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Resumo

O presente trabalho teve como objectivo determinar o melhor meio de cultura e avaliar a
eficiéncia deste na multiplicagio in vitro de trés variedades locais de mandioca (Manihot
esculenta Cranz). O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, 2 x 3,
sendo testados dois diferentes meios de cultura desenvolvidos pelo Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT) e International Institute of Tropical Agriculture (IITA), com trés
variedades locais de mandioca (Chinhembwe, Munhaga e MZ-89186).

No método desenvolvido pelo CIAT foi acrescido ao meio MS, 20 g de sacarose, 0.10g de m-
inositol, 10ml de tiamina-HCl, 0.4 m! de BAP, 0.5 ml de GA; 0.2 ml de ANA ¢ 10ml de
vitaminas e 6.0 g de agar enquanto que o método desenvolvido pelo IITA o meio MS foi
acrescido de 20 g de sacarose, 0.10g de m-inositol, 10ml de tiamina-HCI, 5ml de BAP, Iml de
ANA e 10 ml de vitaminas e 6.0 g de agar, distribuido em tubos (2,5 cm de didmetro x 15 cm de

altura) e autoclavados a 121°C por 15 minutos.

A inoculagdo dos explantes foi efectuada em cédmara de fluxo laminar. Apds o processo de
inoculagdo, o material foi transferido para sala de crescimento com temperatura 30°C e
luminosidade (1.000 lux, 12/12 horas de claro/escuro).

Foram efectuados trés subcultivos, nos dois métodos, para todas as variedades. Os subcultivos
eram realizados a cada trinta dias, Apos 30 dias, avaliaram-se o nimeros de mini-estacas, peso da
matéria fresca das folhas e das raizes, nimero das folhas e das raizes, comprimento das raizes €
altura da parte aérea da plantula.

O estudo resultou no desenvolvimento e formagdo de plantulas em mais de metade dos
segmentos caulinares independentemente da variedade.

A taxa média de multiplicagdo foi aceitivel para a variedade Mz-89186 no método desenvolvido
pelo IITA tendo apresentado um nimero médio de mini-estacas de 2,8.

Outros niveis aceitaveis alcangados no método desenvolvido pelo 1ITA pela variedade Mz-89186
foram: na altura da plantula (4,3 cm), comprimento das raizes (3.41 cm) e peso médio da matéria
fresca das raizes (0.348g) e pela variedade Chinhembwe foram: nimero de raizes (2.65), mimero
de folhas (3.38) e peso da matéria fresca da folha (0.0428 g),

Os resultados mostraram uma elevada percentagem de formagdio de callus, observada no método

desenvolvido pelo CIAT, o que pode ter afectado negativamente a taxa de multiplicagéo.
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Avaliagfo de dois métodos para multiplicagio in vitro de trés variedades locais de mandioca (Manihot esculenta
Crantz)

1. Introducio

A mandioca (Manihot esculenta Crants) € uma planta arbustiva, perene, pertencente a familia das
Euforbiaceas. E origindria do Continente Americano, provavelmente do Brasil Central e ja era
amplamente cultivada pelos indigenas, por ocasifio da descoberta do Brasil. Eles foram os
responsaveis pela sua disseminagdo por quase toda a América, € os portugueses, pela sua difusdo
por outros continentes, especialmente Africano e Asiatico (Avila, 2002).

Ela ¢ amplamente difundida nas regides tropicais, onde se constitui como uma importante base
alimentar. As suas raizes sdo a principal fonte de calorias para, aproximadamente, 600 milhdes de
pessoas, na Africa, Asia, América Latina e Ocednia (Roca et al., 1991 citado por Viana ef al.,
2001), chegando a fornecer 50% das calorias necessarias a dieta alimentar diaria. Todas as partes
da planta sdo utilizadas: raizes sdo empregues na alimentagdo humana e animal ¢ na industria;
hastes e folhas (32% de proteina) como fonte de proteina na alimentagio humana a animal
(Faraldo ef al, 2002).

Esta cultura constitui o sexto produto alimentar da humanidade, em volume de produgio, depois
do trigo, arroz, milho, batata e da cevada (Avila, 2002).

Em Mogambique a mandioca reveste-se de grande importéncia na dieta da populagiio ocupando a
segunda posi¢do na classificagdo das culturas alimentares mais produzidas no pais, depois do
milho (Andrade et al., 2004).

A produgfio de mandioca no pais tem sido grandemente afectada pela prevaléncia de doengas
provocadas por virus. As doengas com maior impacto sdo o listrado castanho da mandioca ¢ o
mosaico africano da mandioca, doengas que provocam uma série de danos nas folhas e caule,
causando estragos maiores nas raizes (apodrecimento da raiz) (Do Vale, 2005).

Ciente da importancia da mandioca no pafs, o Ministério de Agricultura decidiu estabelecer o
Laboratério de cultura de tecidos como forma de ajudar a minimizar o impacto destas doencas na
produgdo local desta cultura (Do Vale, 2005).

A cultura de tecidos vegetais pode-se definir como um método de propagagdio que comeca com o
isolamento de uma parte da planta (célula, tecido ou érgéo) para ser cultivado em meio nutritivo
asséptico e debaixo de condigdes controladas de luz, temperatura e humidade, para obter a
regeneragdo de um novo individuo, permitindo a rapida multiplicagio de plantas livres de doengas
(Albarran ef al., 2003).

Esta técnica € particularmente importante para culturas propagadas vegetativamente, como a

mandioca (IITA, 2002), todavia os seus beneficios somente podem ser completamente alcangados
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Avaliagio de dois métodos para multiplicagio im vitro de trés variedades locais de mandioca (Manihot esculenta
Crantz}

através de um conhecimento prévio de nutrientes necessarios para o desenvolvimento da planta e
assim a formulagéo de protocolos eficazes.

A cultura de tecidos de mandioca ¢ agora um procedimento realmente estabelecido (Stamp e
Henshaw, 1986 citados por Souza er al,, 2002), tendo em conta que protocolos eficazes ja existam
ha vérios anos ( Kartha et al., 1974; Roca, 1984 citados por Souza et al., 2002). Assim torna-se
necessario avaliar até que ponto esses protocolos sdo eficazes para as variedades locais.

O presente trabalho teve como objectivo avaliar a eficicia de dois protocolos comerciais para

multiplicagdo in vitro tendo em conta plantulas de trés variedades locais de mandioca.

1.1. Justificagdo do Estudo

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma cultura tropical que devido a sua capacidade de
adaptagdo as diversas condigdes agroclimaticas, tém papel importante para a seguranga alimentar
em Mogambique, constituindo a maior fonte de calorias e carbohidratos nas zonas rurais
(Zacarias, 2004 citado por Matsimbe, 2006).

A mandioca € propagada vegetativamente, através de pequenos segmentos do caule denominados
estacas ou manivas. Esse tipo de propagacdo apresenta inconvenientes tais como a disseminagfo
de doengas sistémicas através das geragdes sucessivas, tal como ocorre com as causadas por virus,
que podem acarretar a degenerescéncia das estacas (Costa e Kitajima, 1972; Iwanaga & Iglesias,
1994 citados por Palazzo ef al., 2007). Muitos sdo os virus detectados na cultura da mandioca,
sendo que o mais disseminado em todo mundo € o virus do mosaico comum (Cassava common
mosaic virus, CSCMV) (Costa e Kitajima, 1972 citados por Palazzo et al., 2007).

A produgdo da mandioca no pais tem sido grandemente afectada por varios factores, dos quais
tem maior relevincia a prevaléncia de doengas virais nomeadamente o Listrado Castanho ou
Podriddo Radicular da Mandioca (Cassava Brown Streak Disease - CBSD) e o Mosaico Africano
da Mandioca (4frican Cassava Mosaic Disease - ACMD). Estas doengas causam uma série de
sintomas nas folhas, caule e sobretudo nas raizes, afectando o rendimento da planta e, por
conseguinte, concorrendo como um factor contra os esforgos de combate a fome e pobreza
absoluta (Matsimbe, 2006).

Para a limpeza de fitovirus, a técnica mais utilizada, tem sido a cultura de tecidos (in vitro)
(Palazzo et al., 2007). Na Nigéria e na India a utilizacio desta técnica resultou na obtencdo de

80% e 60% de clones de mandioca livres de African cassava mosaic virus (ACMV) e Indian
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cassava mosaic Virus (ICMV), respectivamente (Vasanthi e al., 2001; Adejere & Coutts, 1981,
citados por Palazzo et al., 2007).

