4'OVLFSZy *‘”/j
Ff ¢ ii"f ?: "‘
© 53]

H
i
3

t

H

UNIVERSIDADE EDUARDO MONDL :NE

s

FACULDADE DE CIENCIAS

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TRABALHO DE LICENCIATURA

Titulo: Produg@o de plantas livres de virus de duas variedades
Mog¢ambicanas de Mandioca (Manihot esculenta Cranz) através

da cultura de Meristemas.

Autora: Dirce Ossent Nurmahomed

-




")

UNIVERSIDADE EDUARDO MONDLANE
FACULDADE DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TRABALHO DE LICENCIATURA

Titulo: Producio de plantas livres de virus de duas
Variedades Mocambicanas de Mandioca (Manihot esculenta

Cranz) através da Cultura de Meristemas.

Supervisor : Doutor Henk Doddema

Maputo, 30 de Setembro de 1998




AGRADECIMENTOS

Gostaria de expressar os meus sinceros agradecimentos a todas as pessoas e

Instituicbes que contribuiram para a realizagéo deste trabalho, nomeadamente:

Ao Doutor Henk Doddema, pelo apoic nas dicussdes mantidas na procura
de melhores solugdes, pelas sugestdes, assim como por toda a atengéo
dada na supervisao geral do trabalho.

Ao projecto DEIBI Il (Desenvolvimento de Ensino e Investestimento no
Departamento de Biologia ) pelo financiamento do trabalho.

Ao doutor Orlando Quilambo, pela motivagdo dada para a realizagdo deste
trabalho.

Ao doutor Cornélio Ntumi, por toda a disponibilidade prestada pafa as
andlises estatisticas dos resultados.

Ao doutor Fred de Boer, pelos esclarecimentos dos resultados estatisticos.
Ao INIA, na pessoa do Senhor Engenheiro Pequenino, por toda ajuda
prestada.

A Estagdo de Pesquisas do Umbeluzi pela disponibilidade do material
vegetal.

A Faculdade de Agronomia pela permissdo do usc da cdmara de fluxo
laminar e da autoclave.

Ao laboratério de Fisiologia Végetal do Departamento de Ciéncias
Bioldgicas, realgando a ajuda do Senhor Sitoi e da Senhora Helena.

Ao laboratério de Ecologia do Departamento de Ciéncias Bioldgicas

Ao Senhor Sitoi, pela experiéncia laboratorial transmitida.

Ao Senhor Manhiga, Senhora Lucrécia e Senhora Graga da Faculdade de
Agronomia.

A Eunice e a Mariamo.




Dedico este trabalho aos meus Pais ...

e a minha filha Sarah Melena, com muito amor.




Resumo
A mandioca constitui a maior fonte de alimentagdo para cerca de 500
milhdes de pessoas em mais de 60 paises da Africa, Sodoeste da Asia,
América Latina e Oceania. Existem muitos constrangimentos na sua
produgio como por exemplo as doengas, sendo o ataque do virus
(AVMV), um dos mais devastadores das culturas. Por forma a optimizar as
_culturas, produzindo plantas livres de virus, a cultura de meristemas, ¢ tida
como uma das técnicas mais eficiente. O principio basico, consiste em
cultivar o meristema apical da mandioca, porque nasta zona a planta
carrega o virus a baixas concentragdes ou em concentragdes quase nulas,
no meio de cultura acrescido de hormonas vegetais para deéenvolvimento

e crescimento do rebento a partir do meristemas.

Neste trabalho meristemas de duas variedades de mandioca (Munhaga
local, variedade mais resistente, e Manica 2B uma variedede mais sensivel
ao virus), crescem num meio sob diferentes concentragdes hormonais, para

determinagdo da melhor concentragdo hormonal para o crescimento.

Os meristemas -crescem ' melhor & baixas concentragdes de
Benziladeninapurina (BA). Os meristemas das duas variedades ndo
apresentam diferencgas quanto ao crescimento sob diferentes concentragdes

hormonais.

