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RESUMO

A mandioca ¢ uma planta perene pertencente a familia Euphorbiaceae que, devido a sua
importancia na segurancga alimentar de paises localizados em regides tropicais, demanda o
desenvolvimento de pesquisas cientificas que possam melhorar o desempenho de sua cadeia
produtiva. Mesmo considerando os avangos nos estudos realizados na area de cultura in vitro
de tecidos, notadamente aquelas relacionadas com a técnica da micropropagagao, ainda se faz
necessario a compreensdo dos efeitos de reguladores de crescimento na indugdo de calogénese
em variedades de mandioca e, consequentemente, a formacdo de embrides somaticos e
regeneracdo de plantas. O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos de diferentes
concentragdes de cinetina para a inducao de calos em quatro variedades de mandioca presentes
no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Utilizou-se miniestacas
caulinares com 1,5 cm de tamanho como explantes, extraidas de plantas preestabelecidas in
vitro, as quais foram inoculadas em tubos de ensaio contendo o meio de cultura MS
suplementado com 0,01 mg L' de ANA e de BAP, na auséncia e presenga de | mg L', 2 mg L
L3mgL', 4mg L' e5 mgL"! de cinetina, e solidificado com 2,4 g L' de Phytagel®. O
experimentofoi avaliado apo6s 50 dias de cultivo mediante o percentual de explantes que
formaram calos, opeso da massa fresca (mg), o didmetro (cm) e o nimero de subdivisdes do
calo com aproximadamente 3 mm de tamanho. A auséncia de cinetina no meio de cultura levou
a falta de formagdo de calos. Com exce¢do do BGM0540 na dose de 4 mg L! de cinetina, houve
desenvolvimento de calo em todos os tratamentos contendo esse regulador, em taxas que
variaram de 8,3% a 100% e uma média de 62,50% de explantes responsivos. A andlise de
variancia mostrou um efeito altamente significativo em todas as situacdes, com exce¢do do
diametro do calo no fator cinetina. Os resultados também mostraram que a concentragdo de 5
mg 1! decinetinapromoveu um crescimento eficiente de massa calosa.

Palavras-chave: calogénese; cultura de tecidos; reguladores de crescimento; citocinina;
Manihot esculenta Crantz.

1 INTRODUCAO

As técnicas de propagacgao in vitro de plantas permitem o crescimento e a multiplicacdo
de células, tecidos, o6rgdos ou partes de orgaos em um ambiente artificial com condi¢des
controladas de luminosidade, temperatura e fotoperiodo. Essas técnicas se baseiam na utilizagao
da totipoténcia das células vegetais, ou seja, na capacidade delas em produzir 6rgaos ou
embrides (CARVALHO et al., 2006).

Para que seja possivel essa totipoténcia celular, sdo utilizados meios de cultura
compostos por substancias que fornecem nutrientes e controlam o desenvolvimento das plantas
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em ambientes naturais. Eles sdo ajustados visando atender as necessidades especificas das
células, incluindo a adicdo de reguladores de crescimento como as citocininas, que controlam
o desenvolvimento em sistemas in vitro. As concentracdes desses reguladores em interagao com
o meio de cultura e com o explante influenciam na calogénese (ARAUJO e PASQUAL, 2004).
Nesse sentido, o uso de distintas concentragdes de citocinina podem influenciar na
resposta in vitro e varias combinacgdes precisam ser avaliadas para a otimizagao da regeneragao
em cada espécie vegetal. A benzilaminopurina (BAP) ¢ a citocinina mais utilizada (OLIVEIRA
et al., 2013) devido a sua alta eficiéncia e baixo custo (PASQUAL et al., 2008), mas as vezes
outros tipos como a cinetina (CIN) ou a 2-isopenteniladenina (2-iP) sao empregadas, apesar de
menos eficientes. A cinetina, o regulador utilizado neste estudo, ¢ uma substancia sintética que
se assemelha as citocininas, tendo como principal fungdo promover a divisdo celular e, além
disso, estimular a formacao de brotos laterais, influenciando nas altas taxas de multiplicagdes
das plantas propagadas de forma vegetativa (GODINHO, 2019).