Para o pais esta técnica pode constituir um método auxiliar na produgéo eficiente de estacas de
mandioca com alta qualidade fitossanitéria e posterior distribuigéio pelos camponeses.

De acordo com Faria et al. (2002) citados por Unemoto et al. (2006), o sucesso na tecnologia ¢
aplicagdo dos métodos de cultura in vitro deve-se a uma melhor compreensio dos requerimentos
nutricionais das células e tecidos em cultura. A formulagdo do meio de cultura € essencial para a
planta, pois concentra os nutrientes necessarios para seu desenvolvimento, podendo ser formulado
com diferentes combina¢des de acordo com os requerimentos de cada espécie.

A variabilidade na resposta morfogenética in vitro existe tanto entre espécies do mesmo género
como também entre gendtipo da mesma espécie (distintas cultivares ou clones) o que significa,
com frequéncia, a necessidade de se definirem protocolos eficazes (Cazé Filho, s/d).

Embora ja existam protocolos variados, torna-se necessario avaliar a qualidade do sistema
comercial de multiplicagfo in vitro, uma vez que este ¢ influenciado por diversos factores tais
como a taxa de multiplicagdo, altura das plantas, presenga e intensidade de estiolamento, forma,
coloragdo e tamanho das folhas, formagdo de callus, desenvolvimento de raizes, perdas por
contamina¢do microbiana, oxidagdo e eficiéncia da aclimatacdo (Oliveira et al. 2001 citados por
Lima e Mordes 2006).

1.2. Revisio Bibliografica

1.2.1. Origem e distribui¢io da mandioca

A América do Sul, provavelmente a regiio amazénica pode ter sido o centro de origem das
espécies que ocasionaram o Manihot esculenta, embora hajam algumas controversas em relagdo a
origem exacta dos progenitores das cultivares modemas, contudo, arqueoldgicas apontam para a
regido amazodnica como o centro de domesticagio (Hillocks, 2002).

No Séc. XVI, navegadores portugueses levaram a mandioca do Brasil para a costa oeste de Africa
(Jones, 1959, citado por Hillocks, 2002) e mais tarde para este de Africa através de Madagascar e
Zanzibar (Jennings, 1976 citado por Hillocks, 2002). Em Mogambique, segundo Carter ef al.
(1992) citando Alpers (1975) a primeira introdug&o foi na Ilha de Mogambique em 1768.
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1.2.2, Classifica¢io da mandica

A mandioca pertence a familia Euphorbiaceae, uma das maiores dentro das dicotileddneas. Nesta
familia, s3o encontrados 290 géneros e aproximadamente 7500 espécies distribuidas em todas as
regides tropicais e subtropicais do globo, principalmente na América e Africa (Barroso ef al,
1984, citados por Dallaqua e Coral, 2002).

Segundo Fukuda e Silva (2002) dentro da botinica sistematica de classificagfio hierarquia a
mandioca pertence a: Classe das Dicotyledoneae, a Sub-classe Archichlamydeae, a Ordem
Euphorbiales, a Familia Euphorbiaceae, a Sub-familia Manihotae, 0 Género Manihot, a Espécie

Manihot esculenta Crantz.

1.2.3. Produgiio

A Niggéria € o Brasil até 2005 eram os maiores produtores do mundo de mandioca, com 38 e 27
milhdes de toneladas respectivamente (FAO, 2006 citado por Palazzo et al., 2007). Em Africa,
Mogambique até 2004 ocupava o 5° lugar na produgio, com cerca de 5.4 milhdes de toneladas
métricas, depois da Nigéria, Congo Democratico, Ghana e Tanzénia (FAQ, 2004 citado por
Matsimbe, 2006). Até 2004 era maioritariamente produzida na zona norte nas provincias de Cabo
Delgado ¢ Nampula, no centro na Zambézia e na zona sul na provincia de Inhambane, apesar de
a0 longo do pais existirem outros focos de produgdo de mandioca (INIA/SARRNET, 2003) sendo

a provincia de Nampula até 2004 a maior produtora a nivel nacional (Andrade ef al., 2004).

1.2.4. Factores que afectam a producio em Mogambique

A limitagdo na produgfio da mandioca é na maior parte devido as tradicionais praticas de cultura,
pois na actual estrutura e funcionamento dos sistemas de cultivo a mandioca vem no fim da
rotagdo; usam-se técnicas de cultivo com pobres rendimentos; combinados com a auséncia de
insumos especialmente os fertilizantes; e preferem-se normalmente variedades tradicionais que
nio se adaptam bem e sdo muito sensiveis a pragas e doengas causadas pelo virus Listrado
Castanho da Mandioca (Alaux e Fauquet, 1987), cuja prevaléncia chega a atingir cerca de 80-
100% de incidéncia, particularmente nas regides costeiras (Hillocks et al, 2002). Estudos

realizados nestas regi6es mostraram que esta doenga, pode causar perdas de rendimento na ordem
de 52% (Maleia, 2003).
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O controle das doengas de origem viral é complexo, envolvendo diferentes métodos, desde a
eliminagdo de plantas infectadas até a aplicagdo de outros métodos mais sofisticados (Alaux &
Fauquet, 1987), como a cultura de tecidos, que se tem mostrado muito eficiente para obtencdo de

pléntulas livres de doengas na cultura de mandioca (IITA, 2002).

1.2.5. Cultura de tecidos vegetais

Esta ¢ uma técnica de multiplicagdo de células ou tecidos vegetais sob condi¢Ses controladas, a
partir de fragmentos das plantas, tais como: gemas auxiliares, apicais, fragmentos foliares, etc.,
assepticamente em meio nutritivo. Para chegar a4 condigdo de assepsia adequada, sio usados
frascos de vidro ou tubos de ensaio, razio pela qual, essa técnica é também chamada de cultivo in
vitro (Embrapa, 2006).

A cultura de tecidos ¢ fundamentada pela totipotencialidade das células, ou seja, pela capacidade

das células somaticas regenerarem plantas completas (Souza er al., 2002).

1.2.6. Factores que afectam a regeneragio in vitro
Existem trés factores que afectam a regeneragio da planta in vitro:

» Genétipo (qual espécie, cultivar ou variedade a usar).
A escolha do gendtipo a ser utilizado na cultura de tecidos vai depender dos objectivos
experimentais (Andrade, 2002).
As variedades de uma espécie respondem de maneiras diferentes as condigdes de cultivo (Mantell
et al., 1994 citados por Andrade, 2002).

» A fonte de explante (folha, raiz, caule, meristema, etc.).
E um factor importante no sucesso da regeneragdo in vitro, pois a capacidade da regeneragio
depende da maturidade, dos estagios fisiologicos e do tecido utilizado.
Os tecidos jovens e em crescimento sdo geralmente os mais usados como fonte de explante
(Andrade, 2002).

» A condigio de cultura (meio de cultura, luz, temperatura e recipiente).
O meio de cultura € decisivo para o sucesso da regeneragiio in vitro.
O meio de cultura € constituido de sais minerais (micro e macronutrientes), nitrogénio reduzido,
uma fonte de carbono, vitaminas e reguladores de crescimento, necessdrias para manter a divisdo
celular e a proliferagdo do explante. A combinagio adequada entre estes componentes associados

as demais condigdes de cultura como, luz (intensidade, qualidade e fotoperiodo), temperatura e
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recipientes de cultura (tamanho e permeabilidade gasosa) sdo a base da tecnologia da cultura de
tecidos vegetais (Andrade, 2002).
O sucesso da iniciagfo e da regeneragdo da cultura in vitro depende da decisdo correcta no

estabelecimento de todos estes factores (Andrade, 2002).

1.2.7. Vantagens e desvantagens de cultura de tecidos

1.2.7.1. Vantagens de cultura de tecidos

Segundo Guerra, (2007) a cultura de tecidos apresenta as seguintes vantagens:
> Alta taxa de multiplicagdo;

Rapidez na multiplicagio;

Controle das condic¢des de cultivo;

Propagaciio continua ao longo do ano;

Propagulos livres de doengas e pragas;

Custo baixo uma vez estabecido e optimizado o protocolo;

Espago reduzido;

Armazenamento a longo prazo de germoplasma;

vV V V V V Vv Vv Y

Adaptado para plantas de dificil propagacdo.

1.2.7.2. Desvantagens de cultura de tecidos

Segundo Guerra, (2007) a cultura de tecidos apresenta as seguintes desvantagens:
» Exige instalagdes e equipamentos especializados;
> A capacitagfo tecnoldgica deve ser maior;
» Os protocolos regenerativos ndo estdo disponiveis para todas as espécies;

» Laboratorios sdo caros de instalar.

