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ABREVIATURAS/GLOSSARIO

Y ABA
Agar

AIA

AIB

ANA
Asséptico .

Auxinas

A
BAP

Biossintese

Calo

Citocininas

Clone

2,4-D
Explante
Friavel
GA3
Glicina
in vitro

MM.

myo-inositol

Muitiplicagdo vegetativa

Acido ab%isico

Produto vegetal (produzido a partir de algas) usado na solidificagio de
meios de cultura

Acido indol-acético

Acido indol-butirico, IBA

Acido a-naftil-acético

Livre de contaminagQes por microrganismos

Grupo de hormonas vegetats (naturais ou sintéticas) que induzem o
alongamento celular, em alguns casos divis#o celular, muitas vezes
induzindo raizes adventicias e inibindo as gemas

Benzil-amino-purina

Benzil-amino-purina

Sintese de componentes pelas plantas € células

Divisdo activa nio organizada de tecidos de células diferenciadas e nio
diferenciadas e muitas vezes a partir de ferimentos ou em tecidos em
cultura” '

Hormona vegetal (naturais ou sintéticas) que induzem a divisdo celular
¢ muitas vezes gemas adventicias e na maioria dos casos inibindo a
formag@o de raizes adventicias; diminuem a dominancia apical
Conjunto de individuos genéticamente idénticos obtidos por
multiplicagdo vegetativa de uma planta mae

Acido (2,4-di-cloro-fenoxi)-acético

Fragmento retirado de tecidos vegetais e utilizado na cultura in vitro
que se esmaga facilmente

Acido giberélico

Acido a-amino-acético

Cultura de material vivo em meio artificial e sob condigOes assépticas
Maria Maputo

Agucar pentose

Sinénimo de reprodugdo assexuada conduzindo a obtengio de clones




MS - Meio de cultura de Murashige & Skoog (1962)

PA Precoce de Angola

Piridoxina Vitamina B

Subcultura Transferéqcia asséptica de um indculo para meio de cultura fresco

TDZ Tidiazuron

Tiamina Vitamina B,




RESUMO

Com o objectivo de fazer o estabelecimento de cultura de calos in vitro e determinar as concentragdes
optimas de auxinas, citocininas, aglicares e estudo da biossintese de glicosideos cianogénicos a nivel

celular na mandioca, foi feito o presente trabalho.
Foram estabelecidos calos quer a partir de folhas como de caules das duas variedades.

Para a determinagiio da melhor concentragdo de auxinas citocininas e agticar foram feitas trés expenéncias
usando explantes de folhas e caules das duas variedades.
A primeira experi€éncia consistiu na variagdo nas doses de 2,4-D no intervalo entre (1uM e 14uM)

mantendo-se constantes as concentragdes de cinetina e aglicar.

-Na experiéncia seguinte variou-se a concentragio de cinetina no intervalo entre (1M e 10uM).

Na Gltima experiéncia variou-se a concentragio de agucar entre (0,01M e 0,1M).

Depois a partir de calos estabelecidos fez-se a extragfio de glicosideos através do método de Bradbury et

al. (1994).

A concentragdo optima de 2,4-D na indugfo de calos a partir de caules de P.A.. foi de 5,5 uM e para
MM. foi de 5,9 uM.

A concentra¢do 6ptima de 2,4-D na indugdo de calos a partir de fothas de P.A.. situou-se no intervalo
entre 3,5 pM e 10,5 uM e para M.M. entre 4,6 pM.e 11,8 uM. -

A concentra¢io Optima de cinetina na indugdo de calos a partir de caules de P.A. situou-se entre 2,5 uM
e7,7 uM e para M. M. entre 3,87 uyM e de 6,5 uM.

A concentra¢io optima de cinetina na indugdo de calos a partir de folhas de P.A. situou-se no intervalo

entre 2,75 uM € 9,1 pM e para M.M. entre 3,87 pM. ¢ 6,5 pM.

Na experiéncia relativa a concentragdo de agucar so foi considerada a experiéncia relativa a folha de P.A.

i
que teve como concentragio éptima de aguicar para a indugdo do calo 0,057 M. — gﬁ/ e 2t MM

Quanto a biossintese de glicosideos cianogénicos houve diferengas no conteudo de cianetos entre os calos

submetidos a diferentes temperaturas e pH.




INDICE

L INTRODUGAO ..ottt et ettt et st et st e
2.1 ObJCCHIVOS BOTAIS ...ttt iiiiiie e srtaea s er e aea s e s een et senae e srearn sesretaenannsans
2.2, Objectivos eSPecifiCOS ...... vttt it ittt e e it et ers e e rerrer e e e e

3. MATERIAIS EMETODOS ..ottt it eee e sas et v st ens ene e e
3L MRIETAD ..ot
32 MEOOS e e e e et e eeeee et eae e e nnns

3.2.1. Preparagdio das plantas “stock” .........................l

3.2.2. Preparaclio dos eXPIantes ......oo.oive et e et e et e e cra e arn e aeees
3.2.3. CondigOes gerais de incubacio .....ooovivvvvn it cee e e e e e e
3.2.4, Determinagfio da melhor concentragio de Auxinas .................ocooeevieeienienns
3.2.5. Determinagio da melhor concentragiio de Citocininas ..............c.oceeeeevee e,
3.2.6. Determinagfio da melhor concentragio de agucar ................ooooovieeeeinnn..

3.2.7. Medida de cresCimentd .......coovivuiiii it it e e e et e e e e e e

2.8, Andlisc dos dados

i%.2.9. Determinagio de glicosideos cianogeénicos ................cooiii i

4 RESULTADOS L.ttt e e e et e et et e v et et et e e aee nreena
4.1, Concentragdo de AUXINAS ......oooiiiiii ittt vt et et e et e e e e e e
4.2, Concentragfo de CilOQUININAS ... ..ot e e e e e,

4.3, Concentragdo de ACHCAT ... ...t iee vt ien et irrere er e teeebt e rreas cannrs b e nras s san s

4.4, Biossintese de glicosidios clanogenieos . £,.........ooiiiiiiiiiire i e e e
. DISCUSSAO M

5.1. Concentragdo de AUXINA ... ..ot e e e s
5.2. ConcentragBo de CINCUNA ......oireiriiiiee it ot s et e et et e e v e e v et eee e

5.3, Concentragio de ACUCAT ...t vitit it et it oo et e creee s e et ettt s e




5.4. Biossintese de glicosideos cianogénicos
6. CONCLUSOES. ... ootuiiiitii et it e ettt ettt ettt ete e e as st e s e rarerens
7. RECOMENDAGOES ......oiviiiiiiiiii it ces e e e en s et e s st st et aes s et eae cneecenensenrenies




Lista de anexos
ATCXO 1. Composicio do melo de cuftura Murasitee & dSKoog (196, (ﬁf{%ﬂﬁ’ 85wt S\

Anexo 2. Media de pesos relativos de calos obiigos a0 Him de 3U aias. Us valores

correspondem a media de ju caios por concentracao e 2.4-0. Al qgye e

Anexo 3. Media de pesos relativos de caios obuides ao 1im de 30 dias. Os vaiores

correspondem a media de 10 calos por conceniragio de ¢inetina.

Anexo 4. Meédia de pesos relauvos de calos obudos ao fim de 30 dias. Os valores

correspondem a media de 10 calos por concentracdo de acucar.

Anexo 3. Resultados dos testes de andlise de varidncia (ANOVA - (5), para comparar o
eterto das diferentes concentragdes de 2.4-D no crescimentio relativo de caios obtidos ae

caule e folha de PA ¢ de calos obtidos de caule @ foiha de MM

Anexo 6. Resultados dos testes de analise de vandncia i ANOVA — (). para comparar o

efeito das diferentes concentragdes de Cinetina no crescimento relativo de calos obiidos

caule e fotha de PA e de calos obtidos de caule e folha de M.