Os calos, o objeto de estudo desse trabalho, sao um grupo de massa celular formado
apartir da multiplicagdo desordenada de células somaticas ndo diferenciadas. Pode ser uma
resposta comum a lesdes fisicas ou quimicas em tecidos vegetais cultivados em laboratorio, e
podem se diferenciar em 6rgaos, tecidos e até mesmo embrides, permitindo a regeneragdo de
plantas completas. Para induzi-los, geralmente se utiliza qualquer parte da planta como explante
(SOARES et al., 2002). A fim de induzir a formagao do calo, muitas vezes torna-se necessario
a adicao de reguladores de crescimento ao meio de cultura. O tipo especifico, a concentragdo e
a proporcao de reguladores de crescimento necessarios dependem da composi¢do genética da
planta e dos niveis hormonais endégenos. Na cultura de tecidos, o material vegetal usado como
explante inicial é importante na indugdo da calogénese, pois o potencial de morfogénese nos
calos resultantes pode variar dependendo da origem do explante (ROCHA; QUOIRIN, 2004).

Os calos podem ser posteriormente utilizados para a regeneragdo de plantas, em estudos
relacionados com a embriogénese somatica e como fonte de células para a transformacgao
genética. Vale ressaltar que a eficiéncia da indu¢do de calos pode variar de acordo com a
variedade de mandioca utilizada, a concentragao ¢ combinagao de fitohormonios e nutrientes
presentes no meio de cultura, e outras condi¢des de cultivo, como temperatura e luminosidade.
Portanto, ¢ importante avaliar e ajustar esses parametros de acordo com cada caso especifico.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da cinetina em diferentes
concentragoes na inducao de calos em mandioca.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos da Embrapa Mandioca
e Fruticultura, em Cruz das Almas, BA. Para a indu¢do dos calos, utilizou-se como fonte de
explantes quatro gendtipos de mandioca presentes no Banco Ativo de Germoplasma:
BGM1552 (Peru Branca), BGM1325 (Jodo Grande), BRS Novo Horizonte ¢ BGM0540
(Guatiru). Minestacas com 1,5 cm de comprimento contendo uma gema axilarforam obtidas
de plantas previamente cultivadas in vitro foram inoculados no meio de cultura MS contendo
0,01 mg L' de ANA e de BAP, e as concentragdes de cinetinade 0 mg L', 1 mg L', 2 mg L,
3mg L', 4 mg L'! e 5 mg L. Esse meio foi solidificado com 2,4 g L! de Phytagel®.O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 6 (gendtipo
X cinetina), contendo 12 repeti¢cdes para cada tratamento, cada parcela sendo representada por
um tubo de ensaio com uma planta. Apds a introdugao, os explantes foram mantidos em sala
de crescimento, com temperatura de 27 + 1 °C, intensidade luminosa de 30 umol m? s! e
fotoperiodo de 16 horas.

A avaliagao foi realizada ap6s 50 dias de cultivo, levando-se em consideracao a taxa de
explantes responsivos e aspectos relacionados com o crescimento dos calos: didmetro (cm),
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peso da massa fresca (mg) e numero de divisdes do calo. Cada um deles foi subdividido em
segmentos com aproximadamente 3 mm de tamanho. Para a determinagdo do peso da massa
fresca dos calos utilizou-se uma balanc¢a analitica, enquanto papel milimétrico esterilizado foi
usado para medir o diametro..

Os dados obtidos foram submetidos ao teste F da analise de variancia, com o auxilio do
programa estatistico R, versdo 3.4 (R Core Team, 2016), utilizando o pacote ExpDes.pt
(FERREIRA et al., 2018). Para as médias das concentra¢des da cinetina foram ajustados
modelos de regressao polinomial e as médias dos acessos comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Para as varidveis que ndo atenderam as pressuposi¢cdes da andlise de
variancia, foi utilizado a transformacao Vx + 0,5.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s 50 dias, observou-se que o tratamento com auséncia de cinetina ndo desenvolveu
calos nos explantes. Houve formacdo de calos em todos os explantes submetidos aos
tratamentos com cinetina, com excecdo do BGM0540 na dose 4 mg L. Houvel00% de calos
formados no BRS Novo Horizonte ao se utilizar 2 mg L' de cinetina. Nos explantes que
geraram calos, foi observada uma varia¢do de porcentagem de 8,3% a 100%, resultando em
uma média de 62,50% de calogénese. O BGM1325 e o BRS Novo Horizonte apresentaram as
maiores eficicias na porcentagem de formacdo de calos, com 70% e 65% dos explantes
responsivos, respectivamente (Figura 1). Conforme Fortes (1992), a formagao do calo ¢ um
processo complexo e varia dependendo de uma série de fatores, como origem, tamanho e idade
dos explantes, além da constituicdo do meio nutritivo e das condi¢des fisicas do ambiente. O
balanco correto dos reguladores de crescimento € essencial para que esse processo ocorra de
forma adequada, levando-se em conta também o gendtipo e o estadio fisiologico da planta
matriz.
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Figura 1: Porcentagem de explantes de acessos de mandioca que formaram calos em resposta
aos tratamentos com diferentes doses de cinetina.