1.2.8. Principais fases na multiplicagio in vitro de plantas
O Prof. Murashige (1974) citado por Zavattieri, (2002) definiu 3 fases principais na
multiplicagdo in vitro de plantas, tanto para os laboratorios comerciais como para os de

investigacdo.
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17 fase

Selecgdo dos explantes, desinfestagdo e cultura em meio nutritivo, sob condigdes assépticas.

2" fase

Multiplicagio dos propagulos, mediante sucessivas subculturas em meio préprio para

multiplicagéo.

3" fase
Transferéncia das partes aéreas produzidas para meio de enraizamento e subsequente transplante
das plantas obtidas para substrato ou solo. Nesta fase, a planta fica mais susceptivel ao stress

hidrico e ainda passa de uma existéncia heterotrofica para um estado autotrofico.

1.2.9. Técnicas de prepagacio in vitro

Para se fazer a propagagdo in vitro, utilizam-se varias metodologias ou técnicas dentre as quais
algumas sdo usadas com maior ou menor sucesso na reproducdo ¢ melhoramento genético de
espécies, tais como: cultivo de anteras (Perea-dallos, 1992; Kerbellec, 1993; Assani et al., 2002,
citados por Nobrega, 2006), cultivo de embrides (Shepherd et al., 1994 citados por Nébrega,
2006) e cultivo de meristemas (Borges et al., 1994; Ruggiero ef al., (1986 € 1996); Souza ef al.,
2000 citados por Nébrega, 2006).

Dentre as diversas biotécnicas de culturas in vitro actualmente empregues, a cultura de apices
caulinares (meristema apical associado a 1-3 primérdios foliares) € a de maior impacto para a

agricultura, ja que vém sendo utilizada na propagagdo de muitas espécies (Souza et al., 2002).

1.2.10. Aplicagdes de cultura de tecidos em mandioca

As principais aplicagdes de cultura de tecidos (cultura de apices caulinares) para mandioca s3o:
» Eliminagdo de doengas:
devido a sua propagagdio vegetativa por estacas, a mandioca fica exposta a problemas
fitossanitarios, especialmente doengas de origem viral (Matos et al., 1988 citados por Souza ef
al,, 2002), as quais podem ser de natureza sistémica, podem permanecer por tempo

indeterminado no interior das estacas, dificultando sua detecgfio e controle especialmente
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quando se encontram na forma latente (CIAT, 1980, citado por Souza et al., 2002). A cultura
de tecidos em mandioca tem sido amplamente usada como forma de superar os riscos

associados ao método de propagacéo tradicional (Souza et al, 2002).

» Recuperagio do vigor e da produtividade:

devido ao longo ciclo, propagacio assexuada ¢ baixa taxa de multiplicagdo da mandioca, as
plantas ficam sujeitas & ac¢fo de diversos factores tais como as pressdes bidticas (doengas e
pragas) e abidticas (clima, pH do solo, deficiéncia ou toxidez nutricional), que podem
diminuir a qualidade do material de plantio € consequentemente, a produgfo de raizes (Souza
et al., 2002). Estudos efectuados por Lozano et al. (1984), citados por Souza er al. (2002)
mostraram que ao usar estacas de plantas regeneradas depois do cultivo de apices caulinares,
os rendimentos de raizes e amido aumentaram em 69.5% e 70.3% respectivamente, em

comparagdo com o material convencional de plantio.

» Multiplicagio de variedades:

as taxas de propagagfo alcangadas pela cultura de 4pices caulinares sdio consideradas maiores
que os possiveis métodos tradicionais baseados em manivas (Stamp e Henshaw, 1986, citados
por Souza et al., 2002). Ao extrair os brotos das plantas de mandioca e criar condi¢des para
que cres¢am sob condigdes controladas em laboratério, grande niimero de individuos pode ser
produzido em qualquer momento do ano, com caracteristicas genéticas da planta original
(Smith er al., 1986).

» Intercambio de germoplasma:

o movimento de plantas e de parte de plantas entre regides ou paises desempenha um papel
importante no processo de transferéncia de tecnologia realizado por instituigSes nacionais e
internacionais (Roca, 1982, citado por Souza et al., 2002). No entanto, tal movimento estd
restringido por regulamentagéio que dificulta a introdugio de germoplasma, especialmente de
propagacdo vegetativa, como € o caso da mandioca, devido aos riscos de disseminagio de
pragas e doengas (CIAT, 1980 citado por Souza et al., 2002). E por este motivo que o
intercAmbio internacional de germoplasma de mandioca na forma vegetativa se encontra

restringido por regulamentag¢des quarentenarias (CIAT, 1980 citado por Souza ef al., 2002),
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que variam de pais para pais, desde aqueles em que a introdugdo de estacas € permitida até
aqueles onde a sua entrada ¢ proibida (Souza et al., 2002).

O sistema de cultivo in vitro tém sido adoptado em diversos paises como uma forma de
controlar aspectos fitossanitarios, facilitando e agilizando o intercdmbio internacional de
germoplasma de mandioca (Roca et al., 1984 citados por Smith ef al., 1986). A propagacdo da
mandioca por cultura de tecidos proporciona algumas vantagens que permitem o seu emprego
na transferéncia de germoplasma tais como:

a) Limpeza de doencas, de tal forma que possa satisfazer os regulamentos de
quarentena,

b) Pequeno porte, que permite transferir um grande nimero de acessos de mandioca,

¢) Taxa de propagacdo potencialmente alta (CIAT, 1980 e 1982 citados por Smith et
al., 1986).

» Conservagio de germoplasma:

como um método valioso de apoio a preservagdo do germoplasma de mandioca no campo, a
conservagdo in vitro sob condi¢des de crescimento minimo, mediante o cultivo de 4pices
caulinares, torna-se um procedimento adequado para manter uma grande colec¢do em
pequeno espago fisico, livre de doengas e pragas, e sem risco de perdas por problemas
edafoclimaticos, por outro lado permiti uma elevada taxa de propagag¢io de plantas sadias em
qualquer época do ano (Roca et al., 1982; Mafla et al., 1993 citados por Souza et al., 2002).
Desta forma, este sistema de conservagio assegura uma alta viabilidade do material e ainda
traz como vantagem o facto de ser um procedimento simples e de rdpido estabelecimento

(CIAT, 1980 citado por Souza et al., 2002).

1.2.11. Importincia de cultura de tecidos para Mogambique

A cultura de tecidos € aplicada a culturas de propagagio vegetativa como o caso da mandioca e
batata-doce (Cossa, 2005). Estas culturas sfo de extrema importdncia no que diz respeito a
seguranga alimentar dos mais necessitados, pois séio culturas resistentes a seca.

Contudo, a cultura da mandioca no norte do pais esta sendo atacada pelo virus do Listrado
Castanho da Mandioca, assim esta técnica serd de extrema importdncia no que concerne a
produgdo de plantas de mandioca livres do virus e posterior distribui¢do pelos camponeses, ou

mesmo para uma exploragfo comercial com vantagens econémicas (Cossa, 2005).
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2. Objectivos

2.1. Objectivo Geral

» Avaliar e comparar dois métodos para multiplica¢do in vitro de trés variedades locais de

mandioca (Manihot esculenta Crantz).

2.2. Objectivos Especificos

» Determinar e comparar as taxas de multiplicagdo dos dois métodos para propagagio in
vitro de trés variedades locais de mandioca (Manihot esculenta Crantz).
Determinar e comparar as taxas de crescimento dos dois métodos para multiplicagdo in

vitro de trés variedades locais de mandioca (Manihot esculenta Crantz).

3. Hipoteses
Hj: As taxas de multiplicagdo e de crescimento nos dois métodos ndo irfio diferir

H;: As taxas de multiplicagdo e de crescimento nos dois métodos irfio diferir

4. Area de Estudo

O experimento foi realizado no laboratério de biotecnologia do Instituto de Investigagio Agréria
de Mogambique (IIAM) situado na Avenida das FPLM, Bairro de Mavalane A, Maputo, durante
os meses de Setembro a Novembro de 2007.