Anexo 7. Resultados dos testes de analise de varidncia (ANOVA ~ (). para comparar o
efeito das diferentes concentragdes de agucar no crescimento relativo de calos obtidos de

caule ¢ totha de PA e de calos obtidos de caule e tolha de MM




1. INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta, Crantz) ¢é originaria da América. Tem sido sugerido que os ancestrais

desta, estejam entre as primeiras plantas usadas pelo homem na América Central € do Sut (Sharp et al,

1984), /\[é‘

Foi introduzida em Africa pelos navegadores portugueses no século XVI ou XVII, na bacia do Congo,

Oeste de Africa (Antdnio, 1960).

Em Mogambique, provavelmente tenha sido introduzida na provincia de Nampula por volta de 1760, a
partir de colénias francesas no Oceano indico. Estabeleceu-se como a principal cultura ao longo da costa,

entre esse periodo e o inicio deste século (Serra, 1982).

A mandioca é um arbusto perene da familia Euphorbiaceae que compreende plantas com caules
ramificados e nfio ramificados. As folhas sdo palmatipartidas e as inflorescéncias desenvolvem-se no apice
dos ramos. Raizes tuberosas desenvolvem-se na base do caule. Sdo normalmente cilindricas e consistem

de periderme, cortex, e medula rica em amido (Sharp et al.,1984). Ajb
A planta é propagada vegetativamente a partir de estacas do caule (Roca, 1984).

E um produto alimentar de grande importncia para a nutrigio de mais de 500 milhdes de pessoas no
mundo tropical. Mais de 100 milhdes de pessoas obtém 500 kcal/dia/pessoa a partir da mandioca. Estima-
se que na Affica Central, 2 mandioca fornega mais de 1000 kcal por dia, para 30 milhdes de pessoas
(Bokanga, 1994).

Na maioria dos paises onde ¢ produzida € usada principalmente na alimentagio humana e encontra-se
disponivel nos mercados fresca ou processada sob forma de farinha. Além disso, as suas folhas que sdo

uma boa fonte de proteinas e vitaminas, sio usadas como alimento em Africa (Sharp et al., 1984)4 £

Também € usada como ragio animal na Arr;é(')ca Latina e, constitui um importante produto de exportagdo
na Tailindia, Indonésia e india. ( ‘




Em Mogambique raizes e folhas sfo usadas na alimentagdo humana.

A mandioca acumula dois glicosideos cianogénicos, linamarina que é acumulada nos vaciolos e
lotaustralin no citoplasma (White et al., 1994) nas fothas € raizes na propor¢do de 93:7 (Koch et al., 1994;
Nambisan, 1994). Apés hidrolise, produzem o cianeto (Anénimo, IITA, 1990), um composto altamente
téxico que pode causar paralisia ¢ morte nos consumidores se a planta ndo for bem tratada para a
remogdo do cianeto e se a dieta dessas pessoas for pobre em proteinas. O processamento geralmente varia
de acordo com as preferéncias alimentares e culturais dos consumidores e inclui a transformagio em

pasta, grinulos, farinha e muitos diferentes pratos.

A hidrélise é catalizada pela enzima linamarase, armazenada na parede celular das folhas (White, 1994;
Dufour, 1994) e ocorre quando o tecido vegetal é danificado ou perde a sua integridade fisiologica.

Segundo Bokanga (1994), existe uma larga variagdo nos niveis de glicosideos cianogénicos e actividade
da linamarase dentro do mesmo tecido da planta de mandioca. Em adigfo, variagdes ocorrem entre
variedades e também entre plantas da mesma variedade em ambientes aparentemnente similares, e entre

plantas da mesma variedade em ambientes diferentes.

Niio existem variedades de mandioca completamente livres de glicosideos cianogénicos (Bokanga, 1994)
0 que exclut a produgdo de tais plantas através das técnicas classicas de propagacgdo. Contudo, existe a
possibilidade do uso de modernas técnicas de engenharia genética para atingir esse fim, uma vez que ja
foram identificados, clonados e isolados 3 genes que sdo as chaves das enzimas que controlam a

biossintese e degradagdo dos glicosideos cianogénicos (Koch gt al, 1994)

( se forem usados métodos eficientes de regeneragio in vitro do calo da mandioca)

Se por um lado a presenga de glicosideos cianogénicos na mandioca tem desvantangens, por outro lado
estudos feitos sugerem que a presenga destes sio uma evidéncia do mecanismo de defesa contra pragas e

doengas quer no campo como durante a amazenagem.




Belloti (1994), afirma que os cianetos na mandioca, actuam como um mecanismo de defesa para certo
tipo de pestes herbivoras. A redugdo dos niveis de cianetos nas raizes poderiam diminuir a resisténcia a
pragas desta planta, incluindo mamiferos. Consequentemente, a tendéncia para reduzr os niveis de

cianetos nas raizes, ou o desenvolvimento de variedades acianogénicas teria de ser estudada com

precaugao.

Ja se sabe que as condigBes ambientais afectam o conteildo de glicosideos cianogénicos nas plantas.
Todavia, a relagdo directa entre o ambiente e a bioquimica da célula é pouco conhecida. Caracteristicas

morfologicas e anatomicas da planta podem _esconder. respostas. fisiologicas. Em cultura de células tais

complicagdes podem ser evitadas.

Com o objectivo de estudar as condigBes mais adequadas para a indugdo e manuten¢o do calo de duas
variedades de mandioca seleccionadas e investigar alguns efeitos ambientais na produgdo e acumulagio de

componentes cianogénicos nas células, foi feito o presente trabatho.

)




2. OBJECTIVOS
21. Objectivos gerais

Os objectivos gerais do presente trabalho foram:
a) Estabelecimento de culturas de calos de mandioca in vitro

b) Estudo da biossintese de glicosideos cianogénicos a nivel celular na mandioca
2.2. Objectivos especificos

Foram objectivos especificos, a determinagio:
da concentragio 6ptima.de auxina para a indugiio do calo na mandioca.
da concentragdo Optima de aglicar para a indugfo do calo na mandtoca.
da concentragdo Optima de citocinina para a induggo do calo na mandioca.
do conteudo de glicosideos cianogénicos no calo da mandioca submetidos a diferentes condigdes

de: pH, temperatura e valores osmoticos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Matenais

Durante a realizagdo do trabalho foram utilizados os seguintes materiais:
o Frascos (100 ml, 250ml, 500ml, 11)
o BalGes volumétricos (500ml, 11, 2I)
» Provetas graduadas de ( 25ml, 50ml, 100ml, 500ml, 11)
Pipetas graduadas (1ml, 2ml, Sml, 10ml)
Pipetas automaticas
Recipientes de cultura (placas de Petri estéreis).
Frascos de vidro com tampa de (100ml, 250ml, 500ml, e 1000ml).
Tubos de ensaio
Tigelas de vidro para lavagem dos explantes
Termémetro
Lamparina
Papel de aluminio
Papel de filtro
Parafilme
Parafina
Pingas
Bisturis
Autoclave
Cémara de fluxo Laminar
Balangas: uma para pesar pequenas quantidades e outra para pesar grandes quantidades.
Medidor de pH para ajustar o meio e solugdes.
Vasos para o plantio das estacas na estufa.

Insecticida e fungicida.

\y




3.2. Métodos

Neste trabalho foram usadas plantas de duas variedades de mandioca, uma com alto teor de cranetos,
‘Precoce de Angola’ e outra com um teor médio de cianetos, ‘Maria Maputo’ ambas obtidas no Banco de

Germoplasma do Instituto Nacional de Investigagio Agrondmica (INIA).

3.2.1. Prepara@"o das plantas “stock”

Para a preparagio do material vegetal do qual se extrairam os explantes para a indugdo do calo utilizou-se
o método “standard” de Sharp et al. (1984).

