 2,08 2,08 12,5 18,33 18,33 27,08 29,17 35,0 45,41 48,75 55,83 b
0,01 0,0 2,22 15,55 44,44 66,67 88,89 91,11 95,55 95,55 95,55 95,55 95,55a
0,05 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,22 4,44 6,66 6,66 8,88 11,11 1111c
0,12 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0f
0,25 0,0 0,0 0,0 0,0 2,22 2,22 2,22 2,22 4,44 4,44 4,44 4,44d
0,50 0,0 0,0 0,0 0,0 2,22 2,22 2,22 2,22 2,22 2,22 2,22 2,22e
1,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0f

Valores sdo proporgdes médias obtidas de 3 repeticbes de no minimo 12
culturas, onde os valores seguidos pela mesma letra na coluna ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.1.4 Aclimatacéo

A porcentagem de sobrevivéncia ex vitro das plantulas de
mandioca de mesa micropropagadas em meio de cultura MS semi-sélido
acrescido de 4% de sacarose e 0,01 mg/l de BAP foi de 100%, apds 45
dias de transferéncia, em todos os substratos de aclimatacdo testados.
No entanto, ao final de 45 dias as plantulas transplantadas no substrato
areia apresentavam-se bastante debilitadas em relacdo ao vigor, tendo
ocorrido a senescéncia quase que completa das folhas, permanecendo
somente a folha apical, de tamanho bastante reduzido e de coloracéo
amarelada, enquanto que em substrato comercial e mistura de areia e
substrato comercial (1:1) as plantulas apresentavam-se com coloragdo
verde e aspecto vigoroso.

Os pesos médios iniciais de matéria fresca das microplantas no
momento em que foram transferidas para areia, areia e substrato
comercial e substrato comercial foram de 0,20; 0,18 e 0,16 gramas,
enquanto que as alturas médias foram de 2,98; 3,26 e 2,44 cm, e 0
nimero de nés de 4,6; 4,46 e 4,0 respectivamente. Os resultados de
crescimento e desenvolvimento das microplantas em areia, areia e
substrato comercial (1:1) e substrato comercial, ao longo do periodo de
45 dias, sdo apresentados na Tabela 12, bem como representados nas
Figuras 17 e 18 (Apéndices). Observa-se que 0 crescimento das
microplantas em areia lavada esterilizada, aos 45 dias de cultivo, foi
bastante reduzido, ao ponto de comprometer a sobrevivéncia das
mesmas, apresentando incremento nulo, em relacdo ao peso da matéria
fresca e de somente 75,33%, em altura e 76,08%, em nimero de nés.
Entretanto, nos substratos compostos de areia e substrato comercial e de
somente substrato comercial os incrementos em peso da matéria fresca
(195,69% e 189,85%,respectivamente), altura (117,17% e 108,81%,
respectivamente) e em ndmero de folhas (100,11% e 105,75%,
respectivamente) foram significativamente superiores em relagdo aos
obtidos em areia lavada esterilizada. Em relacdo a valores absolutos
(Tabela 12), para todos os parametros de crescimento avaliados, de
forma geral o substrato composto pela mistura de areia e substrato
comercial (1:1) possibilitou, de forma significativa, a obtencdo dos
melhores resultados. Para os pardmetros de crescimento, em peso da
matéria fresca e altura, os valores indicaram que o crescimento das
microplantas durante 45 dias de aclimatagdo, nos substratos compostos
pela mistura de areia e substrato comercial (1:1) e em substrato
comercial foram significativamente superiores (peso da matéria fresca
de 0,72 g e 0,65 g, respectivamente e nimero de folhas/planta de 8,93 e
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8.46, respectivamente) aos obtidos no substrato areia, e semelhantes
entre si. Somente no substrato composto pela mistura de areia e
substrato comercial (1:1) a altura das plantas (7,64+2,05 cm) foi
significativamente superior em relagdo aos demais substratos.

Tabela 5: Pardmetros de crescimento ex vitro de plantulas
micropropagadas de mandioca de mesa (M. esculenta — acesso 52), apds
45 dias de cultivo em diferentes substratos de aclimatacdo.

Massa fresca NUmero de
Substrato @ Altura (cm) folhas/planta

Areia %0,18+0,06 b 4,49+1,21 b 7,0040,75 b
Areia +

substrato 0,72+0,17 a 7,64+2,05 a 8,93+0,70 a

comercial (1:1)

Substrato

comercial 0,65+0,15 a 5,31+1,18 b 8,46+0,83 a

“Valores (N=15) representam a médiatdesvio padrdo de 15 repeticdes por
tratamento, onde os valores seguidos pela mesma letra na coluna ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Em relacdo & formagdo de raizes, aparentemente ndo houve a
morte e/ou substituicdo das raizes formadas in vitro, durante o processo
de aclimatacdo. Houve um incremento do nUmero de raizes e
crescimento das mesmas, com a formacdo de emaranhado de raizes
secundarias, de forma mais intensa nas microplantas aclimatadas nos
substratos compostos pela mistura de areia e substrato comercial e por
substrato comercial, enquanto que no substrato areia ndo houve a
formacdo de novas raizes, havendo apenas um pequeno crescimento das
mesmas (dados ndo apresentados).
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3.2 CONSERVACAO IN VITRO DE GERMOPLASMA DE
MANDIOCA DE MESA (Manihot esculenta CRANTZ)

3.2.1 Efeito de diferentes concentragdes de sacarose no meio de
cultura sobre a conservagdo in vitro de microplantas de mandioca
de mesa

O crescimento e desenvolvimento de microplantas de mandioca
de mesa cultivadas in vitro em meio de cultura MS semi-solido,
acrescido de diferentes concentracGes de sacarose estdo apresentados
nas Tabelas 13 (altura) e 14 (nimero de nds), bem como representados
nas Figuras 19 e 20, respectivamente. Observa-se que 0 aumento
gradativo na concentra¢do de sacarose adicionada ao meio de cultura
MS promoveu uma reducdo significativa do crescimento em altura das
microplantas, 11,74+1,774 cm, 5,76+1,147 cm, 3,560,622 cm e
2,12+0,546 cm para as concentracGes de 4, 6, 8 e 10% de sacarose
respectivamente, perfeitamente perceptivel apds 3 meses de cultivo. Esta
significativa redugdo no crescimento em altura se repetiu ao longo dos
12 meses de cultivo, nestas condi¢oes.

Apos o terceiro més de cultivo as plantulas inoculadas no meio de
cultura com 4% de sacarose atingiram tamanho acima dos limites
méaximos dos frascos de cultura, inviabilizando a manutencdo das
mesmas nestas condigdes e consequentemente as avalia¢fes posteriores
a este periodo. As plantulas crescidas no meio de cultura com 6% de
sacarose cresceram de forma mais rapida a partir do terceiro més de
cultivo, no entanto a altura maxima das plantulas (11,60£2,164 cm) foi
atingida ao redor do sexto més de cultivo, permanecendo de certa forma
constante aos 9 e 12 meses, atingindo altura maxima de 12,90+1,105 e
11,92+1,149 cm, respectivamente. Assim, em média as plantulas
crescidas nesta concentracdo de sacarose atingiram altura maxima de em
torno de 12,1 cm, ao longo de todo periodo de cultivo (12 meses),
permanecendo estabilizadas. No meio de cultura com concentracdo de
sacarose de 8% este padrdo de crescimento e desenvolvimento também
se repetiu, ao longo do periodo de 12 meses, no entanto a altura maxima
atingida foi significativamente menor em relagéo ao tratamento anterior,
ficando a média em 4,9 cm, ao longo de todo periodo. O mesmo ocorreu
com o padrdo de crescimento/desenvolvimento das microplantas em
meio de cultura contendo 10% de sacarose. Ou seja, a altura maxima foi
atingida ap6s o sexto més de cultivo, mantendo-se praticamente
constante até o final do periodo (12 meses), porém atingindo uma altura
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média no periodo (6 a 12 meses) de 2,7 cm, uma reducdo de tamanho
das plantulas altamente significativa perante os demais tratamentos.

Tabela 6: Crescimento em altura (cm) de plantas micropropagadas de
mandioca de mesa (M. esculenta — acesso 52) inoculadas e cultivadas
durante 3, 6, 9 e 12 meses em meio de cultura MS semi-sélido acrescido
de diferentes concentrag¢fes de sacarose.

Tempo de cultivo in vitro (meses)

Sacarose
(%)
3 6 9 12
4 211,74+1,774 a *k *x *k
6 5,761,147 b 11,60+2,164 a 12,90+1,105a 11,92+1,149a
8 3,56+0,622 ¢ 4,43+0,820 b 5,26+0,863 b 5,18+0,649 b
10 2,1240,546 d 2,35+0,907 ¢ 2,92+0,916 ¢ 2,97+0,695 ¢

“Valores (N=15) representam a média+desvio padrio de 15 repeticdes
(microplantas) por tratamento, sendo que os valores seguidos pela mesma letra
na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
**Dados ndo coletados, pois as microplantas cultivadas neste meio de cultura,
apos 3 meses de cultivo, cresceram além do tamanho maximo dos frascos de
cultura, inviabilizando a coleta de dados apds este periodo.

Em relacdo ao numero de no6s formados por plantula houve
diferencas significativas entre os tratamentos, em todos os periodos
avaliados (Tabela 14). De forma semelhante ao ocorrido com o
crescimento em altura das plantulas também houve uma reducdo
significativa da quantidade de n6s formados nas plantulas cultivadas em
meios com aumento gradativo na concentracdo de sacarose. Aos 3
meses de cultivo os nimeros médios de nés/microplanta foram de
8,66+0,816, 8,80+0,774, 8,13+0,833 e 7,14+0,864, nos meios de cultura
com concentracdo de sacarose de 4, 6, 8 e 10%, respectivamente.
Mesmo considerando que em termos de valores absolutos houve
diferenca  significativa na reducdo no nimero de nds
formados/microplanta entre os tratamentos. Pode-se afirmar que esta
reducdo ndo se deu de forma tdo intensa quanto a observada em relagéo
ao tamanho das microplantas. Deve-se considerar também que a
guantidade maxima de n6s formados nos diferentes tratamentos foi
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atingida aos 9 meses de cultivo, a partir do qual estas quantidades
permaneceram estabilizadas, obtendo-se em média dos 9 aos 12 meses
de cultivo, 11,5; 9,8 e 8,9 nés/microplanta, nos meios de cultura com
concentracdo de sacarose de 6, 8 e 10%, respectivamente.