A principal missdo do laboratério de biotecnologia do IIAM € a produgdo massiva de plantas
livres de doengas para sua multiplicagdo em campo, com equipamento moderno. O Laboratério
serve igualmente para diagnéstico e limpeza de doengas e facilita a importagfo e exportagio de
plantas in vitro com destaque para culturas de propagagdio vegetativa como mandioca, batata reno

e banana.
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5. Materiais e Métodos
Na multiplicagdo in vitre foram utilizados métodos desenvolvidos pelo CIAT e IITA. As
variedades foram multiplicadas por trés subcultivos de 30 dias (subcultivo 1 a 3) e em meio de

cultura composto por macros € micronutrientes do meio MS (Murashige e Skoog).

5.1. Materiais

5.1.1. Variedades locais de plantulas cultivadas in vitro:

¢ Chinhembwe
¢ Munhaga

o MZ7-89186
5.1.2. Outros .materiais:

Tubos de ensaio com tampas (2,5 cm de didmetro x 15 cm de altura)
Frascos contendo as plantulas in vitro
Conta-gotas

Lapis ou caneta

Papel de aluminio

Parafilme

Pingas

Bisturis

Pipetas graduadas (1ml, 2ml, 5Sml, 10ml)
Autoclave

Medidor de pH

Agitador magnético

Camara de fluxo laminar

Lamparina

Balangas analitica

Régua

Trabalho de Culminagfo de Curso-2007 Adilia de Jesus Faustino Viegas




Avaliagdo de dois métodos para multiplicaglo in vitro de trés variedades locais de mandioca (Manihot esculenta
Crantz)

Marcador de tinta permanente

Etiquetas

Algodao

Sabdo

Bloco de notas

Balédo volumétrico (100ml, 200ml, 1000ml)
Copos (100ml, 200ml, 500mi, 1000ml)

Microondas

5.1.3. Reagentes e Solugdes

Agua destilada
Meio MS
Etanol a 70% ¢ 95%
Sacarose

Agar

BAP

ANA

GA;

HCI
Tiamina-HCI
m-inositol

KOH e NAOH a (.1 e 0.5N
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5.2. Métodos
5.2.1. Método desenvolvido pelo CIAT
a) Preparag¢ao das solugées stocks de reguladores de crescimento e vitaminas

Benzilaminopurina (BAP) (0.01M) - dissolveu-se 20 mg de BAP num volume de 1,0 N de HCl,
completou-se com dgua destilada até obter um volume de 200 ml, que correspondeu a 0.1M
solugdo de hormonas. Levou-se 20 ml da solugiio de 0.1M e acrescentou-se agua destilada até
obter um volume de 200 ml (que corresponde a solu¢do de 0.01M). Rotulou-se como Solugiio
stock de BAP.

Acido giberélico (GA3) (0.01M) - dissolveu-se 22 mg (90% Acido giberélico) num volume de
1,0 N de KOH, completou-se com agua destilada até obter um volume de 200 ml. Levou-se 20 ml
da solugdo acrescentou-se dgua destilada até obter um volume de 200 ml {que corresponde a

solugdo de 0.01M). Rotulou-se como Solugfo stock de (GA»).

Acido naftaleno acético (ANA) (0.01M) - dissolveu-se 20 mg de ANA num volume de 1,0 N de
KOH, completou-se com 4gua destilada até obter um volume de 200 ml. Levou-se 20 ml da
solugdio acrescentou-se dgua destilada até obter um volume de 200 ml (que corresponde a solugo

de 0.01M). Rotulou-se como Solugdo stock de ANA.

Solugio stock de vitamina - Pesou-se os 0.2g de tiamina-HCl, dissolveu-se com 100ml de 4gua
destilada . Depois de se tornar homogénea, colocou-se a solugdo num balfo volumétrico de 200ml
e adicionou-se 4gua destilada até ao volume final e rotulou-se como Solugio stock de mistura de

vitaminas.
b) Procedimentos para a preparagio de llitro de meio de cultura

. Encheu-se um copo para 1 litro com 200 ml a 300 ml de 4gua destilada colocou-se num
agitador magnético e adicionou-se 20 g de sacarose.

. Adicionou-se 0.10g de m-inositol, 10m] de tiamina-HCL.

. Adicionou-se solugdes stocks de acordo com a tabela 1 abaixo

. Dissolveu-se 6.0 g de agar

. Completou-se com 4gua destilada até obter um volume de 1000ml de solugdo.
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. Ajustou-se o pH para 5.7 usando gotas de HCl e NaOH, ambos 0.1 N.

. Colocou-se o copo contendo a solugéo no microondas durante 10 minutos.

. Distribuiu-se 2.5ml do meio em tubos de ensaio com tampas € autoclavou-se o meio por
15 minutos a temperatura de 121°C.

. Colocou-se os frascos com o meio num lugar fresco até o agar solidificar.

Tabela 1. Quantidade em ml de solucdes stocks adicionada ao meio de cultura desenvolvido pelo CIAT.
Solugdes stocks Quantidade (ml)

Solugo stock de BAP 0.4
Solugéo stock de GA, 0.5
Solugdo stock de ANA. 0.2

Solugdo stock de vitaminas 10

5.2.2 Método desenvolvido pelo IITA

a)Preparaciio de solugdo stock de reguladores de crescimento
Solu¢do stock de ANA - mesmo procedimento que o do método desenvolvido pelo CIAT.,
Solugdes stock de BAP- mesmo procedimento que o do método desenvolvido pelo CIAT.

Solugio stock de vitamina - mesmo procedimento que o do método desenvolvido pelo CIAT

b) Procedimentos para a preparagdo de 1 litro de meio de cultura

. Encheu-se um copo para 1 litro com 200 ml a 300 ml de 4gua destilada e adicionou-se
20g de sacarose e 0.1g de m-inositol,

. Adicionou-se stocks de acordo com a tabela 2 abaixo.

. Dissolveu-se 6.0 g de agar.

. Completou-se com 4gua destilada até obter um volume de 1000 ml de solugfio.
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Ajustou-se o pH para 5.7 usando gotas de HCl e NaOH, ambos a 0.1 M.

Colocou-se o copo contendo a solugdo no microondas durante 10 minutos.

Distribuiu-se 2.5 ml do meio em tubos de ensaio, tapou-se € autoclavou-se o meto por 15
minutos a temperatura de 121°C.

Colocou-se os tubos de ensaio com o meio num lugar fresco até o agar solidificar.

Tabela 2. Quantidade em ml de solugdes stocks adicionadas ao meio de cultura desenvolvido pelo IITA
Solugdes stocks Quantidade (ml)

Solugio stock de BAP 5
Solugdo stock de ANA 1

Solugdo stock de vitaminas 10

5.2.3. Técnicas de esterilizagio

e Trabalhou-se em condigdes de assepsia, para evitar a contaminagdo de frascos com
bactérias e fungos. Para tal densifectou-se a drea de trabalho (cdmara de fluxo laminar)
com algoddo humedecido em agua para remover o pé e as impurezas,

Limpou-se de novo com algodio humedecido em etanol a 70%.

Ligou-se a cdmara de fluxo laminar trinta (30) minutos antes do seu uso, regulou-se a
pressdo para 180.

Lavou-se as médos com sabdo e 4gua.

Limpou-se as méos e os bragos com etanol a 70%.

5.2.4. Procedimento para multiplicagio

Os procedimentos para a multiplicagdo foram iguais para os dois métodos ¢ foram feitos na
cdmara de fluxo laminar. Assim, retirou-se as folhas e cortou-se a parte aérea das plantulas de
mandioca, produzidas in vitro, em segmentos de cerca lcm contendo uma gema lateral com
auxilio de pinga e bisturi esterilizados em 4lcool a 95% (Figura 1) e passados pela chama. Estes

segmentos foram utilizados como explantes.
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Foram introduzidos 30 explantes de cada variedade nos tubos de ensaio contendo o meio de
cultura, foram escolhidas, ao acaso, 10 plantulas de cada variedade originarias dos explantes

como amostra. E estas mesmas plantulas forneceram o explantes para o cultivo subsequente.

SO LA

A Party
canaral

reciole

“- R

ARUED S8 ICTO-SBIAG A

Figura 1. Esquema da propagacdo in vitro, a partir de uma plantula sd produzida in vitre via cultura de
meristemas pode se obter de 3 a 5 novas plantulas (CIAT, 1982 ¢ Roca, 1984 citados por Fregene et al.,
2002).

a — Plantula; b — Divisdo da plantula em micro-estacas; ¢ - Micro-estacas; d — Micro-estacas inoculadas no

meio de cultura em tubos de ensaio & e — Novas plantulas multiplicadas via in vitro.