Retiraram-se estacas com 10 a 15 cm de comprimento, seleccionadas na parte média do caule das plantas
existentes no Banco de Germoplasma. As estacas provenientes do campo foram mergulhadas numa
solugdo fungicida e insecticida para desinfectar. Como fungicida usou-se 0 mancozeb+metalxyl WP
60%+10% (Sanlaxyl 70% WP) ¢ como insecticida, o dimetoato EC 40%, (Perfekthion 40% EC) na
proporgdo de 2 gr/l e 2,5 ml/l, respectivamente (Seregen et al. 1994). Apds 15 minutos de imersdo na
solugdo, as estacas foram postas a secar durante alguns minutos ao ar livre. Em seguida, as extremidades
superiores de cada estaca foram seladas com parafina derretida, para evitar a entrada de microrganismos e
perda de agua, e plantadas em vasos de 20 litros. As estacas foram deixadas a desenvolver na estufa. As

plantas eram regadas diariamente com cerca de 500 ml agua por vaso.
Apos cerca de 5 semanas, rebentos novos tinham crescido o suficiente para se fazer a remogio de folhas e
caules a partir dos quais se prepararam os explantes (porgio da planta a ser submetida a cultura in vitro)

para a indugio dos calos.

3.2.2. Preparacio dos explantes

Para a indug@o de calo a partir de caules usou-se 0 método de Pollard e Walker (1990). Foram cortados
pedagos de caule ndo lenhosos com 5 cm de comprimento. Os caules foram lavados em agua destilada e

depois removeram-se os explantes.
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Para a desinfecgfo, os explantes foram lavados em &gua destilada e merguthados numa solu¢do de etanol

a 70% durante 7 minutos. Em seguida, foram imersos numa solugo de hipoclonto de sodio a 3,5% m/v,

durante 15 minutos. Depois foram lavados com agua destilada e esterelizada, por trés vezes, em

condigdes estéreis.

Os explantes de 5 cm foram divididos em explantes de 2 cm depois de ter-se descartado 2-3 mm das
extreminadades. Esses pedagos de 2 cm foram divididos longitudinalmente em dois e a parte cortada posta

sobre o meio de cultura solidificado com agar.

Na preparagio dos explantes das folhas, adaptou-se o método “standard” de preparagdo de gemas de

Sharp et al. (1984).

As folhas colectadas foram postas num recipiente com papel de filtro humedecido com agua destilada. A
desinfecgdo consistiu na lavagem rapida (1 minuto) em etanol a 70%, imersio durante 2-3 minutos numa
solu¢io de hipoclorito de sodio a 3,5% m/v e na lavagem sob condigbes estéreis, 4 vezes com agua

destilada e esterilizada.

Sob uma placa de petri esterelizada e com o auxilio de um bistuni e pinga prepararam-se explantes com
dimensdes de aproximadamente 2x4 mm. No corte destes explantes utilizB(}'se as extremidades junto ao
peciolo e evitou-se as nervuras principais e secundérias dos l6bulos das folhas. Seguidamente esses

pedacos de folha foram transferidos para o meio de cultura.

3.2.3. Condicdes gerais de incubacgio

O meio de cultura base utilizado na determina¢io da melhor concentragio de auxina, citocinina e agicar
foi o Murashige & Skoog (MS),1962 (Anexc1), uma forma comercial em p6 da Flow Laboratories cuja
propor¢io de mistura foi de 4,708 g/l de agua destilada e esterelizada, sendo necessario acrescentar o

agucar, as hormonas e o agar.

O meto foi sohidificado com 0,8% de agar.
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O pH foi ajustado para 5,6 ou 5,8, usando-se para o efeito HCI 0,5N ou NaOH 1IN que eram preparados
em quantidades de 25 ml.

A auxina usada o 2,4-D, foi preparada em solugdes stock de 1 mg/ml, segundo o método descrito por
Gamborg,O.L. (1991) da seguinte maneira: Dissolveu-se a quantidade desejada de pd para fazer a
solugdio stock geralmente 25mg, em 2 a Sml de etano! adicionando-se depois gradualmente agua destilada
e esterelizada. Em seguida aqueceu-se lentamente e finalmente adicionou-se agua até perfazer o volume
final (25ml) neste caso. O pH deste stock de solugfo foi finalmente ajustado para 5, usando-se para tal,
HC1 0,5N ou NaOH IN. Depois, a solugdo era guardada na geleira por periodos nio superiores a 1 mes.

A cinetina também foi preparada em solugdo stock de 1mg/ml em quantidades de 25ml da seguinte
maneira: Dissolveu-se a quantidade de p6 desejada em 2 a 5Sml de HCI 0,5 N, aqueceu-se lentamente e
depois dissolveu-se com agua destilada e esterelizada até perfazer o volume de 25 ml. Esta solugdo foi

também guardada na geleira € usada dentro de um periodo ndo superior a 3 meses.

O aparecimento do calo teve sempre inicio na parte do caule em contacto com o agar nas duas variedades

¢ nos dois tipos de explantes usados.

Os explantes foram incubados em placas de petri estéreis sobre o meto de cultura separados por um papél
de filtro esterelizado para facilitar o manuseamento do calo durante a pesagem, evitava-se desta maneira

que pedagos de meio viessem aderidos ao calo alterando assim o peso.

As amostras foram mantidas nas condiges normais do laboratorio. Ndo foi possivel controlar as seguintes
varidveis: temperatura (27-28°C), iluminagio (ndo superior a 2000 lux), fotoperiodo (14-16 h) e qualidade

luminosa (luz diumna através de lampadas fluorescentes).




3.2.4. Determinagio da melhor concentragdo de Auxinas

Para a determinacio da melhor concentragdo de auxinas realizaram-se 4 experiéncias que variaram entre si
na variedade e no tipo de explante utilizado, conforme o seguinte:

e [Experiéncia 1: Explante do caule da variedade ‘Maria Maputo’

e Experiéncia 2: Explante da folha da variedade ‘Maria Maputo’

» Experiéncia 3: Explante do caule da variedade ‘Precoce de Angola’

e Experiéncia 4: Explante da folha da variedade ‘Precoce de Angola’

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com oito tratamentos, dez
repeticdes e um tipo explante por repeticio. Os tratamentos consistiram em 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 ¢ 14 yM
de 2,4-D.

Ao MS adicionou-se 5 uM de cinetina e 0,058 M de agucar.

3.2.5. Determinacio da melhor concentracdo de Citocininas

Para a determinagio da melhor concentragio de citocinina realizaram-se 4 ensaios que variaram entre si na
variedade, no tipo de explante utilizado e na concentragdo de 2,4-D (7 uM de 2,4-D para os explantes de

caule ¢ 4 uM de 2,4-D para os explantes de folha), conforme o seguinte:

Experiéncia 1: Explante do caule da variedade ‘Maria Maputo’, 7 uM de 2,4-D;
Experiéncia 2: Explante da fotha da variedade ‘Maria Maputo’, 4 uM de 2,4-D;
Experiéncia 3: Explante do caule da variedade ‘Precoce de Angola’, 7 uM de 2,4-D;
Experiéncia 4: Explante da fotha da variedade ‘Precoce de Angola’, 4 uM de 2,4-D.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com dez tratamentos, dez
repeticdes ¢ um explante por repeti¢io. Os tratamentos consistiramem 1,2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10 uM de

cinetina.

Ao MS adicionou-se 0,058 M de agtcar.




3.2.6. Determinagio da_melhor concentragio de agucar

Para a determinagdo da melhor concentragdo de aglicar realizaram-se 4 experiéncias que variaram entre si
na variedade, no tipo de explante, na concentragdo de auxina e citocinina (4 pM de cinetina para os

explantes de caule e 6 pM para os explantes de folha), conforme o seguinte:

Experiéncia 1: Calo do caule da variedade ‘Maria Maputo’, 7 UM de 2,4-D e 4 uM cinetina,
Experiéncia 2: Calo da folha da variedade ‘Maria Maputo’, 4 uM de 2,4-D e 6 uM cinetina;
Experiéncia 3: Calo do caule da variedade ‘Precoce de Angola’, 7 uM de 2,4-D e 4 uM cinetina,
Experiéncia 4: Calo da folha da variedade ‘Precoce de Angola’, 4 UM de 2,4-D e 6 uM cinetina.