O efeito de concentracdes crescentes de sacarose adicionadas ao
meio de cultura em relacdo a sobrevivéncia de microplantas ao longo do
tempo em cultura in vitro estd representado na Figura2l. Percebe-se
gue houve um efeito significativamente diferente entre as diferentes
concentracBes de sacarose apos 12 meses de cultura in vitro. O meio de
cultura com 8% de sacarose foi 0 que possibilitou a maior taxa de
sobrevivéncia de microplantas (80%) apds 12 meses.

Tabela 7: Crescimento em nimero de nds de plantas micropropagadas
de mandioca de mesa (M. esculenta — acesso 52) inoculadas e cultivadas
durante 3, 6, 9 e 12 meses em meio de cultura MS semi-solido acrescido
de diferentes concentrag¢fes de sacarose.

Tempo de cultivo in vitro (meses)

Sacarose
(%)
3 6 9 12
4 %8,66+0,816 ab fad ek i
6 8,80+0,774 a 9,46+1,125 ab 11,60+0,985 a 11,46+0,915 a
8 8,13+0,833 b 9,730,703 a 9,8040,774 b 9,931,437 b
10 7,14+0,864 c 8,920,997 b 9,00+0,877 ¢ 8,85+0,770 ¢

“Valores (N=15) representam a média+desvio padrdo de 15 repeticdes
(microplantas) por tratamento, sendo que os valores seguidos pela mesma letra
na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
**Dados ndo coletados, pois as microplantas cultivadas neste meio de cultura
apo6s 3 meses de cultivo cresceram além do tamanho maximo dos frascos de
cultura, inviabilizando a coleta de dados apds este periodo.
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Figura 12: Altura média de microplantas de mandioca de mesa (M.
esculenta — acesso 52) cultivadas durante doze meses em meio de
cultura MS semi-sélido acrescidos de diferentes concentragbes de
sacarose. As avaliagBes ocorreram a cada trés meses utilizando-se 3
repeticdes de 12 microplantas cada, por tratamento. Letras iguais sobre
as colunas em cada periodo de tempo ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 13: Namero médio de nés (foliares + apical) por microplanta de
mandioca de mesa (M. esculenta — acesso 52) cultivadas durante doze
meses em meio de cultura MS semi-s6lido acrescido de diferentes
concentracBes de sacarose. As avaliagcBes ocorreram a cada trés meses
utilizando-se 3 repeticdes de 12 microplantas cada, por tratamento.
Letras iguais sobre as colunas em cada periodo de tempo nédo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 14: Percentagem de mortalidade de microplantas de mandioca
de mesa (M. esculenta — acesso 52) cultivadas durante doze meses em
meio de cultura MS semi-solido acrescido de diferentes concentragdes
de sacarose. As avaliagcBes ocorreram a cada trés meses, durante 12
meses, utilizando-se 4 repeticGes de 12 microplantas cada, por
tratamento. Letras iguais sobre as colunas em cada periodo de tempo
nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

A capacidade de retomada do crescimento e desenvolvimento
normal (e.g. brotamento e enraizamento) em meio de
regeneracdo/multiplicacdo (MS semi-solido acrescido de 4% de sacarose
e 0,01 mg/l de BAP) de apices e segmentos nodais oriundos de plantas
cultivadas in vitro, em meio de cultura MS, semi-so6lido, acrescido de
diferentes concentracGes de sacarose (4, 6, 8 e 10%), durante 3, 6, 9 e 12
meses estd apresentada na Tabela 15 (brotamento) e Tabela 16
(enraizamento). Salienta-se que as avaliacOes referentes & capacidade
de retomada do crescimento e desenvolvimento de apices inoculados em
meio de regeneracdo/multiplicacdo somente foi possivel a partir de
plantas  cultivadas até o sexto més, nos meios com diferentes
concentragdes de sacarose, uma vez que a partir do nono més de cultivo
nestes meios houve a morte de grande parte dos apices das plantas.
Associado a este fator houve inducdo do brotamento das gemas axilares
e formacdo de brotagfes, no entanto a capacidade de brotamento de
apices oriundos de plantas cultivadas, até o sexto més, em meios com
diferentes concentragdes de sacarose foi de 100% para todos os
tratamentos. Entretanto, para 0s segmentos nodais a capacidade de
brotamento foi de 100%, até o nono més de cultivo, independente da
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concentracdo do meio de origem dos explantes. Apds o periodo de 12
meses de cultivo obteve-se 96,66; 100,0 e 96,66% de frequéncia de
brotamento dos segmentos nodais oriundos de plantas cultivadas em
meio de cultura com 6, 8 e 10% de sacarose, respectivamente.

Tabela 8: Taxa de brotamento (%) de apices e segmentos nodais de
mandioca de mesa (M. esculenta — acesso 52) obtidos de microplantas
cultivadas durante 3, 6, 9 e 12 meses em meio MS com diferentes
concentracdes de sacarose. Avaliagdo apds 30 dias de cultivo em meio
MS acrescido de 4% sacarose e 0,01 mg/l de BAP.

Tempo de conservagao (meses)

Explantes Sacarose
(%)
3 6 9 12
6 100,0 100,0
Apices 8 100,0 100,0
10 100,0 100,0
6 100,0 100,0 100,0 96,66
Seg. Nodais 8 100,0 100,0 100,0 100,0
10 100,0 100,0 100,0 96,66

“Valores (N=36) representam a média de proporcdes obtidas de 3 repeticdes de
12 explantes por tratamento. Os tratamentos ndo diferiram significativamente
pela aplicagdo do teste de Tukey (p<0,05).

A capacidade de enraizamento dos apices obtidos de plantas com
trés meses de cultivo, em meios com 6, 8 e 10% de sacarose, foi de
96,66; 100,0 e 100,0%, respectivamente, enquanto que, aos seis meses,
houve reducdo na capacidade de enraizamento destes explantes,
obtendo-se 66,66; 96,66 e 70,0% de apices enraizados nos meios de
cultura com 6, 8 e 10% de sacarose, respectivamente. Por outro lado os
segmentos nodais mantiveram alta capacidade de enraizamento, com
destaque para os explantes oriundos de microplantas cultivadas em meio
com 8% de sacarose, obtendo-se 100,0% de enraizamento dos explantes
obtidos de plantulas apds 3, 6, 9 e 12 meses de cultivo in vitro.
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Tabela 9: Taxa de enraizamento (%) de apices e segmentos nodais de
mandioca de mesa (M. esculenta — acesso 52) obtidos de microplantas
cultivadas durante 3, 6, 9 e 12 meses em meio MS com diferentes
concentracdes de sacarose. Avaliagdo apds 30 dias de cultivo em meio
MS acrescido de 4% sacarose e 0,01 mg/l de BAP.

Tempo de conservagao in vitro (meses)

Explante Sacarose
)
3 6 9 12
6 96,66 66,66 b - -
Apices 8 100,0 96,66 a - -
10 100,0 70,00 b -- -
6 93,33 93,33 9333a 86,66b
Seg. Nodais 8 100,0 100,0 100,0 a 100,0 a
10 100,0 100,0 93,33a 93,33 ab

“Valores (N=36) representam a média de proporcdes obtidas de 3 repeticdes de
12 explantes por tratamento, sendo que os valores seguidos pela mesma letra na
coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

4.2.2 Efeito de diferentes concentragdes de Phitagel no meio de
cultura sobre o armazenamento de apices e segmentos nodais de
mandioca de mesa (M. esculenta — acesso 52) encapsulados em
alginato de célcio

A técnica de encapsulamento de explantes (segmentos nodais e
apices) e inoculagdo em meios de armazenamento com diferentes
concentracBes de agar efou fitagel, restritivos ao crescimento e
desenvolvimento in vitro durante os periodos de 3, 6, 9 e 12 meses foi
testada como forma de viabilizar um sistema de conservagdo de
germoplasma. Ap6s cada periodo os explantes encapsulados seriam
avaliados quanto a sua capacidade de retomada do crescimento,
inoculando-os em meio de regeneragdo/multiplicagdo. Os testes
realizados demonstraram que jA aos 3 meses de armazenamento 0s
explantes encapsulados, independente de serem apices e/ou segmentos
nodais, foram incapazes de retomar seu crescimento/desenvolvimento
(brotamento e enraizamento) normalmente, senescendo precocemente
em sua grande maioria (dados ndo apresentados). No entanto, observou-
se que os explantes, ap6s serem encapsulados e na sequéncia inoculados
no meio de multiplicacdo/regeneracdo tiveram capacidade de romper as
capsulas e retomarem seu crescimento/desenvolvimento normalmente.
Na Tabela 17 estdo apresentados os percentuais de brotamento, ao
longo de 12 dias de cultivo, de apices e segmentos nodais encapsulados
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e inoculados em meio de regeneragdo/multiplicacdo, também
representados na Figura 22. Observa-se que os apices encapsulados
atingiram 100% de brotamento ja aos 8 dias apds a inoculagdo, enquanto
gue 0s segmentos nodais atingiram percentual maximo de brotamento
(93,33%), a partir do décimo dia de cultivo. Estes resultados foram
muito semelhantes aos obtidos, com 0s mesmos tipos de explantes sem
encapsulamento, quando inoculados no mesmo meio de cultura, em que,
0s apices atingiram o maximo de brotamento (100%) por volta do sexto
dia e os segmentos nodais, por volta do nono dia.

Tabela 10: Taxa de brotamento (%) de apices e segmentos nodais de
mandioca de mesa (M. esculenta — acesso 52) encapsulados e inoculados
em meio de regeneracdo/multiplicacdo (MS acrescido de 4% sacarose e
0,01 mg/l de BAP). Avaliacdo durante 12 dias a partir do quinto dia
apos a inoculagéo.

Brotamento diario (%)

5 6 7 8 9 10 11 12

Explantes

Apices 780,00 83,33 96,66 1000a 1000 1000 100, 100,0 a

Seg.

. 23,33 30.00 5333 5666b 6666 86,66 93,33 93,33a
nodais

“Valores representam a média de proporcBes obtidas de 3 repeticdes de no
minimo 10 explantes por tratamento, sendo que os valores seguidos pela mesma
letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p=<0,05).
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Figura 15: Percentagem de brotamento de apices e segmentos nodais de
mandioca de mesa (M. esculenta — acesso 52) encapsulados em alginato
de célcio e inoculados em meio de regeneracdo/multiplicacdo. As
avaliacOes ocorreram diariamente durante 12 dias a partir do quinto dia
de cultivo, utilizando-se 3 repeticbes de 10 explantes cada. Letras iguais
sobre as colunas em cada periodo de tempo ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.2.3 Desenvolvimento de métodos para criopreservacdo de
segmentos nodais de mandioca de mesa (M. esculenta — acesso 52)

Os resultados apresentados a seguir referem-se principalmente
aos efeitos provocados pela desidratacdo quimica (vitrificacdo) sobre a
sobrevivéncia de apices e segmentos de mandioca de mesa submetidos
ao procedimento de vitrificagdo proposto por Charoensub et al. (2003) e
algumas modifica¢fes do mesmo.