5.2.5. Incubagiio

As culturas inoculadas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura 30°C e

luminosidade {1.000 lux, 12/12 horas de claro/escuro).
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5.3. Observacgio ¢ controle das plintulas

O ensaio foi controlado regularmente para ver se existiam contamina¢Ges e o material

contaminado foi retirado para evitar que contamina-se outros materiais.

Os dados foram colhidos de 30 em 30 dias, e teve-se em conta a taxa de multiplicago, aparéncia

€ vigor no crescimento das plantulas.

5.4. Parametros medidos e seus métodos
A andlise da taxa de multiplicagfo das plantulas foi feita pela contagem directa de nimeros de
mini-estacas produzidas por cada plantula.

A andlise de crescimento das plantulas de mandioca foi feita através da determinagio de:

e peso da matéria fresca das folhas e das raizes por pesagem na balanca analitica

independentemente de seu tamanho;

Numero das folhas e das raizes por contagem directa nas plantulas, independentemente de

seu tamanho;
Medi¢do do comprimento das raizes usando uma régua;

Altura da parte aérea da plintula usando uma régua.

3.3. Delineamento experimental

O delineamento experimental adoptado foi inteiramente casualizado considerando as condigdes
(temperatura; humidade relativa; luz e fotoperiodo) homogéneas, 2 tratamentos,3 variedades e 10

repeticoes.

5.6. Andlise estatistica

Os dados foram analisados no Excel, para comparagdo dos dois métodos em cada variedade foi

usado o teste de comparagio de médias (teste-f pareado).
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6. Resultados

As mini-estacas usadas para o estudo desenvolveram-se independentemente da variedade.
Ocorreu formagéo e desenvolvimento de plantulas em mais de metade dos segmentos caulinares
inoculados nos dois métodoé, tanto no primeiro, como no Segundo subcultivo, tendo este numero
reduzido drasticamente no terceiro subcultivo devido a elevadas contaminagdes por fungos, o que

resultou no descarte.

6.1. Taxa de multiplicagio

6.1.1.Niumero de mini-estacas
A variedade “Mz-89186” obteve maior numero de mini-estacas nos dois métodos e nos dois

subcultivos, tendo esta se destacado no método desenvolvido pelo IITA (Figura 2), apesar das

diferengas ndo terem sido estatisticamente significativas (teste-t, P>0.05).

OMunhaca
@ Mz-89186
O Chinhembwe

Numero médio de mini-estacas

IAT r CIAT
Subcultivo 1 Subcultivo 2
Métodos

Figura 2. Namero médio de mini-estacas produzidas pelas trés variedades locais de mandioca (Manihot
esculenta Crants) quando submetidas aos métodos desenvolvidos pelo IITA e CIAT em dois subcultivos.

Cada barra representa a média de10 plantulas por variedades + desvio padrio.

Na variedade Munhaga o nimero de mini-estacas foi linear nos dois métodos e nos dois
subcultivos, ndo havendo também diferengas significativas (teste-t, P>0.05), enquanto que a
variedade Chinhembwe e Mz-89186 no subcultivo 2, apresentaram-se com maior nimero de

mini-estacas no método desenvolvido pelo liTA.
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Figura 3. Nimero médio de mini-estacas produzidas pelas trés variedades locais de mandioca (Manihot
esculenta Crants) quando submetidas aos métodos desenvolvidos pelo lITA e CIAT em média dos dois

subcultivos. Cada barra representa a média de 20 plantulas por variedades + desvio padrio.

Na média dos dois subcultivos as variedades Mz-89186 e Chinhembwe apresentaram diferengas
significativas (teste-t, P <0,05), obtendo maior nimero médio de mini-estacas no método IITA

com 2,8 e 2,7 respectivamente (Figura 3 e Tabela 7 em anexo).

6.2. Parimetros de ecrescimento

6.2.1. Altura das Pliantulas
As alturas médias das plantulas foram maiores nas variedades inoculadas no método desenvolvido

pelo IITA (Figura 4), no entanto as diferengas ndo foram significativas para a variedade Mz-
89186 nos dois subcultivos € para as variedades Munhaga e Chinhembwe (Teste-t, P>0.05) no

primeiro subcultivo.
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Figura 4. Altura média das plantulas produzidas pelas trés variedades locais de mandioca (Manihot
esculenta Crants) quando submetidas aos métodos desenvolvidos pelo IITA e CIAT em dois subcultivos.

Cada barra representa a média de10 pldntulas por variedades + desvio padrio.

Na média dos dois subcultivos foram encontradas diferengas estatisticas (teste-t, P <0.05) nas
variedades Mz-89186 e Chinhembwe (Tabela 6 em anexo) no método desenvolvido pelo [ITA e a
maiores alturas atingidas foram 4.325 cm e 3.020 cm para as duas variedades respectivamente

(Figura 5).

m}

O Munhaga
BMZ-89186
0 Chinhembwe

Altura média das plantulas (c

Media
Métodos

Figura 5. Altura média das plantulas produzidas pelas trés variedades locais de mandioca (Manihot
esculenta Crants) quando submetidas aos métodos desenvolvidos pelo HITA e CIAT em média dos dois

subcultivos Cada barra representa a média de 20 plantulas por variedades £ desvio padrdo.
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6.2.2. Numero de raizes
As variedades inoculadas no método desenvolvido pelo IITA obtiveram maior nimero de raizes

nos dois subcultivos do que as variedades inoculadas no método desenvolvidas pelo CIAT
(Figura 6) e as variedades Mz-89186 e Chinhembwe obtiveram maior nimero de raizes no

segundo subcultivo com uma média de 3,1 raizes por plantula.

OMunhaga
@BMZ-89186
» O Chinhembwe

Numero médio de raizes

Subcultivo 1 Subcultivo 2
Métodos

Figura 6. Numero médio de raizes produzidas pelas trés variedades locais de mandioca (Manihot
esculenta Crants) quando submetidas aos métodos desenvolvidos pelo IITA e CIAT em dois subcultivos.

Cada barra representa a média de10 plantulas por variedades + desvio padrio.

Apesar de maior nimero de raizes no método desenvolvido pelo IITA apenas a variedade
Chinhembwe mostrou diferengas significativas (2,65 raizes em média) (teste-t, P <0.05) (Figura?

e Tabela 4 em anexo).
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Figura 7. Nimero médio de raizes produzidas pelas trés variedades locais de mandioca (Manihot
esculenta Crants) quando submetidas aos métodos desenvolvidos pelo IITA e CIAT em média dos dois

subcultivos, Cada barra representa a média de 20 plantulas por variedades £ desvio padrio.

6.2.3. Comprimento das raizes
As raizes tiveram maiores médias de comprimento no método desenvolvido pelo IITA (Figura 8).

0O Munhaga
= MZ-89186
@ Chinhembw e

Comprimento médio das raizes {Cm}

A T CIAT ITA T CAT

Subcultivo 1 Subcultivo 2
Métodos

Figura 8. Comprimento médio das raizes produzidas pelas trés variedades locais de mandioca (Manihot
esculenta Crants) quando submetidas aos métodos desenvolvidos pelo [ITA e CIAT em dois subcultivos.

Cada barra representa a média de 0 plantulas por variedades + desvio padrio.
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O maior nimero médio de raizes ocorreu no subcultivo 2, para o método desenvolvido pelo IITA,
e menor para subcultivo 1 no método desenvolvido pelo CIAT. Nas variedades Munhaga ¢ MZ-
89186 as diferengas no comprimento das raizes entre os dois métodos ndo foram significativas

(teste t, P>0,05) (Tabela 4 em anexo).

7,00
6,00 -

5,00 -

4,00 4 OMunhaga
EMZ-89186
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comprimento médio das raizes (cm)

o
[ ]
o

Média
Métodos

Figura 9. Comprimento médio das raizes produzidas pelas trés variedades locais de mandioca (Manikot
esculenta Crants) quando submetidas aos métodos desenvolvidos pelo IITA e CIAT em média dos dois

subcultivos. Cada barra representa a média de10 plantulas por variedades + desvio padrio.

Na média dos dois subcultivos as médias dos comprimento das raizes na variedade Chinhembwe
diferiram estatisticamente (teste-t, P<0.05), tendo as plantulas do método desenvolvido pelo IITA
apresentando raizes mais compridas que as plantulas do método desenvolvido pelo CIAT (em

média 2,65 ¢ 0,85 cm respectivamente) segundo o teste-t a 5% (Figura 9).