Em relacdo a andlise de variancia, observa-se que para a variavel diametro do calo
houve efeito altamente significativo para o fator geno6tipo e também para a interacao dos fatores
(cinetina x gendtipo). Para o peso da massa fresca e o numero de divisdes do calo houve efeito
altamente significativo para os fatores isolados e a interacdes dos mesmos. Observa-se na
Tabela 1 que os valores do coeficiente de variagao para diametro, peso da massa fresca e
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numero de divisdes do calo foram de 31,76%, 27,3% e 17,47%, respectivamente.

Tabela 1: Resumo da andlise de variancia dos calos submetidos a diferentes concentracoes de
cinetina em quatro acessos de mandioca.

Peso da massa N° de divisoes

FV GL Diametro do calo fresca do calo do calo
Cinetina 4 0.07 ns 20,30 ** 0,81 **
Genotipo 3 0,23 ** 72,35 ** 1,02 **

Cinetina*genotipo 11 0,16 ** 35,79 ** 0,46 **
Residuo 131 0.03 5,07 0,1
Média 0,58 63,49 2,94
CV (%) 31,76 27.3 17.47

FV = fator de variacdo; CV = coeficientes de variagido; GL = graus de liberdade; **significativo pelo teste F a 1%
de probabilidade; ™nio significativo a 5% de probabilidade.

Em relagdo ao didmetro e peso da massa fresca do calo, observa-se que, com 1 mg L' e
3 mg L' de cinetina, nio houve diferenca estatisticas entre os genotipos. Na concentragio de 2
mg L' de CIN pode-se observar que o BGM 1552 apresentou maior média entre os genotipos
para diametro, peso da massa fresca e numero de divisdes do calo. O maior didmetro do calo na
concentragio de 4 mg L' da citocinina ocorreu no BRS Novo Horizonte, que diferiu
estatisticamente dos outros acessos. Ja na dose de 5 mg L' as maiores médias para essa variavel
foram observadas no BGM1552, BRS Novo Horizonte e BGM0540.

Para o peso da massa fresca do calo, na concentracdo de 4 mg L' de CIN, o BGM1552
e 0 BRS Novo Horizonte apresentaram médias estatisticamente superiores. Na concentragao de
5 mg L' do regulador, observa-se comportamento dos genétipos idéntico ao que ocorreu na
variavel diametro do calo (Tabela 2).

Tabela 2: Efeito das concentragdes de cinetina no didmetro, peso da massa fresca e nimero
de divisodes do calo em quatro acessos de mandiocas.

Cinetina (mg LY

Gendtipo 0 1 2 3 4 5
Diimetro do calo (cm)

BGM1552 - 0.55a 087a 0.50 a 0.50b 0,76 a

BGM1325 - 0.56a 0460 046 a 0480b 0.45b
BRS Novo Horizonte - 0,54 a 042b 0,65a 075a 0,73 ab

BGM0540 - 047 a 0,58 b 0.51a - 078 a

Peso da massa fresca do calo (mg)

BGM1552 - 5412 a 181.44a 61,10 a 85.57a 14782 a

BGM1325 - 66,22 a 4527b 5517 a 40,591 4486 b
BRS Novo Horizonte - 6038 a 345401 13505a 9929a 86,27 ab