O efeito da desidratacdo quimica sobre a sobrevivéncia dos
explantes foi determinado avaliando-se a capacidade de brotamento das
gemas em 4apices e segmentos nodais de mandioca de mesa (M.
esculenta — Acesso 52), submetidos a desidratacdo/vitrificacdo, por
imersdo em meio de cultura MS e sacarose a 0,3 M (solugéo 1 item
8.4.2 materiais e métodos), durante 16, 24 e 40 horas. Os resultados
demonstrados na Figura 23 indicam que o efeito da desidratacdo
guimica sobre os segmentos nodais foi bastante nocivo, comprometendo
a viabilidade destes explantes, mesmo sem submeté-los ao
congelamento em nitrogénio liquido, uma vez que as taxas de
sobrevivéncia, ap6s 16, 24 e 40 horas de desidratagdo, foram,
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respectivamente, de 0,0; 3,33 e 0,0%. Por outro lado, a capacidade de
sobrevivéncia dos apices permaneceu bastante alta, principalmente
quando permaneceram sob desidratacdo durante 24 e 40 horas, em que a
sobrevivéncia foi de 93,33 e 96,66%, respectivamente.
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Figura 16: Percentagem de Brotamento de explantes (&pices e/ou
segmentos nodais) de mandioca de mesa (M. esculenta — acesso 52)
submetidos a desidratacdo quimica em solucdo liquida de MS e sacarose
0,3 M durante 16, 24 e 40 horas. A avaliagdo ocorreu aos sete dias ap6s
a inoculacdo em meio de multiplicacdo. Média de 3 repeti¢cdes de 10
explantes por periodo.

Na Figura 24 esta representada a capacidade de sobrevivéncia,
determinada pela capacidade de brotamento (%) de apices e segmentos
nodais submetidos a desidratacdo, sobre papel filtro, embebido com
solucéo de sacarose 0,3 M em meio de cultura MS, durante 16, 24 e 40
horas. Nesta condicdo o efeito nocivo da desidratagdo sobre a
sobrevivéncia de segmentos nodais também foi bastante intensa,
reduzindo a sobrevivéncia dos mesmos para 3,33%, ap6s 16 horas e
causando a perda de viabilidade total destes, ap6s 24 e 40 horas. Os
apices também tiveram sua viabilidade reduzida nesta condicdo, de
forma crescente, ao longo do periodo de desidratagdo, passando de
96,66 para 73,33 e 70,0% de sobrevivéncia, apds 16, 24 e 40 horas de
desidratacéo, respectivamente.
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Figura 17:Percentagem de brotamento de explantes (apices e/ou
seguimentos nodais) de mandioca de mesa (M. esculenta — acesso 52)
submetidos a desidratacdo quimica sobre papel embebido em solucdo de
MS e sacarose 0,3 M durante 16, 24 e 40 horas. A avalia¢do ocorreu aos
sete dias apds a inoculacdo em meio de multiplicacdo. Média de 3
repeticOes de 10 explantes por periodo.

Salienta-se que os explantes que foram imersos em nitrogénio
liguido ndo sobreviveram, independentemente dos tratamentos
preliminares de desidratacéo, vitrificacdo e osmoprotecao aplicados.
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4. DISCUSSAO

4.1 MICROPROPAGACAO DE MANDIOCA DE MESA (Manihot
esculenta CRANTZ)

4.1.1 Obtencéo de culturas axénicas
4.1.1.1 Inducdo de brotamento de gemas em sistema semi-asséptico

Para viabilizar os trabalhos de cultivo e conservacdo in vitro
propostos neste estudo foi necessario, inicialmente, estabelecer uma
forma eficiente e pratica de obtengdo do maior ndmero possivel de
brotacGes em segmentos de ramos de plantas matrizes de mandioca de
mesa (M. esculenta Crantz.) dos acessos em estudo, com vigor e com
alto grau de limpeza de microrganismos contaminantes.

Como a desinfecgdo/isolamento de explantes e obtencdo de
culturas axénicas € uma etapa crucial para o desenvolvimento de
sistemas eficazes de cultivo in vitro, foram conduzidos experimentos
para estabelecer um sistema eficiente de obtencdo de brotacGes em
condicdes semi-assépticas para producao inicial de brotagdes jovens, das
guais seriam excisados 0s explantes (apices e segmentos nodais), para a
etapa de desinfecgdo/isolamento in vitro. Neste sentido, buscou-se
otimizar a producdo de brotacdes, a partir de gemas pré-existentes em
segmentos de ramos, desenvolvendo um protocolo em condicfes semi-
assépticas, conforme descrito no item 8.2.1 dos materiais e métodos.

Estes experimentos indicaram que o melhor substrato para
indugcdo de brotamento das gemas em condigdes semi-assépticas foi
aquele em que se usou somente areia de rio lavada e esterilizada, pois
nesta condicdo o aparecimento de eventuais contaminagdes foi
insignificante. Por outro lado a utilizacdo de papel toalha como substrato
se mostrou insatisfatoria, principalmente pelo intenso aparecimento de
contaminantes, principalmente flngicos, ao longo do periodo de
crescimento das brotacoes.

Testando-se a eficiéncia de inducdo de brotamento em segmentos
de ramos contendo de 3 a 5 gemas de diferentes Acessos, verificou-se
que a brotacdo dos mesmos ocorreu em percentuais que variaram de
72,63 a 90,70% dependendo do acesso. Esta amplitude nas taxas de
brotamento pode evidenciar que houve diferencas na capacidade de
brotamento das gemas associadas aos diferentes acessos e as condigdes
fisiologicas (vigor) das plantas matrizes. Salienta-se ainda que a
brotagdo, neste tipo de ramo, ocorreu somente na gema mais distal de
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cada segmento, inibindo a brotagdo das demais que perdurou ao longo
do tempo. Este comportamento demonstrou que também houve um
efeito de dominéncia apical para os acessos testados quando se utilizam
segmentos de ramos com numero de noés superior a trés. De forma
contréria, quando se utilizaram segmentos de ramos com tamanhos
menores, contendo de uma a duas gemas somente, este efeito inibitdrio
ndo foi observado, havendo brotacdo homogénea de todas as gemas
Vvidveis pré-existentes.

Na condicdo mais adequada de inducdo de brotamento, ou seja,
utilizando-se areia como substrato no sistema de inducdo semi-
asséptico, os segmentos de ramos que se mostraram mais eficientes na
formagdo de maior nimero de brotagdes a partir das gemas pré-
existentes foram aqueles contendo de 1 a 2 nds, portanto uma ou duas
gemas pré-existentes por segmento, atingindo 70,33% de brotamento do
total de gemas existentes viaveis ou ndo. Utilizando-se este tipo de
segmento todas as gemas vidveis brotaram uniformemente e formaram,
ap6s 7 dias de implantacdo, brotagbes com tamanho e qualidade
adequadas, para serem utilizadas na etapa de isolamento. Salienta-se que
este sistema possibilitou a realizacdo de até 3 coletas de brotacdes
novas, a partir da coleta inicial. Estas coletas foram possiveis, a cada 7
dias de intervalo entre uma e outra. Normalmente, apds a coleta
formava-se somente uma nova brotacdo, no entanto, em varias ocasifes
formaram-se até duas novas brotacdes a partir de gemas basais
remanescentes.

Ressalta-se ainda que cada brotacdo coletada a cada 7 dias
permitiu a obtencdo de em média 5 explantes, sendo quatro segmentos
nodais e um apical, para serem utilizados na etapa de desinfeccdo e
isolamento. A partir da terceira coleta, no entanto, as brotacGes
formadas apresentavam-se menos vigorosas, pouco alongadas, com
entrends muito curtos e aparecimento significante de contaminantes, ndo
sendo recomendavel a utilizagdo dos mesmos na etapa subsequente, de
desinfeccdo e isolamento in vitro. Todavia, este sistema possibilitou o
brotamento da totalidade de gemas viaveis e a conseqtiente obtencédo de
brotacdes a partir das mesmas. Salienta-se que com os cuidados de
limpeza e desinfeccdo aplicados aos segmentos de ramos empregados
nesta etapa, houve acentuada reducdo no aparecimento de
contaminagBes, no decorrer do processo de crescimento e
desenvolvimento das brotagBes, no sistema semi-asséptico empregado.
Desta forma, este protocolo possibilitou a obtencdo de brotacdes em
maior quantidade e com melhor qualidade fitossanitéria, facilitando e
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aumentando a  eficiencia  do processo posterior  de
desinfeccao/isolamento de explantes in vitro.

Em outros trabalhos de micropropagacdo de mandioca
desenvolvidos, principalmente por pesquisadores brasileiros, foram
utilizados sistemas diferentes de inducdo de brotagcdes jovens em
segmentos de ramos, notadamente baseados nos trabalhos de Silva
(2004) e/ou fundamentados em pequenas adaptagbes deste
(BARRUETO CID et al., 2007). Nestes a etapa de inducéo foi realizada
em casas de vegetacdo, telados e/ou em camaras de propagacao
acelerada (SOUZA et al., 2009), a partir da qual as brotagdes foram
coletadas e submetidas aos procedimentos de assepsia, no laboratério.
No caso do trabalho em tela, as brotagdes foram induzidas em sistemas
implantados em sala de crescimento, em condi¢Bes semi-assépticas, de
onde as brotacBes foram coletadas em intervalos de tempo menores e
com maior qualidade fitossanitaria, agilizando e otimizando o0s
procedimentos de assepsia, isolamento dos explantes e obtencdo de
culturas axénicas.