6.2.4.Peso da matéria fresca das raizes
O peso da matéria fresca das raizes foi maior no método desenvolvido pelo IITA (Figura 10) tanto

nas trés variedades como nos dois subcultivos, mas estatisticamente nfio foram encontradas

diferengas significativas (teste-t, P>0.05) (Tabela 1 em anexo) exceptuando a variedade MZ-

89186 no subcultivo 2 que apresentou diferengas significativas (teste-t, P>0.05) (Tabela 1 em

anexo), apresentando maior peso da matéria fresca das raizes no método desenvolvido pelo IITA.
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Figura 10. Peso médio da matéria fresca das raizes produzidas pelas trés variedades locais de mandioca
(Manihot esculenta Crants) quando submetidas aos métodos desenvolvidos pelo IITA ¢ CIAT em dois

subcultivos. Cada barra representa a média del0 plantulas por variedades + desvio padrio.

Na média dos dois subcultivos a variedade MZ-89186 apresentou maior peso da matéria fresca

das raizes no método desenvolvido pelo IITA (Figura 11).

Figura 11. Peso médio da matéria fresca das raizes produzidas pelas trés variedades locais de mandioca
(Manihot esculenta Crants) quando submetidas aos métodos desenvolvidos pelo IITA e CIAT em média

dos dois subcultivos. Cada barra representa a média del0 plantulas por variedades + desvio padrio.

6.2.5. Numero de folhas
A quantidade de folhas mostrou-se elevadas no método desenvolvido pelo IITA nos dois

subcultivos (Figura 12), ndo havendo diferengas significativas no nimero de folhas (teste-t, P
<0,05) exceptuando na vartedade Chinhembwe no segundo subcultivo no método desenvolvido

pelo IITA (Tabela 3 em anexo).
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Figura 12. Nimero médio de folhas produzidas pelas trés variedades locais de mandioca (Manihot
esculenta Crants) quando submetidas aos métodos desenvolvidos pelo 1ITA e CIAT em dois subcultivos.

Cada barra representa a média de10 plantulas por variedades + desvio padrio.

Na média dos dois subcultivos o método desenvolvido pelo IITA apresentou maiores numeros
medios de folhas do que o método desenvolvido pelo CIAT (Figura 13) mostrando diferengas
significativas (teste-t, P <0,05) na variedade Chinhembwe, apresentando em média 3,85 folhas

por plantula.
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Figura 13. Namero médio de folhas produzidas pelas trés variedades locais de mandioca (Manikot
esculenta Crants) quando submetidas aos métodos desenvolvidos pelo 1ITA e CIAT em média dos dois

subcultivos Cada barra representa a média de 20 plantulas por variedades + desvio padrio.

6.2.6. Peso da matéria frescas das folhas
O peso da matéria fresca da folha no primeiro subcultivo foi linear nos dois métodos, € no

segundo subcultivo apresentou maior peso da matéria fresca das folhas no método desenvolvido
pelo IITA (Figura 14) e a variedade Chinhembwe foi a que mais se destacou. A variedade

Munhaga nio apresentou diferengas significativas (teste-t, P >0,05).
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Figura 14. Peso médio da matéria fresca da folha produzidas pelas trés variedades locais de mandioca
(Manihot esculenta Crants) quando submetidas aos métodos desenvolvidos pelo IITA e CIAT em dois

subcultivos. Cada barra representa a média de10 plantulas por variedades + desvio padrio.
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Em contrapartida as variedades Mz-89186 e Chinhembwe na média dos dois subcultivos
apresentaram diferengas significativas (teste-t, P <0.05) (Tabela 2 em anexo) tendo apresentado
maiores valores do peso da matéria fresca da folha no método desenvolvido pelo IITA 0.029g e

0,0428g respectivamente.(Figura 15).
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Figura 15. Peso médio da matéria fresca da folha produzidas pelas trés variedades locais de mandioca
(Manihot esculenta Crants) quando submetidas aos métodos desenvolvidos pelo [ITA e CIAT em media

dos dois subcultivos. Cada barra representa a média de 20 plantulas por variedades + desvio padréo.

7. Discussio

7.1. Taxa de Multiplicacio

Os resultados obtidos no método desenvolvido pelo IITA nas variedade Mz-8918 ¢ Chinhembwe
que apresentaram uma taxa média de multiplicagio de 2,8 e 2.7 respectivamente, estdo de acordo
com estudos feitos por De Oliveira et al. (2000), que obteve uma taxa média de multiplicagio de
2,9 por subcultivos de 30 dias, utilizando diferentes métodos e variedades.

Por outro lado Acedo (1994), obteve taxas de 4 — 6 em subcultivos de até 60 dias. Broomes e
Lacon (1994) obtivera 2 — 6 utilizando diferentes métodos e variedades.

Esta comparago permite afirmar que a taxa de multiplicagio obtida pelas variedades Mz-89186 e

Chinhembwe no métdo desenvolvido pelo 1ITA permitem niveis aceitiveis para multiplicag¢do.
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Segundo Cheema & Sharma (1983), o BAP induz uma alta taxa de multiplicagio. O efeito
benéfico do BAP na multiplicagdio dos brotos pode ser relacionado com a influéncia deste
regulador de crescimento na divisdo celular e na quebra de dorméncia das gemas axilares, até
entdo inibidas pela domindncia apical. Por outro lado Para Pierik (1990), um adequado balango
entre auxina citocininas estabelece um eficiente controle no crescimento e na diferenciagiio das

culturas in vitro.

7.2, Parametros de crescimento

Maior altura das plantulas foi obtido no método desenvolvido pelo IITA contudo, o método
desenvolvido pelo CIAT deveria ter apresentado maiores comprimento devido a presenca da
hormona GA;3, porque segundo Serrano & Pifiol (1996), o cultivo de plantas em meio com GA;
induz o alongamento do caule, afectando assim o tamanho das plantas. Esta divergéncia ocorreu
provavelmente devido ao facto do método IITA apresentar maior razfio entre as hormonas
ANA/BAP e esta relagdo segundo Bilgrami & Pandey (1998), promove o desenvolvimento da
parte aérea.

Do mesmo modo, Abreu & Trevisan (1999), verificaram que o meio com ANA e BAP
proporcionou melhor desenvolvimento da parte aérea em segmentos de internddais,
principalmente com baixas concentragdes de auxina. Por seu lado Diniz et al. (2003), em estudos
com macela [Egletes viscosa (L.} Less.] observou maior crescimento em altura das plantas no
tratamento com GAj; na auséncia de BAP, e com adi¢io de BAP ao meio de cultura causou

redug@o no crescimento em altura.

Os resultados mostram que as variedades desenvolvidas no método desenvolvido pelo [ITA
obtiveram maior niumero de raizes, estes resultados ndo estdo de acordo com os obtidos por Diniz
et al, (2003), nos estudos efectuados com macela [Egletes viscosa (L.) Less.], onde verificou um
maior nimero de plantas com raizes quando foram utilizadas concentracdes crescentes de GA;.
por outro lado Pasqual et al. (1990) citados por Diniz ez al, (2003), indicou que 0 GA3 aumentou a
taxa de enraizamento de plantas.

Neste estudo 0 método desenvolvido pelo CIAT € o que deveria apresentar um maior niimero de
raizes devido & presenca de GAj; Esta divergéncia ocorreu provavelmente devido a presenga de

altas concentragdes de ANA no método desenvolvido pelo IITA quando comparado com o

Trabalho de Culminagio de Curso-2007 Adilia de Jesus Faustino Viegas




Avaliagiio de dois métodos para multiplicagdio in vitro de trés variedades locais de mandioca (Manihot esculenta
Crantz)

meétodo desenvolvido pelo CIAT. Segundo Nair et al. (1979), citados por Lima et al. (2002), altas
concentragdes de ANA induzem a formagio de raizes mais vigorosas em plantulas regeneradas
de mandioca. As diferengas referentes as concentragdes de ANA, que proporcionam melhores
frequéncias de enraizamento, podem ter sido devido aos diferentes niveis endégenos de auxina
presentes nas diferentes variedades de mandioca.

O método desenvolvido pelo (IITA) mostrou-se ideal para a multiplicagio da variedade
Chinhembwe, pois a presenga de raizes em quantidades equilibradas nas plantulas de mandioca
sdo benéficas a multiplicagio, uma vez que promovem maior absor¢io de nutrientes e
consequentemente a produgdo de gemas para os subcultivos subsequentes (Oliveira & Silva, 1997
citados por De Olivera et. al., 2000).

A presenga de pelo menos uma raiz forte ¢ essencial na transferéncia das plantulas para o solo

(Love et al. 1987), como aconteceu com esta variedade no método desenvolvido pelo [ITA.