Uma analise morfologica das folhas dos rebentos obtidos ndo ha sinais de

infecgdo pelo virus.
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1. INTRODUCAO

A mandioca ¢ originaria das Américas € 0s seus antecessores encontram-se
entre as primeiras plantas usadas pelo homem na Ameérica Central e do
Sul. Da América do Sul, a mandioca expandiu-se rapidamente durante a

era pos-colombiana para a Afrca e daqui para o Sudoeste da Asia e India

(Sharp et al, 1984).

. A mandioca é propagada vegetativamente por estacas com cerca de 25

centimetros de comprimento ¢ 2.0 a 3.5 centimetros de didmetro. As
estacas sdo plantadas de forma diferente em diferentes paises: horizontal,

. ‘
inclinada ou vertical e € plantada a profundidades que variam entre 5 a 15

centimetros do solo (Rehm ¢t al, 1991).

A mandioca é tradicionalmente cultivada por pequenos farmeiros sob
condig¢des agricolas em que o clima e o solo tornam dificeis o crescimento
de outras plantas sem um "imput" de altos custos e constitui uma das
maiores fontes basicas de alimentagdo nas terras baixas tropicais,
tornando-se assim, na maior fonte de calorias de quase 500 milhdes de
pessoas em mais de 60 paises da Africa, Sudoeste da Asia, América Latina

e Oceania (Sharp et al, 1984).

A mandioca é uma planta robusta, tolerante a solos pobres e resistentes a
seca; mas € sujeita a pestes e doengas que reduzem a produgfo e os seus
tubérculos apodrecem rapidamente apds a colheita, limitando a sua

comercializagdo (Orstom, 1997).




Todas as variedades cultivadas de mandioca vém da espécie Manihot
esculenta Cranz, (Manihot utilissima Pohl) pertencentes a familia
. Euphorbiaceae. As formas selvagené podem ser encontradas nas regides
entre a Amazonia e sul do México. As variedades aprésentam diferengas
marcantes na forma, no comprimento, didmetro e cor das raizes e ainda

nos contetidos linamarin (Chen et al, 1990). .

Na maioria dos paises que produzem mandioca, utilizam-na para consumo
humano e sfo disponiveis nos mercados, frescos ou processados como
farinha. Apesar dos seus tubérculos serem deficientes em proteinas, a
mandioca é uma fonte valiosa de energia, barata em termos econdmicos
em relagio a muitos outros alimentos alternativos. As folhas de mandioca
que sdo uma boa fonte de proteinas e vitaminas sdo comumente usadas

como alimento em Aﬁ_ica (Sharp et al. 1984).

Uma produgio de mandioca a baixos custos como fonte de carboidratos
foi um potencial alternativo de mercado como substituto de farinha, como
fonte de carboidratos nos alimentos concentrados dos animais e como

matéria prima na produgio de etanol (Sharp et al. 1984).

Os constrangimentos na produgdo de mandioca em Africa incluem
doengas, ervas daninhas, factores agronomicos e sécio-ecohémicos. Esses
constrangimentos contribuem para que a produgdo média em Africa seja
6.4 toneladas por hectare, abaixo da produgdo média mundial que ¢ 8.8
toneladas por hectare. Para aumentar a produgéo, esforgos devem ser feitos

no sentido de compreender esses constrangimentos por forma a elimina-




los ou conté-los (Road,1990).

Cerca de 30 doengas de mandioca foram bem descritas entre as quais as
mais comuns em Mog¢ambique sdo: Mosaico-africano-da-mandioca,
queima-bacteriana e mancha-castanha e entre as pragas, as mais comuns
em Mogambique sdo: Cochonilha-pulverulenta, escama-da-mandioca,
acaro-verde e gafanhoto-elegante. A cultura de mandioca, quer devido ao

sistema corrente de implantagéo, quer devido a forma como se desenvolve,

~é bastante sensivel & ocorréncia das ervas daninhas durante os 3 a 4 meses,

e enquanto a folhagem ndo recobre o solo (Segerem, gt al, 1994).

Em muitas espécies pereniais propagadas assexuadamente os virus sio
transmitidos vegetativamente (Chen et al, 1990). Muitos virus continuam a
ser descobertos causando varios danos nas plantas. African Cassava
Mosaic Virus (ACMYV), foi primeiro reportado no Este da Africa em 1894
eé &ma doenga muito difundida na Africa tfopical e India . Apesar de ja
em 1906 ter sido postulado que o organismo casual era um virus s6 em
1983 € que foi feita a confirmagdo etioldgica do mosaico da mandioca

(Road, 1990).