4.1.1.2 Desinfeccdo e isolamento in vitro a partir de segmentos nodais e
apicais de brotagdes de mandioca de mesa obtidas em condic¢des semi-
assépticas

Entre os tratamentos de desinfeccdo testados aquele que se
mostrou mais eficiente e de menor efeito toxico foi o tratamento 3, que
constou inicialmente da imersdo das brotacbes em alcool 70% durante
um minuto e trinta segundos, seguida da imersdo em hipoclorito de
sodio (2,5% cloro ativo), por trés minutos. Utilizando-se este protocolo
obteve-se 90% de culturas assépticas (axénicas). Por outro lado
observou-se que os tratamentos com tempo de imersdo superior a 3
minutos em hipoclorito de sédio afetaram a viabilidade dos explantes,
provocando a incidéncia de maior percentual de morte dos mesmos.
Salienta-se que 0 sucesso deste simples e pratico processo de
desinfeccdo deveu-se também a qualidade fitossanitaria das brotacfes
obtidas no sistema semi-asséptico preconizado, uma vez que em
protocolos de desinfec¢do utilizados em outros estudos, para diferentes
acessos de mandioca, foi necessaria também a utilizacdo de substancias
com efeito antifungico, antibacteriano e/ou alto poder biocida (e.g.
Claforam, Benlate ¢ PPM™- Plant Preservative Mixture - Plant Cell
Technology - Washington DC USA), tanto nos procedimentos de
desinfeccdo das brotacGes quanto adicionados aos meios de cultivo
utilizados no isolamento destes explantes. Mesmo assim, tais
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procedimentos mais complexos ndo garantiram a assepsia total das
culturas (BARRUETO CID & JORDAN, 2006; BARRUETO CID et
al., 2007) enquanto, que no presente estudo os explantes foram isolados,
com sucesso, ap6s a desinfeccdo e inoculagdo em meio de cultura MS
semi-sélido, acrescido de 3% sacarose.

Ressalta-se ainda que no procedimento descrito acima, a
inoculacdo nos meios contendo as varias substancias citadas, com acao
desinfetante foi somente a primeira etapa no processo de obtencdo de
culturas assépticas, que durou somente 15 dias. Os explantes apds este
periodo foram retirados desta condicdo e submetidos a uma nova etapa
de desinfeccdo com hipoclorito de sddio (2.5% de cloro ativo), por 10
minutos e em seguida reintroduzidos em meio de cultura fresco. Estes
autores nao relataram a ocorréncia de toxicidade do hipoclorito de sédio
sobre os explantes, mesmo considerando o longo periodo de tempo de
imersdo nesta solugdo quando comparado ao protocolo preconizado no
presente estudo.

Ja Beyene (2009) utilizou em seu trabalho, com dois acessos de
mandioca, a imersdo dos explantes durante 1 minuto em alcool 70% e
apo6s imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio a 1% durante 7
minutos, ndo relatando efeito fitotdxico nesta condigdo. Logo o efeito
nocivo do hipoclorito de sddio sobre 0s explantes deve estar associado a
concentracdo da solugdo usada, bem como ao tempo de imersdo dos
explantes nestas solucdes e também ao menor ou maior grau de
sensibilidade dos explantes, associados as diferengcas genotipicas e
mesmo a condig¢do fisioldgica dos mesmos, em cada situacdo especifica.

Sendo assim, conclui-se que quando se trabalha com determinada
espécie, neste caso especifico M. esculenta, visando o isolamento e
estabelecimento inicial in vitro, deve-se considerar as possiveis
diferencas genotipicas, os diferentes tipos de explantes e suas
peculiaridades fisioldgicas, as diferencas em relacdo a procedéncia e o
sistema de producdo das plantas matrizes, bem como seu estadio
fisiolégico de desenvolvimento no momento da coleta. Todos estes
fatores em conjunto e/ou isoladamente poderdo determinar, em maior ou
menor grau, 0 sucesso dos sistemas de assepsia na desinfeccéo,
isolamento e estabelecimento in vitro, no que se refere a eficiéncia de
desinfeccdo e a possibilidade de ocorréncia de toxicidade das solucdes
desinfetantes utilizadas sobre os explantes. Dentro deste contexto,
sabendo-se que esta etapa inicial poder4d comprometer as etapas
subsequentes de micropropagacdo, ha necessidade de que os
procedimentos bésicos de assepsia definidos para uma determinada
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espécie sejam ajustados, em casos especificos, de forma a garantir maior
eficiéncia do sistema.

Para 0 acesso usado neste estudo, o protocolo definido se mostrou
0 mais eficiente e menos nocivo aos explantes. Apds 45 dias de
isolamento e cultivo in vitro, as microplantas axénicas produzidas
apresentaram crescimento suficiente para serem utilizadas como fonte
de explantes (e.g. apices e segmentos nodais), para dar continuidade aos
experimentos de micropropagacdo (multiplicacdo, enraizamento e
aclimatacdo) e de conservacdo in vitro. Salienta-se que, durante este
periodo, e nas repicagens subsequentes as culturas ndo apresentaram
contaminag@es. Outra constatacdo importante foi que, neste periodo de
crescimento e desenvolvimento in vitro, as plantas formadas n&o
apresentaram  anormalidades em seu desenvolvimento, que
eventualmente poderiam ser provocadas pelo processo de desinfeccdo
adotado, pela composi¢do do meio de cultura de isolamento e mesmo
pelas condigbes ambientais de crescimento, Ou seja, houve uma
adequada adaptacdo dos explantes e das microplantas formadas a todos
os fatores envolvidos no sistema apresentado.

Obviamente, deve-se considerar que este protocolo de
isolamento, que ndo utilizou meristemas, como a maioria dos protocolos
preconiza, é perfeitamente aplicavel, desde que as plantas matrizes nédo
apresentem contaminagdes, principalmente por viroses, que inviabilizem
a utilizacdo de apices e/ou segmentos nodais. Desta forma, 0 manejo do
cultivo das plantas matrizes deverd permitir a produgdo de plantas
isentas de viroses e que ndo permitam a sua contaminacgdo (e.g. cultivo
em telados anti-afideos), além do que as plantas matrizes devem ser
monitoradas constantemente e diagnosticadas quanto & contaminagdo
por viroses (e.g. método ELISA e/ou métodos moleculares). Por outro
lado, mesmo constatando-se que determinado material esteja
contaminado por viroses, ha a possibilidade de aplicacdo do protocolo
proposto, desde que o material vegetal (ramos) passe por um tratamento
de termoterapia anterior a fase de inducdo de brotaces em condigdes
semi-assépticas e posterior desinfecgdo/isolamento de apices e
segmentos nodais.
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4.2 CULTURA IN VITRO: ESTABELECIMENTO,
MULTIPLICACAO E ENRAIZAMENTO

4.2.1 Estabelecimento de cultura in vitro de mandioca de mesa
(Manihot esculenta Crantz — acesso 52)

Adequar condicdes ideais de crescimento e desenvolvimento para
0 estabelecimento e consequente multiplicacdo in vitro sdo condicbes
imprescindiveis para obter um sistema eficaz e robusto para a
micropropagacdo de determinada espécie. Neste sentido, torna-se
necessario definir as concentracdes adequadas de cada componente dos
meios de cultura, para cada etapa do processo de micropropagacéo,
como a formulacdo salina de macro e micronutrientes, a fonte e
concentracdo de carboidratos, bem como 0s tipos e concentrages dos
reguladores de crescimento.

No presente trabalho, optou-se inicialmente por um meio de
cultura basico bastante simplificado em sua composi¢do (MS semi-
solido, acrescido de 4% de sacarose e auséncia de reguladores de
crescimento), buscando averiguar como seria 0 comportamento dos
diferentes explantes (e.g. dapices, segmentos nodais medianos e
segmentos nodais basais) em relacdo as respostas morfogénicas que
cada explante apresentaria nesta condi¢do. Os apices inoculados nesta
condicdo apresentaram, ja no sexto dia de cultivo, 100% das gemas
brotadas e no décimo dia, 100% dos explantes com raizes formadas. Os
segmentos nodais medianos apresentaram maior dificuldade em relac&o
a velocidade de brotamento das gemas e consequente formacdo de
raizes, sendo que o percentual maximo de gemas brotadas (72,08%) foi
atingido aos dezesseis dias de cultivo e somente 55,83% destes
formaram raizes. Ja para 0s segmentos nodais basais aos dezesseis dias
de cultivo obteve-se percentual maximo de gemas brotadas (71,67%) e
73,33% de explantes enraizados. Salienta-se que, para todos os
explantes, a formacdo de raizes somente se iniciou, efetivamente, a
partir do brotamento das gemas pré-existentes e formacdo da primeira
folha. Estes resultados indicam que mesmo sendo cultivadas in vitro,
nas condi¢des descritas, as microplantas de mandioca de mesa (acesso
52) mantiveram a caracteristica fisiologica de efeito de dominancia
apical, induzida pela producéo de auxinas na regido da gema apical das
microplantas e que se reflete endogenamente na inibicéo do brotamento
das gemas dos segmentos nodais (TAIZ & ZEIGER, 2009). Sendo
assim, as gemas de segmentos nodais, tanto as da por¢do mediana das
microplantas quanto as da porgdo mais basal apresentaram menor



137

capacidade de brotamento, quando inoculadas em meios de cultura sem
suplementacdo hormonal e, consequentemente, menor capacidade de
formagdo de microplantas. Smithet al. (1986) também relataram a
ocorréncia de dominancia apical nos acessos genéticos avaliados. Ja
Oliveira et al. (2000) afirmaram ndo ter identificado, em seu trabalho,
nenhuma variedade com dominancia apical acentuada.

Como um dos principais objetivos da micropropagacdo é a
producdo em larga escala , a constatacdo da ocorréncia deste efeito
hormonal enddgeno sobre os diferentes explantes, permitiu se pensar na
adequacdo do meio de cultura(discutida no item 10.2.2 abaixo) como
forma de superar este efeito inibitério que poderia se tornar um entrave
relevante para um processo de micropropagacdo eficiente.
Adicionalmente a constatacdo da existéncia deste efeito hormonal em
brotacbes jovens de mandioca de mesa sugere a possibilidade de
producdo massiva (propagacdo acelerada) em casas de vegetacdo, de
biomassa de determinados acessos genéticos de mandioca para extracdo
e purificacdo de auxinas (i.e. AIB — acido indol-3-butirico) a partir dos
apices.

4.2.2 Inducdo do brotamento de gemas e formacdo de raizes em
segmentos nodais de mandioca de mesa (Manihot esculenta — Acesso
52) cultivados in vitro sob efeito de diferentes concentragdes BAP

Pelos resultados obtidos nos experimentos anteriores constatou-se
gue explantes apicais ndo apresentaram dificuldades de brotamento e
enraizamento. Porém, em segmentos nodais foi constatado o efeito de
dominéancia apical, pela produgdo de auxinas na regido apical das
microplantas e sua distribuicdo enddgena, que promoveram certo nivel
de inibicdo do brotamento das gemas pré-existentes nestes explantes.
Partindo desta constatagdo buscou-se formas de superar este efeito
inibitorio, uma vez que o uso destes explantes em sucessivas repicagens
promoveria um aumento extremamente significativo nas taxas de
multiplicagdo in vitro e, consequentemente, na producdo em larga escala
de microplantas. Portanto, dever-se-ia buscar uma forma de equilibrar, o
balanco enddgeno entre auxinas e citocininas, que sabidamente afetam
0s padrBes de respostas morfogénicas dos explantes cultivados in vitro
(TAIZ & ZEIGER, 2009). Desta forma, foram testadas diferentes
concentragdes da citocinina BAP (6-Benzilaminopurina), adicionadas ao
meio de cultura MS semi-sdlido acrescido de 4% de sacarose.