Os calos foram obtidos do melhor tratamento das duas experiéncias anteriores (determinagfo da melhor
concentracio de auxinas e determina¢do da melhor concentragio de citocininas). Isto deveu-se ao facto
de no periodo de montagem da tltima experiéncia nfio existirem plantas “stock™ das duas variedades em
estudo, em condigdes para a incubagdo, quer na estufa quer no Banco de Germoplasma do INIA, devido
ao facto destas se desenvolverem menos na época fiia e serem mais susceptiveis a ataques por pragas e

fungos.
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com dez tratamentos, dez

repetigdes € um tipo de explante por repeticdo. Os tratamentos consistiram em 0,01, 0,02, 0,03, 0,04,
0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09 ¢ 0,10 M de agicar.

3.2.7. Medida de crescimento

A analise da concentragfio Optima de auxinas, citocininas e agucar em cada tipo de explante fez-se
medindo-se o crescimento obtido, através do peso médio de matéria fresca/concentragio/variedade, pelo

método standard de Dodds e Roberts (1995).

O método consistiu na comparagio do peso da matéria fresca de explantes ndo submetidos a cultura in

vitro com mesmas dimensdes que os explantes cultivados e explantes cultivados com crescimento de
10




vitro com mesmas dimensdes que os explantes cultivados e explantes cultivados com crescimento de

calos em diferentes periodos de crescimento. No caso das folhas pesaram-se pedagos de folhas idénticos
aos pedagos incubados no primeiro dia, e a segunda pesagem foi feita no 30° dia de cada experimento isto
porque os explantes provenientes das folhas apresentavam um crescimento de calo muito insignificante no
15° dia, tendo sido feitas portanto sé duas medi¢des no caso das folhas. No caso de explantes
provenientes de caules com crescimento mais acentuado em fungio da concentragdo hormonal usada

foram pesados em trés periodos diferentes de crescimento (1°, 15° e 30° dia).

Para cada periodo foi subtraido o valor médio dos explantes nfio cultivados do valor médio do peso da

amostra fresca, usando-se para calcular essa média 10 explantes/periodo/concentragdo.

Apds, cada periodo de crescimento, 10 explantes foram pesados e a determinagdo da melhor
concentragdo em cada experiéncia foi feita graficamente, através do calculo de aumento de peso relativo

dos calos ao fim de 30 dias de incubagio por experiéncia.

3.2.8 Andlise dos Dados

Foi usado o teste de analise de varidncia (Anova G com regressdo ) para desdobrar nos componentes da

regressio.

Segundo Gomes (1990}, “a anilise de varidncia tal como ¢ feita usualmente pressupde a independéncia
dos diversos tratamentos utilizados. Quando esta hipotese ndo se verifica, a analise da vanéncia deve
reflectir a dependéncia entre os tratamentos, sob pena de néo ser valida. Assim acontece no caso em que
os tratamentos s3o quantitativos com mais de dois niveis e se justifica a existéncia de uma
correspondéncia funcional chamada equaggo de regressdo que ligue os valores dos tratamentos (x) aos

dados analizados (y).”

A andlise de dados do presente trabatho foi quantitativa (baseou-se na medigéo do crescimento de calos

ao fim de 30 dias sob efeito de diferentes concentragdes de auxinas, citocininas € aguicares).




O determinante considerado no presente trabalho foi o R? da equagdo de regressio com maior

percentagem.

3.2.9. Determinagdo de glicosideos cianogénicos

Apds o estabelecimento dos calos, estes foram mantidos através de sub-culturas isto €, pela transferéncia

periodica (mensal) para meios nutritivos frescos.

Para a determinagdo dos glicosideos cianogénicos em fungdo da temperatura os calos foram submetidos a

diferentes temperatura (10°C, 24°C, 28,3°C e 29°C) durante 3 dias.

Para a determinagdo dos glicosideos cianogénicos em fungfio do pH os calos foram submentidos a
diferentes pH (4, 4,5, 6,5, 7, 8 € 9), durante 3 dias. Para os ajustes do pH foram usados Na,;HPO, e acido

citrico.

O contetdo de glicosideos cianogénicos foi determinado e comparado com o de calos mantidos sob

condigdes “standard”.

Para a determinagio dos glicosideos cianogénicos utilizou-s¢ 0 método standard de Bradbury et al

(1994);

Extracgdo

Os calos foram misturados durante 2-3 minutos num liquidificador com H;SO4 a 0.1M, sendo
a proporgdo de mistura de 20 gr de calos para 100 mt de H,SO, 0.1M. A mistura foi lavada e
filtrada numa bomba de agua através de papel de filtro, Whatman N°1, até perfazer 100 ml com

o mesmo acido num frasco volumétrico.




v

Hidrolise

2.0 m! dessa solugiio e 2.0 ml de H,SO, a 4M foram aquecidos num tubo de ensaio fechado
durante 50 minutos em banho Maria. Depois, deixou-se arrefecer até atingir a temperatura
ambiente e adicionou-se 5 ml de NaOH a 3,6 M. A solugdo foi filtrada (quando necessario) e

deixou-se repousar durante 5-10 minutos para permitir a quebra de cianidrina em cianeto.

Determinagdo colorimétrica

Para preparar o acetato (2 M tampio a pH = 5), adicionou-se ao acido acético (0,2 M) gotas
de NaOH (5 M) até atingir pH 5.

Num tubo de ensaio fechado com rolha com capacidade para 10 ml, misturou-se 7 ml de
acetato, 1 ml de solugio alcalina de cianeto e 0,4 ml de solugdo de T-chloramine. A solugio de
T-chloramine foi preparada dissolvendo-se 0,5 g de T-chloramine em 100 ml de 4gua destilada.

Apos 5 minutos a temperatura ambiente, 1,6 m! de &cido isonicotinico/acido barbitirico foi
adicionado. O acido foi preparado pela adigdo de 0,8 g de 4cido barbiturico e 0,4 g de acido
isonicotinico em 50 ml de NaOH a 0,2 M.

A cor azul desenvolveu-se 4 temperatura ambiente e a absorvédncia (A) foi medida a 600 nm. A
cor era estavel entre 40 a 80 minutos.

h

A absorvincia da solugio de coloragdo azul foi medida pelo branco da 4dgua destilada.

A absorvéncia foi convertida para pg de KCN pelo uso de uma estreita linha de calibragio de
absorvincia diante de uma quantidade de KCN em 10 m! de solug3o colorida.

Linha de calibrag@o

A linha de calibragdo foi produzida pela dissolugdo de 37,5 mg de KCN seco em 500 ml de
NaOH a 0,2 M.

Quantidades de 0,2, 0,4, 0,8, 1,2 ¢ 1,6 ml foram diluidas até 10 ml com NaOH a 0,2 M.
Aliquotas de 1 ml de cada diluigdo foram misturadas a 7 m! de acetato a 0,2 M (pH=5) e 0,4

ml de T-chloramine e 1,6 ml de acido isonicotinico/acido barbiturico.




A quantidade de KCN presente em 10 ml da solugdo colorida cobria uma area de 1,5a 12 pg.

A absorvincia da solugdo foi convertida para pg de KCN (Y) em 10 ml de solugdo. A
quantidade equivalente de KCN em mg/Kg do peso de matéria fresca da mandioca € dada pela
seguinte equagao:

KCN = 1,868 * Y *V

Onde: W

KCN ¢ dado em mg de KCN por Kg de peso de matéria fresca do calo;

Y é ug de KCN em 10 ml de solugio;

V é o volume da solugio;

W é 0 peso de maténa fresca do calo.




4. RESULTADOS

4.1, Concentra¢io de Auxinas

O Quadro 1 apresenta o resumo da analise de variancia do efeito de diferentes concentragdes de 2,4-D na

indugo de calos a partir de folhas e caules de duas variedades de mandioca.