As variedades apresentaram maiores comprimentos da raiz no método desenvolvido pelo 1ITA,
estes resultados se devem provavelmente a raziio auxinas e citocininas, Segundo Skoog e Miller
(1957) citados por Brum er al, (2002), o aumento da concentragio de auxinas em relagio as
citocininas, promoveria a formagfo de raizes. De uma maneira geral, as auxinas sdo as que mais
influenciam o processo de enraizamento. No entanto, Brum ef al. (2002) alcangou os melhores
resultados em figo (Ficus carica) para comprimento da maior raiz quando se adicionou BAP no

meio de cultivo, sendo os maiores valores observados com a utilizagdo de 2 a4 mg L™ de BAP.

A variedade Chinhembwe apesar de ter obtido maior nimero de raizes no método desenvolvido
pelo IITA, o peso da matéria fresco das raizes ndo mostrou diferengas significativas
provavelmente porque os segmentos nodais inoculados no método desenvolvido pelo IITA
emitiam raizes de imediato e raizes finas, por seu lado as do método desenvolvido pelo CIAT
apresentaram formagcdo de callus (tecidos ndo diferenciados) e s6 depois ¢ que emitiram raizes de

espessura delgada.

O peso médio da matéria fresca das folhas foi maior no método desenvolvido pelo HTA,
resultados que contrariam os verificados por com Bertolucci ef al. (2000), que trabalhando com

segmentos nodais de Tournifortia paniculata, verificaram que a presenca dos reguladores GA; e

Trabalho de Culminagiio de Curso-2007 Adilia de Jesus Faustino Viegas




Avaliagdo de dois métodos para multiplicacfio in vitro de trés variedades locais de mandioca (Manihot esculenta
Crantz)

ANA induzia a hiperhidratagfio das folhas nos brotos formados. Este resultado favorece o método
desenvolvido pelo CIAT que apresenta estas hormonas na sua composigao.

O método desenvolvido pelo IITA apresentou maiores pesos da materia fresca das folhas,
provavelmente devido a relagdo entre as hormonas BAP/ANA, que é elevada. Pois segundo
Bilgrami & Pandey (1998), esta relagdo promove o desenvolvimento da parte aérea e se esta
relagdo for balanceada na proporg¢do de 1:1, promove o desenvolvimento de callus, o que
provavelmente aconteceu no método desenvolvido pelo CIAT, e segundo Roca (1986) citado por
De Oliveira et al. (2000) a formagdo de callus em sistemas de micropropagago apartir de gemas
laterais e apices € indesejavel, pois pode promover o aparecimento de variantes somaclonais e

inibir o crescimento das plantulas.

8. Conclusio

» O método desenvolvido pelo IITA mostrou-se mais eficiente que o método
desenvolvimento pelo CIAT. O método desenvolvido pelo IITA apresentou: maior numero
médio de mini-estacas, maiores alturas médias das plantulas, maior nimero médio de
raizes, maior comprimento médio de raizes e maior peso médio da matéria fresca das
raizes na variedade Mz-89186. A variedade Chinhembwe apresentou maior niimero médio
de fothas e maior peso médio de matéria fresca das folhas quando submetido a0 mesmo
método.

A variedade Munhaga respondeu do mesmo modo aos dois métodos podendo-se usar
tanto um como outro método para sua multiplicagéo,

As variedades Mz-89186 e Chinhembwe foram as que obtiveram resultados aceitaveis no
método desenvolvido pelo IITA. Desta forma, este método pode ser utilizado para

produgfio em maior escala destas variedades.
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9. Recomendacoes
Diante do constatado, recomenda-se que:
» Sejam testadas modificagdes nas concentragdes de sacarose, nitrogénio e outros nutrientes;
> Se avalie estes métodos com outras variedades locais ou vice e versa:
» Sejam feitos experimentos usando meios modificados de Murashige e Skoog, com
diferentes substratos preparados a base de materiais disponiveis localmente e de baixo

custo (agua de coco) por forma a reduzir-se os custos desta metodologia, atendendo que

materiais sdo caros e escassos no mercado nacional.
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Tabela 1. Comparagiio do peso da matéria fresca das raizes nos dms métodos (IlTA e CIAT) nas 3 variedades, em d01s subcultwos
NSRE . Munhaga - ot a, e Mz-B9IB6.Y T % oa L *" . Chinhembwe
.. Subcultivol< - Subcultive2 - - -Média ""Subcultivol  © ¢+ Subcultive2,. . _ U Médiar 7,7 ’Subcuiuvol . Subcultivo 2 Média
. HTA CIAT -~ UTA . CIAT. . IITA  CIAT - HTA. CIAT .~ ITA ° ° CIAT T4 | CIAT {ITA v CIAT HTA CIAT 1TA CIAT
0,0523 00145 02187 00828 00,1355 0,0486 00406 0,0229 0,6553 00599 0,3479 0,0414 00298  0,0067 03357 0,752 3,8500 1,9500

Variance 0,0049 00008 0.1016 00146 0,0577 0,0085 00023 0,0010 0,5149 00061 0,3444 0,0038 0,0014  0,0000 00824 00287 3,1868 2,1553
n 10 10 10 10 20 20 10 10 10 10 20 20 10 10 10 10 20 20
Pooled Variance 0,0029 0,0581 0,0331 0,0017 0,2605 0,1741 0,0007 0,0555 2,6711
Hypothesized Mean Dif 0 ] 0 0 0 0 0 0 0
df 18 18 38 18 18 38 18 18 38
t-Test . 1,2614 . , . 2,3230 19553 , 3,6763
P(T<=t) one-tail , 01116 \ X , 0,0128 0,0331 X 0,0004
t Critical one-tail . 1,7341 , R , 1 ,6860 1,7341 . 1 ,6860
P(T<==1) two-tail , 0,2233 X , , 0,0256 0,0663 , 0,0007
1 Critical two-tail : 2,1009 i . X 2,0244 2,1009 s 2,0244

Tabela 2. Comparagﬁo do peso da matéria fresca das folhas nos dois métodos (IlTA e CIAT) nas 3 vanedades em dois subcultlvos

e m % - " K . -+ s Munhagag °° co.CL ) S CETIR L ~‘~Mz-89i86 2F mi o Fe 7.~ 577 Chinhembwe )

it . % ﬂ? « &% a * Subcultivel, . ¢ Subcdllive 2% e’ Média - .. % . Subcultive 18T I, Subcilive 27 T4 - dia: JSubculm'col -t Subcultivo 2 Média
S ":fif. i SR ITA ) CIAT 4, SHTA™ JCIAT® SITA " =5 CIAT® 2 JITA = cmmfdl;umm T CHT Fa e HTA. CIAT - KA.~ ClaT " HTA -~ CIAT T4 CIAT |
Mean 0,0146 00213 00415 00229 00,0280 0,0221 0.0141  0,0097 0,0431 00071 0,0286 0,0084 0,0069  0,0067 0,0786 00179 0,0428 0,0123
Variance 0,0004 00023 0,0005 00005 0,0006 0,0013  0,0003 0,000 0,0011 00001  0,0009 0,0001 0,0000  0,0000 0,0010 00005 0,0018 0,0003
n 10 10 10 10 20 20 10 10 10 10 20 20 1o 10 10 10 20 20
Pooled Variance 0,0014 0,0005 0,0010 0,0002 0,0006 0,0005 0,0000 0,0008 0,0011
Hypothesized Mean Dif 0 0 0 0 0 0 0 0 0

df 18 18 38 18 18 38 i8 _ 18 38

t-Test -0,4045 , X A . 2,8952

P{T<=t) one-tail 0,3453 \ ,273 ) X 0,0031

t Critical one-tail 1,7341 , , . ) 1,6860

P(T<=t} two-tail 0,6906 X N X X 0,0062

t Critica! two-tail 2.1009 1006 , 2, 100 2,0244




Tabela 3. Comparagio de nimero médio de folhas nos dois métodos (IITA e CIAT) nas 3 variedades, em dois subcultivos.