Na concentracdo de 0,01 mg/l de BAP ocorreu 100% de inducao
de brotamento das gemas pré-existentes nos segmentos nodais, ao
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mesmo tempo em que 95,55% destes formaram raizes normalmente.
Considerando-se que Acedo (1994) e Broomes & Lacon (1994)
obtiveram somente 61% e 80% respectivamente de plantas com
formagcéo de raizes, o percentual de 95,55% obtido no presente trabalho,
se mostrou foi muito expressivo.

Brotamento maximo também foi obtido na concentracdo de 0,05
mg/l de BAP, no entanto, ocorreu uma drastica reducdo no
enraizamento, onde somente 11,11% dos explantes formaram raizes.
Concentracdes acima de 0.05 mg/l causaram efeito inibitorio, tanto no
desenvolvimento de brotacGes a partir das gemas pré-existentes, quanto
sobre o enraizamento. Para exemplificar este efeito obteve-se, na
concentracdo de 1,0 mg/l de BAP a reducdo na taxa de brotamento para
somente 2,22% e inibicdo total na formacao de raizes.

Concentracdes de BAP acima de 0,05 mg/I, além de ocasionarem
uma dréstica inibicdo das respostas organogénicas (e.g. brotamento e
enraizamento) promoveram o0 aparecimento de sintomas de
hiperhidricidade (vitrificacdo) da parte aérea e formacdo de calos na
base dos explantes. Estas respostas se intensificaram em concentragdes
crescentes de BAP no meio de cultura. Roca (1984) e Guo & Liu (1994)
também associaram a formacdo de calos aos niveis elevados de BAP
(maiores que 0,1 mg/l). Para Roca (1984), o surgimento de calos
associados aos sistemas organogénicos e/ou embriogénicos na cultura in
vitro de mandioca é indesejavel, pela possibilidade de aumentar a
probabilidade de surgimento de variantes somaclonais.

Trabalhando com outros acessos de M. esculenta, Onuoch &
Onwubiku (2007) também constataram efeitos semelhantes de inibicdo
de BAP em altas concentragdes (acima de 0,25 mg/l) sobre todos os
parametros de crescimento avaliados (altura, nimero de folhas e nimero
de n6s), quando comparados com o meio de cultura sem BAP.
Ressaltaram ainda que, na concentracdo 1,25 mg/l ocorreu uma alta
porcentagem de formacdo de calos, no entanto ndo descreveram 0s
efeitos sobre o enraizamento dos explantes, concluindo que para
mandioca, a utilizacdo de meios de cultura sem hormdnios pareceu ser 0
método mais pratico e efetivo para maximizar o crescimento e
desenvolvimento in vitro dos explantes de mandioca. Como estes
pesquisadores ndo testaram concentragdes menores, como as realizadas
no presente estudo, obrigatoriamente deve-se discordar da concluséo
final do referido trabalho. Os resultados apresentados em tela
demonstram, claramente, que ha um ganho substancial, em termos de
maximizacdo na inducdo de formagdo de brotagdes sem, no entanto,
inibir o enraizamento de segmentos nodais de mandioca, quando se
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acrescenta 0,01 mg/l de BAP ao meio de cultura, sendo esta
concentracdo suficiente para restabelecer um equilibrio entre os niveis
enddgenos de auxinas e citocininas, nestes explantes, revertendo o efeito
da dominancia apical remanescente das microplantas doadoras dos
explantes. Logo, a utilizacdo de BAP na concentracdo de 0,01 mg/l
otimizou a micropropagacdo em larga escala de mandioca in vitro, uma
vez que possibilitou a utilizagdo dos diversos explantes produzidos por
microplantas, de forma mais eficiente, nas sucessivas etapas de
repicagem. Assim, viabiliza-se a producdo em larga escala de
microplantas completas, sem a necessidade de etapas distintas de
multiplicagdo (crescimento de parte aérea) e de enraizamento. Além do
carater estritamente quantitativo ressalta-se que este protocolo
contribuira para a reducdo de uma etapa dentro do processo de
micropropagacdo, promovendo a reducdo de custos e a otimizacdo do
uso de areas de cultivo e de méo de obra.

Apesar de ja existirem na literatura inimeros trabalhos que
versam sobre a micropropagacdo de mandioca (ROCA, 1984; NAIR et
al., 1986; SMITH et al., 1986; OLIVEIRA et al., 2000; SOUZA et al.,
2009) estes se reportam a utilizacdo de meios de cultura para a
micropropagacao em cuja composicdo sdo utilizados, um meio basico de
macro e micronutrientes, acrescido de uma fonte de carbono (sacarose
em concentracdo entre 3 e 4% normalmente) e, invariavelmente, sempre
acrescidos de mistura de diferentes reguladores de crescimento. Os
reguladores de crescimento, ANA (acido naftalenoacetico), BAP (6-
benzilaminopurina) e GA; (acido giberélico) sdo concomitantemente
utilizados, tanto para meios de cultura utilizados na micropropaga¢édo
(multiplicacdo/enraizamento) bem como para 0
isolamento/estabelecimento, variando, obviamente a concentracdo de
cada regulador de crescimento, para cada objetivo especifico. Portanto,
ndo ha protocolos que levem em consideracdo a possibilidade de
racionalizar a utilizacdo de reguladores de crescimento de forma a
eliminar e/ou reduzir minimamente a concentracdo necessaria deles, no
sentido de evitar o surgimento de possiveis efeitos ndo desejaveis,
ocasionados pelo desequilibrio no balango hormonal endégeno (e.g.
variacdo somaclonal, hiperhidricidade/vitrificacdo). H4 uma tendéncia,
atualmente, de se evitar, na medida do possivel, a utilizacdo e a
dependéncia destes compostos, principalmente pela possibilidade de
surgimento de variantes somaclonais ao longo de sucessivas repicagens,
mas também para simplificar a formulacdo dos meios nutritivos, para
cada etapa de micropropagacao.
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Para 0 acesso genético em estudo foi possivel desenvolver um
protocolo de micropropagacdo baseado num meio de cultura bastante
simplificado, porém eficiente, que possibilitou a multiplicacdo e
enraizamento em uma Unica etapa. No entanto deve-se considerar que as
repostas morfogénicas em culturas de mandioca in vitro sdo também
dependentes do acesso genético trabalhado (ROCA, 1984; OLIVEIRA,
2000). Desta forma, algumas variedades apresentam menor capacidade
de adaptacdo e de responder adequadamente aos estimulos induzidos
pelas condicBes de cultura in vitro (SMITH et al., 1986). Assim, para
diferentes acessos genéticos pode haver necessidade de ajuste e
adequacdo da composicdo do meio de cultura, em maior ou menor grau,
para estimular determinadas respostas morfogénicas, como descrito por
Broomes & Lacon (1994). Estas adequacdes sdo possiveis testando-se
modificagBes nas concentragdes de sacarose, nitrogénio e também dos
diferentes reguladores de crescimento em conjunto e/ou isoladamente.
Deve-se considerar ainda que o tipo de explante a ser utilizado também
esta associado a esta capacidade de resposta aos estimulos do meio de
cultura, bem como do ambiente de crescimento (i.e. temperatura,
luminosidade), uma vez que diferentes explantes apresentam células
com maior e/ou menor grau de totipotencia, que tera consequencias
também na capacidade organogénica destes.

4.3 ACLIMATACAO

O processo adaptativo envolvido na transferéncia das plantas
produzidas in vitro para as condi¢des ex vitro é fundamental e
imprescindivel num processo de multiplicagdo clonal de determinada
espécie, pois este processo ira refletir a capacidade de sobrevivéncia das
plantas as condi¢fes naturais de campo. Durante este processo, as
plantas sofrem de forma gradativa, mudancas na anatomia e fisiologia
de folhas e raizes, que em ultima analise influenciardo a sobrevivéncia
nas condigdes ex vitro, que normalmente apresentam baixa umidade
relativa e altos niveis de intensidade luminosa (COLON-GUASP et al.,
1996). Logicamente, este processo de transicdo deve ser adaptado,
dependendo da espécie trabalhada, uma vez que em muitas situacdes,
mesmo quando os procedimentos basicos de aclimatacdo sdo
executados, a sobrevivéncia a transferéncia para as condigdes ex vitro,
para algumas espécies, pode ser bastante reduzida, em funcdo da
incapacidade das plantas em se adaptarem fisiologicamente a
manutencao das relagdes hidricas adequadas e/ou a perfeita transicao do
modo de nutrigdo mixotrfico para fotoautotrofico (COLON-GUASP
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etal., 1996). Neste sentido, Normand et al. (1996) e Martins et al.
(1996), trabalhando com espécies de arvores, Pinus sylvestris e
Castanea sativa respectivamente, demonstraram que a inoculagdo de
fungos micorrizicos em estacas enraizadas in vitro ou ex vitro ap6s a
micropropagacdo, aumentaram a sobrevivéncia das plantas, durante o
periodo de aclimatagdo, como também influenciaram positivamente o
crescimento das plantas ap6s a transferéncia. Para a espécie M.
esculenta mais especificamente, Azcon-Aguilar et al. (1997) verificaram
que, a inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares (e.g. Glomus
deserticola, G. clarum e G. fasciculatum), promoveu um melhor
enraizamento, aumentando o percentual de sobrevivéncia e melhorando
a tolerancia ao estresse originado pela transferéncia das plantas
micropropagadas para a condi¢do ex vitro. Estes autores salientam, no
entanto, que estas respostas de adaptacéo e crescimento das plantas séo
dependentes da interacdo acesso (clone) e do fungo micorrizico
arbuscular utilizado. Portanto, hd a necessidade de se estudar e
selecionar o fungo micorrizico a ser utilizado, para cada acesso de
mandioca, verificando qual combinacéo mais recomendavel.

O sistema de aclimatacdo utilizado neste estudo se mostrou
altamente eficiente, independentemente do substrato utilizado, uma vez
gue possibilitou a sobrevivéncia de 100% das plantas apds 45 dias de
transferéncia das microplantas da condicdo in vitro para ex vitro. Este
alto indice de sobrevivéncia foi relativamente superior aos obtidos nos
trabalhos de Broomes & Lacon (1994), Guo & Liu (1994) e Oliveira et
al. (2000), que obtiveram respectivamente 82, 95 e 92% de
sobrevivéncia. Cabe salientar que estes trabalhos foram conduzidos com
outros acessos de mandioca. No entanto, estas referéncias em conjunto,
demonstram claramente que ndo houve dificuldades no processo de
aclimatacdo das mudas de mandioca produzidas in vitro.