Quadro 1. Resumo da analise de vanincia do aumento relativo de peso dos calos em funggo de diferentes

concentragdes de 2,4-D,

Quadrados Médios
Precoce de Angola Maria Maputo

Caule Folha Caule Folha

Tratamento 1320077 **  0,3571238x10° ** 9360899 **  0,1418986x10° **,
Linear 1598429 0,8840182x10° 330652,4 2887247 49 ‘?,,9 /
Quadritico 2088219%  1788134x10° 1152714%* 2524345 x10°**

Clibico 39954,21 0,5623686 x10° ** 3433849 0,3327126 x10° **

Desvio 38931548  1,3088 x10° 9 3698365,7 281092944 47 g

Residuo . 4391257 0,6018251)(100 97483,41 2159860 « _J,i)g JD

CV. (%) 80,14 50,58 53,88 113,45

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
C V. Coeficiente de variagio

GL Graus de liberdade

Com base nos resultados (Quadro 1-e Figuras 1 a 4) venficou-se que as concentragdes de 2,4-D
influenciaram, significativamente, de forma quadratica o crescimento dos calos obtidos a partir de caules
das duas variedades (figurasl e 3 ) e, de forma cubica, os obtidos a partir das folhas das duas variedades
(figuras2 e 4).

!
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O modelo linear ndo apresenta resultado significativo nem para os caules nem para as folhas.

A percentagem dos coeficientes de variagdo no caso dos caules variaram de 54% a 80% e no caso das
folhas, de 50,58% a 113,4%.

Os quadrados médios dos tratamentos foram signitficativos ao nivel de 1%, pelo teste F, quer para P.A.

€omo para M.M,_

As Figuras 1, 2, 3 e 4 apresentam os graficos resultantes da analise de regresséo. O Anexo 2 apresenta os

valores médios do crescimento relativo obtidos ao fim de 30 dias de crescimento.
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Figura 1. Efeito de diferentes concentragdes de 2,4-D no aumento de peso relativo ao fim de 30 dias

de calos obtidos a partir de explantes de caules da variedade “Precoce de Angola “.

A concentragdo optima de 2,4-D foi de 5,5 uM para os calos resultantes de caule de P.A. segundo a
equagdo resultante do modelo de linha de regressdo do grafico.

?
|
|
|
i
|



y=6190% - 10147 +BB 5+ DE
R =041

g

g

Aumento relativos de peso (%)

5

6 8 10
Groatraziod224D(UM
Figura 2. Efeito de diferentes concentragdes de 2,4-D no aumento de peso relativo ao fim de 30 dias

de calos obtidos a partir de explantes folhas da variedade “Precoce de Angola™.

Aqui a concentragio 6ptima de 2,4-D para os calos resultantes de folhas de P.A. segundo a equag@o do
grafico, esta no intervalo entre 3,5 uM e 10,5 uM.
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Figura 3. Efeito de diferentes concentragoes de 2,4-D no aumento de peso relativo ao fim de 30 dias

de calos obtidos a partir de explantes de caules da variedade “Maria Maputo™.

A concentragio Optima de 2,4-D foi de 5,9 uM para os calos resultantes de caule de M.M. segundo a

equagdo do grifico de regressio.




B

y=1A50¢ - FR0¢-+ 2555~ 100E
R=07347

&

5 8

Aumento re!éxtivo de pesos (%)

8 8 8

Groartrapzoce 24DV

Figura 4. Efeito de diferentes concentragdes de 2,4-D no aumento de peso relativo ao fim de 30 dias

de calos obtidos a partir de explantes folhas da variedade “Maria Maputo “.

Aqui a concentra¢do Optima de 2,4-D para os calos resultantes de folhas de M.M. segundo a equagdo do

grafico, esta no intervalo entre 4,6 pM e 11,8 pM.
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4.2, Concentraciio de Citocininas

O Quadro 2 apresenta o resumo da analise de varidncia do efeito de diferentes concentragdes de Cinetina

na indug#o de calos a partir de folhas e caules de duas variedades de mandioca.

Quadro 2. Resumo da anlise de variincia do aumento relativo de peso dos calos em fungio de diferentes

concentragdes de Cinetina

Quadrados Médios
Precoce de Angola Maria Maputo

Caule Folha Caule Folha

Tratamento 495955.2%*  4303050x10%** 1277363.0%*  0,8807277 x10°**
Linéar 364306.3 0,2698432x10°** 49011966**  0,1210513x10"
Quadratico 153829.0 0,1314151x10° 277143.0 0,1998444 x10°*+
Cubico 6264445,8%*  0,4432795 x10%** 1935005**  0,5659236 x10°
Desvio 14690739 37112864 16326268 2,4242 x10°

Residuo 96865,92 73311470,0 4545909 0,1889914 x10°

CV.(%) 73,58 53,66 86,09 101,284

* Signtficativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
C .V. Coeficiente de variagdo

GL Graus de liberdade

Com base nos resultados apresentados no Quadro 2 todos tratamentos referentes tanto aos caules como

as folhas foram significativamente positivos ao nivel de 1% pelo teste F.

Os coeficientes de variagio (C.V.) no caso dos caules variam entre 73,5% e 86% e no caso das folhas
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variaram entre 53,6% ¢ 101,2%.

Os calos provenientes de caule de P.A. apresenta o componente cibico como significativo a nivel de 1%

pelo teste F; nfio sendo os componentes linear ¢ quadratico significativos neste caso.

Para os calos resultantes de folhas de P.A. s6 a componente quadritica ndo apresenta qualquer
significincia . As componentes linear e cibica sdo significativas a 1% pelo teste F tendo optado pela
componente cibica por esta apresentar um R* maior. (R? da componente linear 72%; R? da componente
cubica 85%).

No caso dos calos provenientes de caule de M.M. a componente quadratica nio foi significativa, tendo as
componentes linear significincia significincia a 1% pelo teste F ¢ cibica 5% pelo teste F. Neste caso
optou-se pelo componente cibica por apresentar um R? maior (R” da componente linear 43%; R* da
componente clbica 62%).

Na folha de M.M. s6 a componente linear ¢é significativa a 1% pelo teste F. Todas as outras componentes

ndo sdo significativas.

As Figuras §, 6, 7 e 8 apresentam os graficos resultantes da analise de regressdo e o Anexo 3 apresenta 0s

valores médios do crescimento relativo obtidos ao fim de 30 dias de crescimento.
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Figura 5. Efeito de diferentes concentragdes de cinetina no aumento de peso relativo ao fim de 30

dias de calos obtidos a partir de explantes de caules da variedade “Mana Maputo™.

A concentragio optima de cinetina para os calos resultantes de caule de P.A. segundo a equagdo do

grafico, esta no intervalo entre 2,5 pM e 7,7 pM.
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Figura 6. Efeito de diferentes concentragdes de cinetina no aumento de peso relativo ao fim de 30

dias de calos obtidos a partir de explantes folhas da variedade Precoce de Angola.

A concentragio Optima de cinetina para os calos resultantes de folha de P.A. segundo a equagio do

grafico, estd no intervalo entre 2,75 pM e 9,1 pM.
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Figura 7. Efeito de diferentes concentragdes de cinetina no aumento de peso relativo ao fim de 30

dias de calos obtidos a partir de explantes de caules da variedade “Maria Maputo”.

A concentragdo Optima de cinetina para os calos resultantes de caules da variedade M. M. segundo a

equagio do grafico, esta no intervalo entre 3,87 yM e 6,5 uM.
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Figura 8. Efeito de diferentes concentragGes de cinetina no aumento de peso relativo ao fim de 30

dias de calos obtidos a partir de explantes folhas da variedade “Mana Maputo”.

A concentragio Optima de cinetina para os calos resultantes de folhas da variedade M. M. segundo a
equagio do grafico é de 5,7 uM. A linha do grafico sugere que o peso foi aumentando com o aumento da

concentragdo de cinetina.




4.3. Concentragio de acticar

O Quadro 3 apresenta o resumo da anilise de varidncia do efeito de diferentes concentragdes de agucar na

indugdo de calos a partir de folhas ¢ caules de duas variedades de mandioca.