BGMO0540 - 4428 a 42,541 66.35 a - 140.07 a

Niimero de divisdes do calo

BGM1552 - 1.83 ab 470a 400a 290b 520a

BGM1325 - 3.20a 185b 200a 254b 220b
BRS Novo Horizonte - 2.14 ab 2750 350a 454a 467a

BGMO0540 - 1.55b 2360 2.00a - 422a

Medias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Para o niimero de divisdes do calo, verifica-se, na dose de cinetina de 1 mg L', que os
BGMs1325 e 1552, e o BRS Novo Horizonte apresentaram as maiores médias. Com 2 mg L™,
0 BGM1552 se destacou, diferindo estatisticamente dos outros acessos, com uma média de 4,70
segmentos. Na dosagem de 3 mg L' de CIN nfio houve diferenca estatistica entre os genotipos,
enquanto nas concentragdes de 4 mg L' e 5 mg L1 as maiores médias foram alcangadas pelo
acesso BRS Novo Horizonte.
Viérios estudos tém sido desenvolvidos visando a regeneracao de plantas em diversas
espécies vegetais empregando reguladores de crescimento, notadamente aquelas pertencentes
aos grupos das auxinas e das citocininas. Em mandioca, por exemplo, Faye et al. (2015)
encontraram que a cinetina foi o regulador que mais favoreceu o alongamento da parte aérea e
do sistema radicular, assim como a forma¢do normal das folhas de cinco variedades de
| mandioca. Por sua vez, Sessou et al. (2019) observaram que houve formagao de calo nas bordas
das folhas de trés cultivares de mandioca ap6s 15 dias de cultivo no meio nutritivo
suplementado com cinetina, porém nao houve diferenca significativa entre as concentragdes
desse regulador e a testemunha.
Em relacao as equagdes de regressao obtidas, pode-se observar que para o diametro do
calo foi possivel ajusta-las nos acessos BRS Novo Horizonte e BGM0540, sendo que em ambos
a dose 6tima de cinetina foi de 5 mg L', com médias estimadas de 0,76 cm e 0,75 cm,
| respectivamente(Tabela 3).

Tabela 3: Equagdes de regressao, coeficientes de determinagao (R?), doses 6timas (DO) e

valores estimados (VE) das concentragdes de cinetina em quatro acessos de mandioca.
Fatores Acessos Equacio R2 (%) DO VE
Diametro do calo (cm)
BGM 1552 v+=0.85 - 2 0,852
Cinetina (acesso) BGM 1325 v2=0,56 - 0 0,56!
BRS Novo Horizonte V¥ =0.071x + 0405 66,09 5 0.76
BGM 0540 7** =0.0714x + 03886 7846 5 0,75
Peso da massa fresca do calo (mg)
BGM 1552 v+=181.44 - 2 18144
L BGM 1325 v==0,56 - 0 0,56!
Cinetina (acesso) A N .
BRS Novo Horizonte v*#=135.05 - 3 135,05
BGM 0540 y*¥*=25411x + 3 4286 8976 5 13048
Numera de divisdes do calo
BGM 15352 ¥*=520 - 5 5,200
Cinetina (acesso) BGM 1325 ¥+=2.54 - 3 2547
BRS Novo Horizonte V¥ =0685x+ 1465 96.54 3 489
BGM 0540 T** =0.63x+0.8 8416 5 3,95

Para o peso da massa fresca do calo houve apenas um ajuste de equagao linear, em que
a dose 6tima de CIN foi também de 5 mg L', com média estimada de 130,48 mg, para o
BGMO0540.

Considerando-se o nimero de divisdes do calo, observa-se que para o BRS Novo
Horizonte e 0 BGM0540 a dose 6tima de cinetina foi novamente de 5 mg L', com médias
estimadas de 4,89 e 3,95 segmentos, respectivamente. Os valores dos coeficientes de
determinagdo para as equacdes obtidas variaram entre 66,09%, para o didmetro do calo, e
96,54%, para o numero de divisdes do calo, ambos para o acesso BRS Novo Horizonte.

4 CONCLUSAO

O uso da concentracdo de 5 mg L' de cinetina foi eficiente na indugio dos calos para
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os distintos gendtipos de mandioca, embora seja necessario realizar novos estudos para
promover a regeneragdo de plantas. Os acessos BGM1552 e BRS Novo Horizonte se
destacaram entre os genotipos estudados.
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