No processo de aclimatacdo de mudas produzidas in vitro,
tdo importante quanto as condi¢bes ambientais, principalmente relativas
a umidade tanto do substrato quanto do ar, é a adequacdo do substrato,
gue permita além de altas taxas de sobrevivéncia das plantas, um
crescimento rapido e vigoroso, de forma que as mesmas atinjam um
tamanho minimo suficiente, no menor periodo de tempo possivel, para a
transferéncia definitiva para as condi¢Ges de campo. Neste sentido, no
trabalho ora apresentado, o substrato que se mostrou mais adequado,
apos 45 dias de cultivo, foi aquele formado pela mistura de areia de rio e
substrato comercial (1:1), em que se obteve para a maioria dos
pardmetros de crescimento avaliados, com destaque para 0 peso da
matéria fresca (0,72 g) e altura (7,64 cm), valores superiores em relagéo
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aos substratos compostos somente por areia lavada e/ou substrato
comercial isoladamente. Este substrato também possibilitou que as
plantas tivessem maior vigor, haja vista que a velocidade de crescimento
em altura, foi ao longo de todo periodo de aclimatagdo, sempre superior
aos valores obtidos nos demais substratos, além de permitir a formacao
de um denso e vigoroso sistema radicular. Esta analise indica que, a
escolha do substrato adequado pode, ndo necessariamente, estar
associada diretamente & sobrevivéncia das plantas transplantadas, mas
também a capacidade de crescimento inicial e durante todo periodo de
aclimatacdo. Estes aspectos terdo reflexo na sobrevivéncia e crescimento
apos o transplante das mudas em condi¢6es de campo.

Cabe salientar que as plantas crescidas em substrato composto
somente por areia lavada, ao final de 45 dias de aclimatacéo,
apresentavam-se extremamente debilitadas,apresentando senescéncia
guase que total de suas folhas, aspecto amarelado e sistema radicular
bastante debilitado. Por outro lado, as plantas aclimatadas em substrato
formado pela mistura de areia lavada e substrato comercial (1:1) e/ou
somente substrato comercial apds 45 dias nestas condicdes,
apresentavam-se vigorosas, ndo apresentando qualquer sintoma de
senescéncia foliar e com sistema radicular bem formado e vigoroso.

Quanto ao crescimento e desenvolvimento do sistema radicular é
importante enfatizar que, independentemente do substrato utilizado, as
raizes formadas in vitro ndo foram substituidas durante a aclimatacéo.
As raizes somente sofreram modificacGes, em termos morfoldgicos, pela
emissdo de raizes secundarias e pelo crescimento vigoroso,
principalmente nos substratos compostos pela mistura areia e substrato
comercial e/ou somente substrato comercial. Esta constatacdo indica
que, as raizes formadas in vitro em plantas micropropagadas de M.
esculenta, permaneceram funcionais durante a aclimatacao, favorecendo
0 processo de adaptacdo a condicdo ex vitro. Observou-se também que,
as condigdes de aclimatagdo desenvolvidas neste trabalho, obviamente
associadas ao tipo de substrato, foram fundamentais para o pleno
sucesso obtido, sugerindo que, para esta condi¢cdo e para 0 acesso
testado, a introducdo eventual de fungos micorrizicos no processo de
aclimatacéo seria desnecesséria.

44 CONSERVACAO IN VITRO DE GERMOPLASMA DE
MANDIOCA DE MESA (Manihot esculenta CRANTZ)

A cultura de células e tecidos vegetais associadas as técnicas de
micropropagacdo e de criopreservagdo sdo estratégias aplicadas a
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conservagdo in vitro de plantas. No entanto, para que a técnica de
micropropagacao seja viavel, esta devera ser adaptada de maneira que as
sucessivas repicagens das culturas, em periodos relativamente curtos de
tempo, que normalmente sdo necessarios para a grande maioria das
espécies, sejam evitadas e/ou realizadas em intervalos de tempo
relativamente maiores. Repicagens constantes podem inviabilizar a
manutencdo de germoplasma in vitro, por longo periodo, devido as
questdes operacionais e de custos. Desta forma a conservacdo de
germoplasma in vitro, via micropropagacdo, deve basear-se em sistemas
gue restrinjam o crescimento das culturas, o que normalmente ocorre
através da manipulacio das condi¢cBes ambientais de crescimento das
culturas (e.g. reducdo da temperatura, reducdo dos niveis de oxigénio de
cultivo), das alteracBes na composicdo normal dos meios de cultura, seja
pela adi¢do de inibidores de crescimento, pelo aumento na concentragdo
de sacarose, reducdo na quantidade de nutrientes minerais e/ou pela
aplicacdo de estratégias (e.g. encapsulamento em alginato de calcio),
que dificultam o acesso das células e tecidos dos explantes aos fatores
de crescimento presentes no meio de cultura (DOODS & ROBERTS,
1995; MARUYAMA et al., 1997; OCA & NINO, 1997; SOUZA et al.,
2009).

4.4.1 Efeito de diferentes concentracGes de sacarose no meio de
cultura sobre a conservagdo in vitro de microplantas de mandioca
de mesa

Neste estudo foram testados os efeitos das diferentes
concentracBes de sacarose (4, 6, 8 e 10%), acrescidas ao meio de cultura
basico (MS semi-solido sem reguladores de crescimento) sobre o
crescimento das microplantas in vitro. Nestas condicdes, as
microplantas inoculadas foram mantidas em sala de crescimento,
durante 12 meses, sendo avaliadas a cada 3 meses.

O aumento na concentracdo de sacarose adicionado ao meio de
cultura promoveu uma reducdo significativa do crescimento das
microplantas, principalmente em altura, plenamente perceptivel ja aos 3
meses de cultivo e que perdurou durante os periodos subsequentes. No
meio com concentra¢do de sacarose de 10% esta reducdo se mostrou
bastante drastica, sendo que as microplantas atingiram altura méxima
muito inferior em relacdo as demais concentragfes, enquanto que as
cultivadas em meio com 4% de sacarose alcangaram as maiores alturas e
nos meios com 6 e 8% de sacarose as microplantas atingiram altura
intermediaria entre estes dois extremos. De maneira geral as



144

microplantas inoculadas nos meios de cultura com 6, 8 e 10% de
sacarose mantiveram um pequeno crescimento em altura, até o sexto
més de cultivo, periodo que atingiram sua altura maxima e que esta se
manteve praticamente estabilizada até o décimo segundo més de cultivo.
Ja as microplantas inoculadas em meio de cultura com 4% de sacarose
mantiveram seu crescimento além do sexto més de cultivo,
inviabilizando sua manutengdo in vitro, pois a altura atingida até este
periodo ultrapassou o limite méximo de altura dos frascos de cultura.
Além do que nesta situacdo as microplantas necessariamente tiveram
gue ser repicadas, uma vez que apresentavam inicio de senescéncia das
folhas basais.

O aumento da concentracdo de sacarose adicionada ao meio de
cultura reduziu a formacdo de nds (segmentos nodais e apicais) nas
microplantas em comparagdo as menores concentracdes. No entanto,
esta inibicdo ndo se deu de forma tdo intensa quanto a observada em
relacdo a altura destas. Apds 3 meses de cultivo, 0 menor nimero de nés
ocorreu no meio de cultura com 10% de sacarose, enquanto que nos
meios de cultura com 4, 6 e 8% de sacarose 0 numero de nos formados
foi muito semelhante. Os resultados indicaram que para 0s meios com
concentracdo de sacarose de 8 e 10% o numero maximo de nés
formados foi atingido no sexto més de cultivo, permanecendo estavel até
o final de 12 meses, enquanto que para 0 meio de cultura com
concentracdo de sacarose de 6% o nimero maximo de nés formados se
estabilizou a partir do nono més de cultivo.

De fato o aumento na concentracdo de sacarose no meio de
cultura, restringiu o crescimento e desenvolvimento das microplantas in
vitro, mostrando-se ser uma boa alternativa para manutencdo e
conservagdo in vitro de microplantas de mandioca de mesa por periodos
mais longos de tempo, até 12 meses, sem a necessidade de subculturas.
No entanto, constatou-se também que este aumento na concentragdo de
sacarose ao longo do tempo pode levar a um aumento na mortalidade
das microplantas. Nos meios com concentracdo de 6 e 10% de sacarose,
apos 9 meses de cultivo, ocorreram maiores taxas de mortalidade das
microplantas, quando comparadas com a mortalidade ocorrida no meio
com 8% sacarose. Esta mortalidade foi mais acentuada no meio de
cultura com 10% de sacarose, onde a mortalidade atingiu valores
préximos de 80%, aos 12 meses de cultivo, enquanto que com 8% de
sacarose a mortalidade de microplantas foi em torno de 25%, no mesmo
periodo. Ressalta-se que, a partir do sexto més de cultivo, ocorreu o
inicio da morte da parte apical das microplantas cultivadas,
independentemente da concentragdo de sacarose no meio de cultura. No
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entanto, ressalta-se que com a ocorréncia da morte do 4&pice,
concomitantemente ocorreu inducdo de brotamento das gemas basais
das microplantas, havendo formacdo de novos ramos por microplanta,
que também foram utilizados como fonte de explantes (&pices e
segmentos nodais) nas repicagens subsequentes.

Constatou-se também que a utilizacdo de altas concentragdes de
sacarose ndo afetou a capacidade de brotamento dos explantes
(segmentos nodais efou apicais) excisados de microplantas, que
permaneceram Vviaveis durante o cultivo nos meios de cultura com
diferentes concentracdes de sacarose, ao longo de 12 meses, quando
inoculados em meio de regeneracao/multiplicacdo. Destacaram-se 0s
explantes oriundos de microplantas crescidas no meio de cultura com
8% de sacarose, que mantiveram capacidade de brotamento de 100%, ao
longo de todo periodo de 12 meses de cultivo, enquanto que para 0s
explantes (principalmente segmentos nodais) oriundos de microplantas
crescidas em meio de cultura com 6 e 10% sacarose o brotamento
ocorreu em 96,66% destes. No entanto, a capacidade de enraizamento
destes explantes, principalmente de apices foi reduzida, ja apartir do
sexto més de cultivo, principalmente dos apices oriundos de
microplantas crescidas nos meios de cultura com 6 e 10% de sacarose.
De forma contraria, os apices oriundos de microplantas crescidas
durante 6 meses em meio de cultura com 8% de sacarose mantiveram
uma alta taxa de enraizamento (96,66%). Por outro lado, Fogaca et al.
(2010) usando meio de cultura com 8% de sacarose acrescido de 0,4 uM
de BAP e 1,6 uM de ANA, demonstraram que esta foi a melhor
condicdo para inducdo e formacdo de raiz tuberiforme in vitro, tanto
para meio semi-sélido quanto para meio liquido. Os segmentos nodais
oriundos de microplantas cultivadas em meios de cultura com diferentes
concentracbes de sacarose nao apresentaram dificuldade de
enraizamento, para todos os periodos testados e para as diferentes
concentragcBes de sacarose. Destacam-se 0s explantes oriundos de
plantulas cultivadas em meio de cultura com 8% de sacarose, em que se
obteve 100,0% de enraizamento dos explantes, de plantulas com 3, 6, 9
e 12 meses de cultivo. No entanto para os oriundos de meios de cultura
com 6 e 10% de sacarose 0 enraizamento foi reduzido para 86,66 €
93,33%, respectivamente, ap6s 12 meses de cultivo.