Quadro 3. Resumo da anilise de variincia do aumento relativo de peso dos calos em fungio de

diferentes concentragdes de agucar.

Precoce de Angola

Caule
oM

Folha

oM

Maria Maputo

Caule
QM

GL

QM

Quadratico
Cubico
Desvio
Residuo

CV. (%)

303137,7+*
34100,06
223836,3*
240891,5*
1181523,6
51932,57

108,85

143968,7**
15126,89
192933 8*
852,01
733639,8
491144,64

72,45

3208291+
433973,3*
610972]%*

698608,3%*

12214576,0

100622,3

74,49

117084,5**
52,05365
791571
305623,9%*
3889154
4054436

108,87

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.

C .V.(%) Coeficiente de variagio

GL Graus de liberdade

QM Quadrado Médio

O quadro 3 apresenta o resultado da analise de varidncia no aumento relativo de peso de calos em fungdo
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de diferentes concentragbes de agucar. Todos os tratamentos foram significativos a 1% deé probabilidade

pelo teste F.

Os graus de liberdade diferem nesta experiéncia porque houve perda de tratamentos € em outros casos de
repeti¢Ses porque houve infecgdes e nio foi possivel incubar novos calos por falta de tempo e também de
calos.

Os calos resultantes de caules de P.A. mostraram efeito quadratico € cubico signiﬁcatiﬁo a 5% pela analise
de varidncia, tendo-se optado pelo modelo cibico por este apresentar uma maior percentagem de
significncia (R* da componente quadratica 12% ; R* da componente ciibica 24%).

Os calos resultantes de caules de M.M. mostraram efeito linear,quadratico e cibico significativos
tendo-se optado pelo modelo de linha ciibico por esta apresentar maior nivel de significancia. (R® da

componente linear 43% ; R? da componente clibica 62%).

No caso das folhas de P.A.o modelo quadratico fo1 o mais significativo nio tendo os modelos linear e
cubico significincia segundo a analise de variancia.
Nas folhas de M. M. também o modelo clibico foi 0 que apresentou maior significincia.

Nesta experiéncia os coeficientes de variagdo (CV) dos calos resultantes de caules variaram entre 74,4% e

108,8% e dos calos resultantes de folhas variaram entre 72,4% e 108,8%.

Como se pode observar no Anexo 4, na experiéncia em relagdao ao caule de P.A. perderam-se os
tratamentos referentes a 0,04M e 0,05M de agucar e no ca Ha f?llgla de M. M. perdeu-se o tratamento de
0,05 M de agticar com 0,04M; 0,05M e 0,1M de agticar.

As Figuras 9, 10, 11 e 12 apresentam os graficos resultantes da analise de regressio e o Anexo 4

apresenta os valores médios do crescimento relativo obtidos ao fim de 30 dias de crescimento.




8

8

Aumegto de peéos relativos (%)

8

Figura 9. Efcito de diferentes concentragdes de sacarose no aumento de peso relativo ao fim de 30

dias de calos provenientes de caules da variedade Precoce de Angola.

Nao foram calculadas as melhorcs conccnudq;ocs de aglicar dé acordo com a equagao do gralico, neste
caso, porque perderam-se 0s :csultados 1elucnles ao lralmncnlo com 0,04 M ¢ O 05 M de agucar ( veja

Anexo 4). O modelo de linha da regressio pode ndo ser o mais correcto.
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Figura 10. Efeito de diferentes concentragdes de sacarose no aumento de peso relativo ao fim de 30

dias de calos provenientes folhas da variedade “Precoce de Angola”.

A concentragdo Optima de sacarose foi de 0,057 M segundo a equagdo do grafico da analise de regressao.
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Figura 11. Efeito de diferentes concentragdes de sacarose no aumento de peso relativo ao fim de 30

dias de calos provenientes de caules da variedade Maria Maputo.
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Nesta ligura, nfio loram calculadas as melhores concentragdes de aglicar de acordo com a equagio do

grafico, porque perderam-se os resullados referentes aos tratamentos com 0,05 M de agucar ( veja

Anexo 4). O modelo de linha da regressio pode ndo ser o mais correcto.
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Figura 12 Efeito de diferentes concentragdes de sacarose no aumento de peso relativo ao fim de 30

dias de calos proveniemés de folha da variedade Maria Maputo.
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Nesta figura, nio foram calculadas as melhores concentragdes de agicar de acordo com a cquagio do

grafico, porquc perderam-se os résultados referentes aos tratamentos com 0,04 M; 0,05 M € 0,1M de

aglicar ( veja Anexo 4). Este lfacto poderia levar a uima interpretagdo crrada dos resultados.
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4.4. Biossintese de glicosidios cianogénicos

A Figura 13 apresenta a linha de calibragdo obtida pela solugio padrdo de KCN.

- R

Aborvagncia a 600nm

Qxvartragiod: KiNugon

Figura 13. Linha de calibraggo resultante da solugfo padrdo de KCN.

A concentragdo de cianeto foi obtida a partir da seguinte equacéo:




Concentragdo de cianeto = (Valor da absorvdncia — 0,0371)/0,0135

O Quadro 4 apresenta as concentragdes de KCN obtidas a partir de calos de ‘Maria Maputo’ ¢ ‘Precoce
de Angola’ submetidos a diferentes valores de pH.

O Quadro 5 apresenta as concentragdes de KCN obtidas a partir de calos de ‘Maria Maputo’ e ‘Precoce

de Angola’ submetidos a diferentes valores de temperatura.




Quadro 4. Concentrages de KCN obtidas a partir de diferentes valores de pH

Variedade PH Valor da absorvancia a 600 nm Concentragio de cianeto
(ug/10ml)

Maria Maputo 4,0 0.088
Maria Maputo | 4,5 0.104
Maria Maputo 6,5 0.126
Maria Maputo 7,0 0.11

Maria Maputo 80 0198
Maria Maputo 9,0 0.139
P_Eeéoce de Angola 4,0 0.142
Precoce de Angola 4,5 0.139
Precoce de Angola 6,5 0.126
Precoce de Angola 7,0 0.109
Precoce de Angola 8,0 0.14

Precoce de Angola 9,0 0.092

Quadro 5. ConcentragGes de KCN obtidas a partir de diferentes temperaturas

Variedade Temperatura Valor da absorvéncia a 600 nm Concentragédo de cianeto
O (ng/10mi)
Maria Maputo 10 0.17 9.84
Maria Maputo 25 0.134 7.18
Maria Maputo - 0.15 8.36
Precoce de Angola 10 017 8.36
Precoce de Angola 25 0.14 14.88
Precoce de Angola 29 0.198 11.92




O Quadro 6 apresenta a quantidade equivalente de HCN em mg/kg de peso de maténa fresca do

calo da mandioca que é dada pela seguinte equagao:

HCN = 1,868*Y*V
w
Onde:
HCN é dado em mg de HCN por kg de peso de matéria fresca do calo;
Y ¢ ug de KCN em 10 ml de solugdo;
V é o volume da solugdo analisada;

W é o peso fresco do calo.