Munhaga

Mz-89186

Chinhembwe

Subcultivo 1

Subcultivo 2

Média

Subcultivo |

Subcultivo 2

Média

Subcultive 1

Subcultive 2

Média

T4 CIAT

HiTA4

CIAT

iITA

ClAT HiA

CIAT ITA

CilAT

11T4

Ciar IITA CIAT

HTA

ClAT

T4

T CIT

Mean

Variance

n

Pooled Variance
Hypothesized Mean Dif
df

t-Test

P{T<=t) one-tail
t Critical one-tail
P(T<=t) two-tail
t Critical two-tail

2,3000 2,3000
24556 26778
10 10
2,5667
0
18

33000 2,7000 2,8000 2,5000
1,8526 2,5789

0,9000
10
1,7889
0

18
1,06031
0,1646
1,7341
0,3291
2,1009

2,6778
10

20
2,2158
0

38
0,6373
0,2639
1,6860
0,5277
2,0244

3,2000
2,4000
20 10
2,6667

0

18
0,8216
0,2110
1,7341
0,4221
2,1009

2,6000 3,0000
2,9333 2,4444
10 10
29778

¢

18

1,0366

0,1568

1,7341

03136

2,1009

2,2000
3,511
to

3,1000 2,4000
2,3053 3,0947

20
2,7000
0

38
1,3472
0,0930
1,6860
0,1859
2,0244

3,0000  2,1000
2,8880 34333
20 10 10
3,1611
¢
18

4,7000
22333
10
1,6500
0

8
5,0483
0,0000
1,7341
0,0001
2,1009

1,8000
1,0667
10

3,8500 1,9500
3,1868 2,1553

20
2,6711
0

38
3,6763
0,0004
1,6860
0,0007
2,0244

20

e raizes nos dois métodos (IITA e CIAT) nas 3 variedade, em dois subcultivos.

Tabela 4. Comparagio de nimero médio d

Munhaga

Mz-89186

Chinhembwe

I

Subcultivo 1

Subcultivo 2

Média

Subgultivo 1

Subcultive 2

Média

Subcultivo 1

Subcultivo 2

Média |

IITA CIAT

174

CIAT

fITA

CiAT T4

CIAT HTA

CIAT

174

CIAT IITA CIAT

HTA

CIAT

IiTA

CIAT |

Mean

Variance

n

Pooled Variance
Hypothesized Mean Dif
df

1-Test

P(T<=t) one-tail
t Critical one-tail
P(T<=t) two-tail
t Critical two-tail

2,0000 0,8000
31111 1,2889
10 10

22

0

18

1,9000
0,9889
10

1,85

0

18

1,6000
2,7111
10

1,9500 1,2000
1,9447 2,0632

20
2,0039
0

38
1,6754
0,0510
1,6860
0,1021
2,0244

3,13333

0
18

2,0000
2,8889 33778
20 10

1,6000 3,1000
6,1000
10 10
6,805556

0

18

2,8000
7.5111
10

2,5500 2,2000
4,5763 5,5368

20
5,0566
0

38
0,4922
0,3127
1,6860
0,6254
2,0244

2,2000 0,3000
21778 0,2333
20 1¢ 10
1,2055556
0
18

3,1000
1,6556

10
1,4055556
0

18

1,4000
1,1556
10

2,6500 0,8500
2,028% 0,9763

20
1,5026
0

38
4,6435
2E-05
1,686
4E-05
2,0244

20

1ii




Tabela 5. Comparagiio de comprimento de rafzes nos dois métodos (UITA e CIAT) nas 3 variedades, em dois subcultivos.

Munhaga

Mz-89186

Chinhembwe

Subcultivo 1

Subeultive 2 Média

Subceultivo 1

Subcultivo 2 Média

Subcultive 1

Subcultive 2

Média

T4 CIAT

HTA CIAT . 174 CIAT

HTA  CIAT

1T4 CIAT fITA CIAT

1TA

CIAT HITA CIAT

174 CIAT

Mean

Variance

n

Pooled Variance
Hypothesized Mean Dif
df

t-Test

P(T<=%) one-tail
t Critical one-tail
P(T<=1) two-tail
t Critical two-tail

2,2750  1,5500

3,3396 4,8028

10 10
4,0712
0
18
0,803
0,216
1,734
0,432
2,101

29500 2.8600 2.6125 22050
46783 69849 3,9179 6,0352
10 10 20 20
58316 49765
(] 0
18 38
0,083 0,578
0,467 0,283
1,734 1,686
0,935 0,567
2,101 2,024

3,7000  2,5000

36222 6,3222

10 10
49722
0
18
0,802
0,216
1,734
0,433
2,101

11,6356

31200 25600 3,4100 27300

9,218 14,1493 6,1252 97275

10 10 20 20
7,9263
0 0
18 38
0,367 0,764
0,359 0,225
1,734 1,686
0,718 0,450
2,101 2,024

2,2900
2,5610
10
1,5361
0

18

0,3300 3,2000
05112 09244  3,1454
10 10 10

2,0349

0

18

2,0900

2,6500 0,8500

2,0289 0,9763

20 20
1,5026
0
38
4,644
0,000
1,686
0,000
2,024

Tabela 6. Comparagiio de altura média das pléntulas nos dois métodos (I1ITA e CIAT) nas 3 variedades, em dois subcultivos.

Munhaca

Mz-89136

Chinhembwe

Subcultivo 1

Subcultivo 2 Média

Subcultivo 1

Subcultivo 2 Média

Subcultivo 1

‘Subcultive 2

Média

T4 CIAT

iiT4 CIAT HTA CIAT

{ITA ClAT

T4

CIAT IITA CIAT

T4

CIAT

HTA CIAT

_ T4

ClAT

Mean

Variance

n

Pooled Variance
Hypothesized Mean Dif
df

t-Test

P(T<=t) one-tail
t Critical one-tail
P(T<=t) two-tail
t Critical two-tail

3,9550 4,4300
80814 49490
10 10
6,5t52
0
18

39400 2,5000 3,9475 3,4650
1,7027 1,1956 4,6346 3,8908
10 10 20 20
1,4491 4,2627
0 0
18 38
0,7390
0,2322
1,6860
0,4644
2,0244

44700 3,4300
29623 3,1334
10 10
3,0479
¢
18

4,1800 2,6100 4,3250 3,0200
45818 2,6788  3,5957 2,9301
10 10 20 20
3,6303 3,2629
0 0
18 38
2,2846
0,0140
1,6860
0,0280
2,0244

3,3700
3.8623
i
2,7367
¢

18
2,5276
0,0105
1,7341
0,0211
2,1009

1,5000 47100 19300
1,6111 12077 0,5134
19 10 10
0,8606
0
i3
6,7010
0,0000
1,7341
0,0000
2,1009

4,0400 2,3150

2,8741 2,1413

20 20
2,5077
0
38
3,4447
0,0007
1,6860
0,0014
2,0244

iv




Tabela 7. Comparagiio de nimero de mini-estacas nos dois métodos (IITA e CIAT) nas 3 variedades, em dois subcultivos.
Munhaga ) Mz-89186 : Chinhembwe
Subcultivo 1 Subcultive2 Média i Subcultivo 1 Subcultivo 2 Média Subcultive 1 Subcultivo 2 Média
_ HTA CIAT lTA . CIAT HT4  CIAT HTA  CIAT HTA CIAT IITA CIAT 1TA CIAT =~ HT4 CIAT A CIAT

Mean 20000 22000 2,1000 1,6000 20500 1,9000 24000 2,3000 3,2000 2,0000 4,3250 3,0200 2,2000  1,5000 3,2000  1,6000 2,7000 ,5500
Variance LI 11,0667 07667 1,1556 0,8921 1,1474  1,1556 1,i222 3,7333 1,7778  3,5957 2,9301 1,0667 1,6111 L5111 1,1556  1,4842 1,3132
n 10 10 10 10 20 20 i0 10 10 10 20 20 10 10 10 10 20 20
Pooled Variance 1,0889 09611 1,0197 1,1389 2,7556 3,2629 1,3389 1,3333 1,3987
Hypothesized Mean Dif 0 0 0 0 ] 0 0 0 0

df 18 18 38 I8 18 38 18 18 38

t-Test 1,1404 0,4697 2,2846 3,0749

P(T<=t) one-tail 0,1345 0,3206 0,0140 0,0019

t Critical one-tail 1,7341 1,6860 1,6860 1,6860

P(T<=t) two-tail 0,2691 0,6412 0,0280 0,0039

 Critical two-tail 2,1009 2,0244 2,0244 2,0244

v




Figura 1. Prepara¢io do meio de cultura desenvolvido pelo CIAT num agitador
magnetico.

i v 01

Inoculagdo das mini-estacas na cimara de fluxo laminar.




Figura3. Mini-estacas de aproximadamente 1 cm de comprimento, contendo um no.

Figura 4. Mini-estacas inoculadas na sala de crescimento.

Figura 5. Tubos de ensaio contaminados com fungos.
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Figura 7. Medi¢do do cornprito do uma ra.