O aumento crescente da concentracdo de sacarose nos meios de
cultivo interferiu nas respostas de crescimento e desenvolvimento dos
explantes de mandioca de mesa, ocasionando reducdo na altura das
plantas e do nimero de nés ap6s 12 meses de cultivo. No entanto, esta
reducdo em pardmetros de crescimento ndo afetou a viabilidade das
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gemas e nem a capacidade de enraizamento dos explantes,
principalmente daqueles obtidos de microplantas cultivadas em meio
com 8% de sacarose. Desta forma esta estratégia se configura como uma
boa alternativa a conservagdo de germoplasma para esta espécie, uma
vez que limita o crescimento in vitro das microplantas ao mesmo tempo
que ndo afeta a viabilidade dos explantes (e.g. capacidade de brotamento
e enraizamento, principalmente de segmentos nodais), durante pelo
menos 12 meses de cultura, dispensando a necessidade de repicagens
durante este periodo. De outra forma este protocolo nos parece bastante
simples e de facil exequibilidade, uma vez que utiliza estrutura,
equipamentos e reagentes comuns, facilmente encontrados em
laboratérios de cultura de tecidos de plantas, ndo requerendo portanto
estrutura e equipamentos especificos para sua adogéo.

4.4.2 Efeito de diferentes concentracfes de Phitagel no meio de
cultura sobre o armazenamento de segmentos nodais de mandioca
de mesa (M. esculenta — acesso 52) encapsulados em alginato de
célcio

A técnica do encapsulamento de explantes em alginato € outra
metodologia baseada na limitacdo do crescimento utilizada como
estratégia para manutencdo/conservacdo de germoplasma de plantas in
vitro, além de ser utilizada, mediante algumas adaptacfes para a
producdo de sementes artificiais (SORVARI et al., 1997,
MARUYAMA et al., 1997; STANDARDI & PICCIONI, 1998;
REPUNTE, TAYA & TONE, 1995; JANEIRO, BALLESTER &
VIEITEZ, 1997; KHOR, NG & LOH, 1998; SUPRASANNA,
GANAPATHI & RAO, 1996).

Inicialmente para verificar a possibilidade de usar a técnica de
encapsulamento de explantes (segmentos nodais e apices), foi testada a
capacidade de retomada do crescimento dos explantes encapsulados em
alginato de calcio, inoculando-os em meio de
regeneracdo/multiplicacdo, logo ap6s a formacdo das capsulas. Os
resultados dos experimentos inicialmente conduzidos para averiguar a
capacidade de retomada do crescimento (brotamento e enraizamento)
dos explantes em meio de regeneracdo/multiplicagdo demonstraram que
0s as capsulas ndo impediram o rebrotamento dos explantes (e.g. apices
e segmentos nodais), uma vez que 0s mesmos apds serem inoculados em
meio de regeneracdo/multiplicacdo, demonstraram uma rapida
capacidade de brotamento, principalmente para apices encapsulados,
gue atingiram j& no quinto dia ap6s a inoculagdo 80% de brotamento,
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atingindo a taxa maxima de brotamento (100%) a partir do oitavo dia
apos a inoculacdo. J& para 0s segmentos nodais encapsulados a
capacidade de brotamento foi significativamente mais lenta, obtendo-se
aos 5 dias apés a inoculagdo somente 23,33% de explantes brotados e
taxa maxima de brotamento (93,33%), somente ap6s o décimo dia de
cultura. Estes resultados indicam que as cépsulas ndo causam restri¢des
de natureza fisica que impecam a retomada de crescimento dos
explantes. Ou seja, as capsulas ndo impediram e/ou dificultaram a
difusdo de nutrientes e dos fatores de crescimento presentes no meio de
regeneracdo/multiplicacdo, que entrando em contato com os explantes
induziram o brotamento das gemas pré-existentes, permitindo seu
crescimento e desenvolvimento dentro de padrdes normais, da mesma
forma como acontece quando estes ndo sdo encapsulados.

No entanto nos experimentos de manutencdo dos explantes
encapsulados em meios de cultura limitantes ao crescimento (agua
destilada e fitagel nas concentracBes de 0,1; 0,2 e 0,3% (w/v) 0s
resultados indicaram que os explantes encapsulados e armazenados nos
diferentes meios de cultura limitantes ao crescimento, senesceram
progressivamente e mesmo antes de completar 3 meses de
armazenamento estavam totalmente invidveis. A morte dos explantes
encapsulados em curto periodo de tempo possivelmente deveu-se ao
esgotamento das reservas enddgenas de carboidratos remanescente nos
explantes, haja vista que nem as capsulas e tdo pouco o meio de
armazenamento possuiam em sua formulagéo qualquer fonte de carbono
e energia que pudesse ser utilizado metabolicamente pelos explantes,
uma vez que tanto o alginato presente nas capsulas (SORVARI et al.,
1997) quanto o fitagel presente no meio de cultura de armazenamento
sdo inertes para a célula vegetal. Desta forma, como ndo ha no sistema
proposto uma possivel fonte de carbono e energia (e.g. sacarose) este
fator determinou a capacidade de manutencdo do metabolismo das
células, mesmo que fossem em niveis minimos, porém suficiente para
manutencdo da viabilidade das células e/ou tecidos dos explantes.
Maruyama et al. (1997) e Nunes et al. (2003) em seus estudos com
diferentes espécies do género Cedrela obtiveram resultados bastante
promissores de armazenamento e conservagdo in vitro utilizando a
metodologia do encapsulamento, porém acrescentando ao meio de
formagdo das cépsulas 2% (w/v) de sacarose e MS integral,
diferentemente do testado neste estudo, onde se utilizou metade da
concentracdo de MS sem o acréscimo de sacarose. Maruyama et al.
(1997) obteve resultados ainda superiores quando associou a esta
metodologia a reducgéo da temperatura para 12°C, obtendo ao final de 12
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meses de armazenamento taxa de rebrotamento de 80% dos explantes.
Especificamente com mandioca, Souza et al. (2009) relatam que a
conservacgdo de germoplasma de mandioca realizada em sua instituigdo
baseia-se na limitacdo do crescimento induzida pela reducdo da
temperatura, da intensidade luminosa e do fotoperiodo na sala de
crescimento, porém sem a adogdo do encapsulamento de explantes.
Logo, 0 sucesso na conservacao de explantes por métodos que limitam o
crescimento de explantes encapsulados depende de uma adequagdo na
formulacdo de composicdo das capsulas, acrescentando e/ou reduzindo
fatores de crescimento (e.g. sacarose e nutrientes minerais), dependendo
da espécie vegetal trabalhada, numa propor¢do minima suficiente para
manutencdo de alta viabilidade e estabilidade genética (ROCA et al.,
1991) dos explantes pelo maior periodo possivel no meio de
armazenamento limitante ao crescimento. Associado a esta adequagdo
na formulagdo das cépsulas a manipulagdo das condi¢des ambientais,
principalmente relacionadas a reducdo na temperatura, intensidade
luminosa e fotoperiodo do ambiente de manutencdo das culturas, sdo
fatores essenciais na conservacéo de germoplasma ao longo do tempo.

Pelos resultados preliminares obtidos bem como pelas
consideragcdes feitas acima parece razodvel concluir-se que o
encapsulamento em alginato de calcio de apices e segmentos nodais de
mandioca de mesa (M. esculenta), e seu posterior armazenamento em
meios limitantes ao crescimento poderdo ser uma alternativa futura de
conservagdo de germoplasma desta espécie, mesmo considerando que 0s
resultados de fato ndo parecam animadores numa analise preliminar. No
entanto ha que se considerar a necessidade premente de aprimoramento
desta técnica para esta espécie, principalmente no que concerne a
adequacdo das condi¢des ambientais de armazenamento das culturas,
determinando-se as condigdes ideais de temperatura e intensidade
luminosa, além de adequacBes em relacdo a concentracdo de alginato
das cépsulas, concentragdo de nutrientes essenciais (e.g. sacarose e/ou
outra fonte de carbono e nutrientes minerais), bem como na adequacéo
do meio de armazenamento, além de outras condicdes essenciais
(condicOes fisicas do ambiente de cultivo, e.g. temperatura, intensidade
luminosa e fotoperiodo) para manter vidveis os explantes em condi¢des
limitantes ao seu crescimento e assim incrementar a eficiéncia do
sistema.
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4.4.3 Desenvolvimento de métodos para criopreservacéo de apices e
segmentos nodais de mandioca de mesa (M. esculenta — acesso 52)

A possibilidade de conservacdo ex situ de germoplasma vegetal
por longos periodos ou mesmo indefinidamente é possivel através da
aplicacdo e adequacdo das técnicas de criopreservacdo as espécies de
interesse. Inimeras vantagens estdo associadas a estas técnicas quando
comparadas com 0s métodos convencionais de conservacgao através das
técnicas de micropropagacdo. Normalmente os métodos convencionais
de conservagdo in vitro apresentam como principais problemas: o alto
custo de manutencdo associados a constante necessidade de repicagens
para manutencdo das culturas; a disponibilidade de é&rea dos
laboratérios; o aumento do risco de aparecimento de contaminacdes
associadas as constantes manipulagGes das culturas para repicagem e o
possivel aparecimento de variantes somaclonais em funcdo das
constantes repicagens durante um longo periodo de tempo de cultivo in
vitro. Segundo Sakai et al. (1997) a criopreservacdo em nitrogénio
liquido surge como uma estratégia de conservagdo por longos periodos,
utilizando o minimo de espaco fisico e reducdo dos custos de
manutencdo, com diminui¢do do uso de mdo de obra, de reagentes e de
manutencao da estrutura de cultivo.