Quadro 6. Quantidade equivalente de HCN em mg/kg de peso da matéria fresca dos calos

submetidos a diferentes valores de pH

Variedade Peso (g) V(ml) Concentragdo de cianeto (ng/10ml) Quantidade equivalente
de HCN em mg/kg

Maria Maputo 3.84 3.77 1.84
Maria Maputo 3.98 4.96 2.32
Maria Maputo 6.80 6.5¢ 1.81
Maria Maputo 0.89 5.40 11.39
Maria Maputo 4.59 ' 11.92 | 485
Maria Maputo 3.25 7.55 433
Precoce de Angola  3.80 7.77 3.82
Precoce de Angola 2.5 7.55 5.64
Precoce de Angola  1.66 6.59 7.40
Precoce de Angola  2.25 5.33 442
Precoce de Angola  5.70 7.62 2.50
Precoce de Angola  3.58 4.07 212

o for g pei !
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" Quadro 7: Quantidade equivalentes de HCN em mg/kg de peso da matéria fresca dos calos
submetidos a diferentes temperaturas

Variedade Peso (g) V(ml) Concentra¢do de cianeto (ug/10ml) Quantidade equivalente
de HCN em (mg/kg)
Maria Maputo 417 9.84 4.41
Maria Maputo 14.59 7.18 . 092
Maria Maputo 12.10 8.36 1.29
Precoce de Angola  18.10 8.36 0.86
Precoce de Angola  20.00 14.88 1.39
Precoce de Angola  11.55 11.82 1.93

D fe o




5. DISCUSSAO

5.1. Concentracio de auxinas

Com base nos resultados (Quadro 1 e Figuras 1 a 4) verifica-se que as concentragGes de 2,4-D
influenciaram, significativamente, de forma quadratica o crescimento dos calos obtidos a partir de caules
das duas variedades e, de forma cibica, os obtidos a partir das fothas das duas variedades. -

Os coeficientes de variagio (Quadro 1) em todos casos foram aparentemente altos devido,
provavelmente, a grande heterogeneidade do matenal inicial. Por outro lado também pode ser explicado .

pelo facto de ndo se ter cumprido com todos os requésitos necesséﬁozi,a cultura in vitro (temperatura,
fotoperiodo, iluminagio, qualidade lyminosa)7—> /A«t/ f(@ g ﬁ{?"ﬁﬂ(
/1;&(/# ouf stak o;/rﬂg%é,/ﬁ LiLy

A concentragiio Optima de auxinas com base na equagio de regressdo (Figuras 1 e 3) foi de 5,5 uM no
" caso de calos obtidos a partir de caules de P.A_ e 5,9 pM para a variedade MM. Este resuitado esta de
acordo com Roca (1984) que define o intervalo entre 5 a 13 ph/& como o intervalo éptimo da

concentragdo de 2,4-D para a indugdo de calos na mandioca.

Segundo Pierik (1987), Krikorian (1995), as auxinas promovem o alargamento dos tecidos, alongamento

celular, divisdo celular (formagdo de calos) e formagio de raizes em fungio da concentragdo usada.

Neste trabalho com os calos obtidos a partir de caules de ambas variedades houve formagio de raizes. No
caso dos calos obtidos da variedade P.A. houve formagdo de raizes nos 8,10,12 e 14uM e no caso da
variedade M.M. a formagZo de raizes verificou-se com 6, 8 e 10uM de auxinas sendo a concentragdo de

cinetina de 5 1M, portanto constante.
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Skoog et al. (1962}, estudando o efeito da interacg@o entre a’fxxinas e cinetinas no desenvolvimento e
crescimento de calos de tabaco verificou que com baixas concentragdes de auxinas e dez vezes mais
essa quantidade em cinetina, inicialmente estas actuam na indugdo de calos, depois com uma
concentragio maior de auxinas e mantendo-se a de cinetina, a auxina actua na indugio de raizes e
finalmente com altas concentragdes de auxinas esta actua no crescimento de calos pelo alargamento

celular. Y ﬁy 447 = ka foﬂ & —10
F£9M4+— P Mmr) s

No que diz respeito as folhas, as duas variedades mostraram um crescimento cibico positivo, 0 que
sugere que possivelmente embora ndo se tenha verificado a formag3o de raizes as auxinas estivessem
inicialmente actuando na indugio do calos promovendo grande crescimento e inducdo de calos, depois -
embora niio se tenha verificado a formagdo de raizes durante o desenvolvimento de calos provenientes de
folha, nesse ponto estivesse actuando na indugfo de raizes, seguido depois de crescimento pelo

alargamento celular pelo aumento do matéria fresca.
-—

O modelo de linha clibico resultante da analise de vanincia com resultado significativo déterminado para
os explantes de folha também foi encontrado por Cousineau (1991) ao investigar a regeneragdo de gemas
adventicias a partir de explantes de folha de Rubus idaeus L. através da manipulagdo dos componentes do
meio, tipos de explantes de tecidos e condigdes de incubagdo/ tendo analizado a interacgdo entre

citocininas (TDZ, BA) e auxinas (’[BA),! tendo constatado uma interacgdo cubica entre o TDZ e todas as
e =

concentra¢des de [BA.

5.2. Concentracio de cinetina

Com base nos resultados (Quadro 2 e Figuras 5 a 8) verifica-se que as concentra¢des de cinetina
influenciaram, significativamente, de forma cibica o crescimento relativo dos calos obtidos a partir de

caules e folhaj 92Precoce d Angola e calos de caule de ‘Maria Maputo’ e, de forma linear, os obtidos a

onrdoas &ty
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partir das folh
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Observando os graficos das duas variedades separadamente, isto é, figuras 5 e 6 de caule e folhade P.A. e

figuras 7 e 8 de caule e folha de M.M; o comportamento das curvas resultantes da analise de regressdo

sugerem que as, duas varieddades respondem de forma diferente em relacio ao aumento de concentragio
de cinetina, J/@%ﬁ Comp VUE g»glﬂl -

Krikorian (1995), referindo-se a interacgdo entre citocininas e auxinas afirma que a manipilagdo de
auxinas € citocinmas podem induzir a organogénese. Quando o nivel de citocininas em relagdo a auxina é
alto ha fofmag:%io de gemas, quando o nivel de auxinas € maior que da citocinina ha formagio de raizes e
finalmente quando os niveis de citocininas e auxinas sio iguais ha formag#o de calos.

40&’_’4-,4: 4
org, "%

Houve formacgio de raizes nos calos provenient&; de caules (7.pM de 2,4-D) de ambas variedades nas -

seguintes concentragoes de cinetina: 6, 8, e %OpM. Nas restantes concentragoes de cinetina ndo houve
\ ’ -

formag3o de raizes. QU-@Q,E/ afl 4 C?ﬂa%ﬁﬂ % (Sﬂ {

Roca (1984) propde o intervalo entre 2 ¢ 8 pM de cinetina, como Optimo na indiigio do calo na

mandioca. W&d“ﬂ/@% W & MW chongwmbb( 6~ /08y (+7D
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5.3. Concentracdo de agucar

Nesta experiéncia, em vez de explantes, usaram-se calos obtidos das melhores concentragdes das
experiéncias anteriores, isto €, calos obtidos a partir de folhas e caules das duas variedades foram
submetidos a diferentes concentragdes de agiicar. Istg foi devido a falta de explantes na altura da
/

montagem da experiéncia. A

o

Por se ter terem perdido‘S}éwios tratamentds € repetigdes so foi considerada a experiéncia relativa a calos
de folhas de P.A. que apresentou um resLJtado que esta dentro do intervalo sugerido por Roca como o
6ptimo de aglicar para a indugdio do calo na mandioca. Segundo o grafico resultante da analise de

regress3o a concentragdo Optima de sacarose foi de 0,057 M.

Roca (1984) afirma que o agucar é uma Optima fonte de carbono e que o intervalo dptimo esta entre (0,03
UM e 0,087uM).




5.4. Biossintese de glicosideos cianogénicos

Como se pode observar no quadro 4, a maior concentragdo de cianeto foi observada na variedade

Maria Maputo em pH =8.
A vanedade Precoce de Angola ndo apresentou or u1t0 elevados apesar da planta a partir
do qual se induziram os calos ter um alto teor de cianeto: %

/m (ﬁrg/z % }Mi

Em relagio a temperatura a vanedade que apresentou maior teor de cianeto foi PA a 25°C. j&/ 7 oa

5.5. Aspectos gerais

oo WA

Segundo Deberg ¢ Read (1991), um sistema de micropropagag¢do intensivo comporta 5 fases distintas.
Fase 0: Prepara¢io do material vegetal, Fase 1: iniciagdo da cultura; Fase 2: multiplicagio vegetativa e
crescimento do material vegetal, Fase 3: enraizamento dos rebentos; Fase 4: aclimatagdo. Cada uma

dessas fases tem problemas especificos que podem n3o se limitar inicamente a uma fase mas abranger as

!/

Fase O que € considerada indispensavel para o estabelecimento de um sistematico e eficaz sistema de

fases seguintes.

O presente trabalho abrangeu as duas primeiras fases. Porque houve um bocado de descuido na

micropropagagio e, consiste no crescimento das “plantas stock” em estufas sob boas condigbes de
higiene. O impacto desta fase ndo se reflecte s6 no estado fitossanitario dos explantes mas também no
sucesso da Fase seguidfe. A"Fasg/l peftanto, que no caso do presente trabalho ficou afectadgLNa altura

da montagem da terceira ndo dispunba de explantes para a montagem da experiéncia.

Apesar da estufa usada para o crescimento das “plantas stock™ ndo reunir as condigdes necessarias, o

~

problema maior foi o facto de n3o ter dado atengfio ao ataque de cochgnilha que foi a causa da perda de
“plantas stock” pois dispunha de meios para combate ¢ prevenc;,ﬁoa F N
Isso afectou a terceira fase da experiéncia que teve que ser feita com calds em manutengéo.

Por outro lado os resultados deste trabalho podem ter sido influenciados pela falta condigdes

necessarias a cultura in vitro.
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6.CONCLUSOES
- A concentrago 6ptima de 2,4-D para a indugio de calos a partir de caules de P.A. foi de 5,5 uM

- A concentragio Optima de 2,4-D para a indugdo de calos a partir de folhas de P.A. situou-se no

intervalo entre 3,5 pM e 10,5 uM
- A concentragio optima de 2,4-D para a indug3o de calos a partir de caules de M.M. foi de 5,9 uM.

- A concentragio Optima de 2,4-D para a indugdo de calos a partir de folhas de MM. situou-se no

intervalo entre 4.6 pkM e 11.8 pyM

- A concentragdo 6ptima de cinetina para a indug#o de calos a partir de caules de P.A. situou-se no

intervalo entre 2,5 uM e 7,7 uM,

- A concentragio 6ptima de cinetina para a indugfio de calos a partir de folhas de P.A. situou-se no

intervalo entre 2,75 uM ¢ 9,1 uM

- A concentragio Optima de cinetina para a indugio de calos a partir de caules de M.M situou-se no

intervalo entre 3,87 uM ¢ 6,5 pM.

- A concentragio 6ptima de cinetina para a induggo de calos a partir de folhas de M.M foi de

5,7 uyM.

- A concentragio éptima de agicar para a indugio de calos a partir de folhas de M.M foi de

0,057 M.

- O método destrutivo usado na medig@de crescimento relativo dos calos pode de alguma forma ter

influenciado os resultados. i




- Seria necessario conduzir uma série de experiéncias similares para de{erminar as condigdes optimas

para regeneragio de gemas :)1 partir;de calos de mandioca.
(W@W B |
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7. RECOMENDACOES
L ffb '

- Que em outros trabalhos desta natureza seja usado outro método de medigdo de crescimento.

- Que se dé especial atengdo a Fase 0 ( fase de preparagdo do material vegetal “plantas stock”a usar

na cultura in vitro).

- Que outros trabalhos similares fossem conduzidos numa série de experiéncias de modo a

determinar as condigBes 6ptimas para a regeneragio de gemas a partir de calos da mandioca.

- S#o necessarias condigdes constantes de temperatura, fotoperiodo, iluminagio e qualidade

luminosa.
- S#o necessarias condigdes de maxima higiene, antes, durante e ap6s a cultura in vitro

- Durante o desenvolvimento do calos para gemas o contetido de cianetos poderia ser seguido de modo a

determinar quando € que a produggo de cianeto comega.
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Anexo 3. Média de pesos relativos de calos obtidos ao fim de 30 dias. Os valores correspondem a

média de 10 calos por concentrag@o de cinetina

Meédia de pesos relativos (%) ao fim de 30 dias
Precoce de Angola Maria Maputo
Experiéncia  Concentr Caule Folha Caule Folha
B acdo de
cinetina

(uM)

1 393,16+ 4113,411 365,000 48.28,956
279,333 2084,281 314,833 14424,420
275,464 3906,208 1249,500 9474177
410,310 3179,117 571,667 9656,970
178;448 4547482 695,833 7331,349

580,298 3712,240 625,000 20425,100

973,000 5980,499 737,500 7685,100

298,405 8067,573 756,667 37222620

408,071 8095,105 ~ 1195,000 11882,630

433,333 6770,498 1320,000 12800,000

Os valores apresentados nas tabelas correspondem a média de 10calos + sd:




Anexo 4. Média de pesos relativos de calos obtidos ao fim de 30 dias. Os valores correspondem a

média de 10 calos por concentragio de aglicar

Média de pesos relativos (%) ao fim de 30 dias

Precoce de Angola Mana Maputo
Experiéncia  Concentr Caule Folha Caule Folha
C acdo de
Agucar
™)

246,706 1 () 150,571 37.738 307,407
119,663 256,738 26,333 75,631
158972 262,59 250,667 48,500
538,000 538333
214375

501,833 227,963 1840,000 261,167

52,33 302,762 456,667 312,333

349,369 422,500 99,881 120.643

312,667 394,833 104,500 181.167

83,833 98,333 478,333

Os valores apresentados nas tabelas correspondem a média de 10calos + sd:
Neste caso nas concentragdes onde ndio aparece os valores médios houve perda de calos ao 30 dia

A
por infecgdo.




ANEXO 1. Composigio do meio de cultura Murashige & Skoog (1962).

Constituintes Molaridade no meio Concentragéo das solugSes “stock” (mg/1)

Macronutrientes

NH;NO; 20,6x107 33000
KNO; 18,8 x107 38000
CaCl,.2H,0 3,00x10 8800
MgS0,.7H;0 1,50x10” 7400
KH,PO, 1,25 x10° 3400
Micronutrientes

Kl ' 5,00x107

H;BO; 1,00 x10™*

MnS0,.4H,0 9,99 x10°

ZnS04.7TH,0 2,99 x10°

Na;Mo0,.2H,0 1,00 x10™*

CuS04.5H;0 1,00 x107

CoCl,6H,0 1,00 x107

Fomntes de Ferro

Na,EDTA . 2H,0 1,00 x10™

FeSO,.7H;0 1,00x10™

Compostos Orgdnicos

Myo inositol 4,90x10™

Vitaminas

Acido nicotinico 4,66x10°
Piridoxina-HCl 2.40x10°
Tiamina ~HCl 3,00x107

Aminodcidos

Glicina 3,00x10°

Fontes de Carbono

Sacarose 8,80x107




Anexo 2. Média de pesos relativos de calos obtidos ac fim de 30 dias. Os valores correspondem a

média de 10 calos por concentracdo de 2,4-D.

Média de pesos relativos (%) ao fim de 30 dias
Precoce de Angola Maria Maputo

Concentragdo 2,4-D Caule Folha Caule Folha
(uM)

728,405 19529,040 -300,060 . 338,333
1212,274 9320,939 1064,250 643,833
593,500 25406,350 441,151 - 3903,959
1332,524 15565,010 866,190 1989,000
876,954 12196,730 461,041 1481,663
1076,040 10199,940 526,417 510,167
291,056 9836,270 810,143 ‘ 580,389

504,405 20653,760 166,202 915,667

wide <5 6 d?




Anexo 5. Resuitados dos testes de analise de varidncia (ANOVA - G), para comparar o

eteito das diferentes concentragdes de 2,4-D no crescimento relativo de caios obtidos de

caule e folha de PA e de calos obtidos de caule e folha de MM.
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Anexo 6. Resultados dos testes de andlise de varidncia (ANOVA = G), para comparar o
efeito das diferentes concentracoes de Cinettna no crescimento relativo de calos obtidos

caule e folha de PA e de calos obtidos de caule e folha de MM.
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