No entanto, o sucesso na criopreservacao depende da quantidade
de agua presente nas células e/ou tecidos dos explantes a serem
criopreservados. Neste sentido, algumas técnicas de desidratacdo por
processos quimicos efou fisicos (e.g. vitrificacdo e encapsulamento de
explantes), foram desenvolvidos para conservacdo de espécies tropicais
(ENGELMANN, 2000; SAKAI, 1997; SAKAI, 2000) e especificamente
para mandioca CHAROENSUB et al., 1999 e CHAROENSUB et al.,
2003). Estes procedimentos promovem a desidratagdo dos explantes e
reducdo da quantidade interna de agua em niveis que mantém a
viabilidade das células e/ou tecidos vegetais e a0 mesmo tempo torna-os
mais tolerantes e resistentes aos possiveis efeitos danosos do
congelamento, principalmente relacionados a formacgdo interna de
cristais de gelo que causam o rompimento das células e consequente
extravasamento celular. A vitrificagdo consiste basicamente de um
processo de desidratacdo osmotica pela exposicdo dos explantes a uma
solugdo de vitrificacdo altamente concentrada antes da imersdo dos
mesmos em nitrogénio liquido. O sucesso da criopreservacao, portanto
dependera da osmotolerancia dos explantes aos procedimentos de
desidratacdo quimica, mantendo sua viabilidade tanto apds a
desidratacdo quanto apds o congelamento.
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A aplicacdo do protocolo de vitrificagdo e congelamento em
nitrogénio liquido descritos especificamente para mandioca por
Charoensub et al. (2003) ndo se mostraram eficientes para a
conservagdo do germoplasma de mandioca de mesa utilizados neste
estudo. Para tanto, algumas adaptacGes neste protocolo foram realizadas
e testadas como segue abaixo.

4.4.3.1 Efeito da desidratacdo quimica sobre a sobrevivéncia de apices e
segmentos nodais de mandioca de mesa (M. esculenta — acesso 52)

Inicialmente foi testado integralmente o protocolo descrito por
Charoensub et al. (2003). Estes pesquisadores obtiveram relativo
sucesso aplicando este protocolo para 10 acessos de mandioca, obtendo
percentual de sobrevivéncia dos explantes acima de 70%. No entanto a
aplicacdo deste ao acesso objeto deste estudo ndo se mostrou
minimamente eficiente, uma vez que ocorreu a morte de todos o0s
explantes ap6s o congelamento em nitrogénio liquido.

Como os acessos utilizados nestes estudos sdo diferentes, supde-
se que a diferenca evidenciada nas respostas aos tratamentos poderia
estar associada a menor resposta dos explantes (apices e segmentos
nodais) do acesso em estudo ao tratamento de vitrificacdo, mais
especificamente a etapa inicial de desidratacdo em solugdo de MS e
sacarose 0,3 M. Assim foram testados tempos diferentes de desidratacéo
nesta etapa e mantendo-se as demais como descrito no protocolo citado,
sem, no entanto submeté-los ao congelamento em nitrogénio liquido.
Desta forma verificou-se que os apices sdo mais tolerantes aos
procedimentos de vitrificagdo adotados, enquanto que o0s segmentos
nodais sdo menos tolerantes independentemente do tempo de exposi¢do
e de como os explantes foram expostos a esta solugdo (meio liquido ou
sobre ponte de papel filtro). Em relagdo ao tempo de desidratagdo que
possibilitou maior taxa de sobrevivéncia dos apices constata-se que
dependendo da forma como estes explantes foram expostos a solucéo de
desidratacdo, a sobrevivéncia destes ocorreu diferentemente. Quando
estes foram desidratados em solugdo liquida as maiores taxas de
sobrevivéncia (acima de 93,33%) foram obtidas quando os explantes
permaneceram sob desidratacdo durante 24 e/ou 40 horas. Porém
guando os explantes foram desidratados sobre pontes de papel filtro a
maior taxa de sobrevivéncia observada (96,66%) ocorreu com 0s
explantes que foram desidratados durante 16 horas, resultado
semelhante ao obtido por Charoensub et al. (2003). De maneira
semelhante quando os explantes nesta mesma condi¢do foram
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desidratados durante 24 e 40 horas a taxa de sobrevivéncia manteve-se
relativamente alta, acima de 70%.

No entanto os resultados demonstraram que mesmo aumentando-
se 0s tempos iniciais de desidratacdo (24 e 40 horas) e aplicando na
sequéncia todos os procedimentos descritos por Charoensub et al.
(2003) inclusive a imersdo dos explantes em nitrogénio liquido, ocorreu
100% de mortalidade dos explantes. Isso demonstra que possivelmente,
as etapas de vitrificacdo e osmoprotecdo dos explantes sejam cruciais
para 0 sucesso na criopreservacdo do acesso estudado, devendo-se
proceder a readequacdo dos mesmos para tornar os explantes menos
suscetiveis aos efeitos danosos do congelamento. Por outro lado os
resultados permitem deduzir que uma readequacdo no processo de
congelamento podera também surtir efeito na sobrevivéncia. Neste
sentido pode-se pensar na possibilidade de realizar o congelamento dos
explantes mais lentamente e de forma gradual, ao invés de uma forma
tdo abrupta quanto a realizada pela imerséo direta em nitrogénio liquido.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos em relacdo a aplicacdo de diferentes
abordagens biotecnoldgicas experimentais, baseadas nas técnicas de
cultura de células e tecidos vegetais estabelecidas no trabalho em tela,
aplicadas a otimizacao de protocolos de micropropagagdo e conservagao
de germoplasma de mandioca de mesa (Manihot esculenta Crantz) in
vitro permitem as seguintes conclusdes:

Foi desenvolvido um sistema de indugdo de brotagcBes matrizes
em condicdes semi-assépticas capaz de permitir a obtencdo de explantes
(4pices e segmentos nodais) para obtencdo de culturas axénicas numa
etapa subsequente.

O estabelecimento de culturas axénicas foi possivel em funcgéo da
defini¢cdo de um protocolo eficiente de desinfeccdo de explantes (apices
e segmentos nodais oriundos de brotagdes obtidas em condigBes semi-
assépticas) composto pela imersdo destes em solucdo de alcool 70%
durante 1,5 minutos, seguida pela imersdo em solucéo de hipoclorito de
sodio durante 3 minutos e inoculacdo posterior em meio MS semi-sélido
acrescido de 3% de sacarose.

Um protocolo completo de micropropagacdo, envolvendo a
multiplicagdo e enraizamento dos explantes (segmentos nodais e apices),
numa Unica etapa, foi desenvolvido usando-se o meio de cultura
composto por MS semi-sélido, acrescido de 4% de sacarose e 0,01 mg/I
de BAP.

No processo de aclimatacéo o substrato composto pela mistura de
areia e substrato comercial (1:1) se mostrou 0 mais adequado, obtendo-
se 100% de sobrevivéncia, além de um maior crescimento e
desenvolvimento das microplantas ap6s 45 dias de transplante.

Para a conservacdo de germoplasma em relacdo ao acesso
genético testado, a utilizacdo do meio de cultura composto por MS
semi-solido acrescido de 8% de sacarose possibilitou a manutencéo de
microplantas viaveis sob cultivo in vitro durante um periodo minimo de
12 meses sem a necessidade de subcultivos. Esta metodologia se mostra
promissora e eficiente por reduzir custos relacionados a utilizagdo de
espaco, reagentes e mao de obra no laboratério.
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APENDICES
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Figura 18: Efeito de diferentes substratos (areia e papel toalha) na
indugdo de brotamento das gemas de segmentos de manivas de
mandioca de mesa contendo uma ou duas gemas mantidas durante dez
dias em condicbes semi-assépticas. Percentagem obtida de trés
repetices contendo no minimo 23 gemas pré-existentes por tratamento.

100

90 |
30 +

70 S

Explantes:

E‘ =
g 60 4 ,/_/ Segmentos nodais
c — N
@ 50 medianos
£ .
240 — hpices
2
@ 30 A
20 Segmentos nodais basais

10
U]

52 62 79 89 92 102119 12921392 142152 16°

Tempo (dias)

Figura 19:Brotamento in vitro de diferentes tipos de explantes,
contendo uma Unica gema, obtidos a partir de brotagcBes axénicas de
mandioca de mesa (M. esculenta - acesso 52), apds cultivo in vitro em
meio de cultura MS, suplementado com 4% sacarose, 0,2% de Phytagel
e isento de reguladores de crescimento. Os valores representam a média
de no minimo 3 repeti¢Bes com 12 explantes por tratamento.
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Figura 20:Enraizamento in vitro de diferentes tipos de explantes,
contendo uma Unica gema, obtidos a partir de brotagcdes axénicas de
mandioca de mesa (acesso 52), ap6s cultivo in vitro em meio de cultura
MS, suplementado com 4% sacarose, 0,2% de Phytagel e isento de
reguladores de crescimento. Os valores representam a média de no

minimo 3 repeticGes com 12 explantes por tratamento.
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Figura 21: Percentagens médias de brotamento de gemas de segmentos
nodais de mandioca de mesa (M. esculenta - Acesso 52) cultivados in
vitro em meio de cultura MS semi-sélido, suplementado com 4% de
sacarose e diferentes concentracdes de BAP, no decorrer de 16 dias,
avaliados a partir do quinto dia ap6s a inoculagdo. Foram utilizados no
minimo 3 repeti¢des com 12 explantes cada, por tratamento.
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Figura 22: Percentagens médias de enraizamento de segmentos nodais
de mandioca de mesa (M. esculenta - Acesso 52) cultivados in vitro em
meio de cultura MS semi-solido, suplementado com 4% de sacarose e
diferentes concentracbes de BAP, no decorrer de 16 dias, avaliados a
partir do quinto dia ap6s a inoculagdo. Foram utilizados no minimo 3
repetigdes com 12 explantes cada, por tratamento.
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Figura 23: Crescimento ex vitro em altura (média) de plantulas de
mandioca de mesa (M. esculenta — acesso 52) durante 45 dias de cultivo
em diferentes substratos de aclimatagdo. Avaliagbes aos 0
(transplante),15, 20, 30 e 45 dias ap6s o transplante.Os valores médios
foram obtidos a partir de 15 plantulas transplantadas por tratamento.
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Figura 24: Crescimento ex vitro em nlmero de folhas (média) de
plantulas de mandioca de mesa (M. esculenta — acesso 52) durante 45
dias de cultivo em diferentes substratos de aclimatagdo. AvaliacBes aos
0 (transplante), 15, 20, 30 e 45 dias apds o transplante. Os valores
médios foram obtidos a partir de 15 plantulas transplantadas por
tratamento.