O ACMYV € um geminivirus (particulas virais pareadas ou bandeadas) com
uma média de 20 x 30 nandémetros. E transmitido de uma planta de
mandioca para outra por meio de um insecto, Bemissa tabaci. pode
também ser difundida de uma regi|do para outra através do uso de material

infectado (Road, 1990).




Muito recentemente a 30 de Agosto de 1997, foi reportado que duas
espécies de virus que atacavavam mandiocas, juntaram-se para formar um
novo virus mais virulento. As duas eépécies sdo distintas, sdo transmitidas
através de insectos e sdo encontradas na Africa: Virus do Mosaico da
mandioca da Africa Ocidental e Virus do mosaico da mandioca do Este da

Africa (McGrath,1997).

Diferente dos fungos e doengas bacterias, as doengas virais ndo podem ser

prevenidas e controladas por bactericidas ou fungicidas quimicos. Embora

existam investigagGes para inibitores de virus a replicagio e multiplicagdo
do virus € fechada e associada ao metabolismo da planta e os inibitores
virais conhecidos séo toxicos para as plantas. Os pesticidas podem matar o
insecto transmissor reduzindo a propagagdo viral, porém, alguns virus séo
disseminados mecanicamente e estes ndo podem ser eliminados através de

insecticidas. Além disso, as plantas ndo possuem um sistema geral imune

~ (Chen gt al, 1990).

A termoterapia foi usada durante muito tempo para obter plantas livres de
virus de diversas espécies de plantas. O principio basico ¢ submeter a
planta a temperaturas mais elevadas do que o normal, tornando o virus

inactivo (Bhojwani gt a]. 1983).

Um outro método eficaz para erradicagdo do virus € através da cultura de
tecidos. A cultura de tecidos tem uma longa histéria iniciando com os
trabalhos de Gottlieb Haberlandt entre outros nos finais do século XIX

mas, os conceitos e técnicas associadas e a utilidade das suas aplicagdes




nio foram ainda totalmente alcangadas. A aplicag¢do da técnica abriu uma
nova luz nos aspectos fundamentais da diferenciagdo e desenvolvimento
das plantas abrindo os caminhos para identificagdo de estratégias para

manipulagdo genética das plantas ( Lindsay, 1991).

Monel e Martim (1952), citado por ._(Walkey,1991), desenvolveram a

-técnica de cultura de meristemas para erradicagio in vitro do virus.

-. A cultura de meristemas é eficiente devido a diferengas na distribuigdo do
virus pela planta. A concentragdo do virus € alta em tecidos e orgdos
maduros e é baixa em tecidos e orglos imaturos, isto porque a infecgdo
provocada pelo virus move-se devagar, enquanto que células

meristeméticas multiplicam-se rapidamente (Chen et al, 1990).

w-Embora a cultura de meristemas seja usada para eliminagfo do virus, ela €
também usada para obtendo de plantas livres de outros patogenes

incluindo micoplasmas, bactérias e fungos (Bhojwani et al. 1983).

Quando a planta livre de virus € obtida € importante previnir a re-infecg¢do
e existem uma quantidade de métodos usados. Um deles € a esterilizagéo
do solo.Em édreas de plantagdes de pequena escala os novos rebentos
demoram mais tempo a serem reinfectadas e em areas de plantagOes de
larga escala e plantagdes repetidas as plantas podem ser reinfectadas
rapidamente.Se a planta for reinfectada novamente ela deve ser substituida

por uma planta livre de virus (Chen et al, 1990).




Sintomas de doengas de mosaico da mandioca incluem caracteristicas de
um verde luminoso com parte amarelas ou brancas - distribuidas
irregularmente. As dreas cloréticas podem ser pequenas manchas ou
podem cobrir a folha inteira da mandioca. As manchas sdo acompanhadas
as vezes pela deformagdo da folha e a planta fica impedida de desenvolver.
Nas plantas de mandioca cujo crescimento foi impedido, as folhas doentes

sdo pequenas e se desenvolvem assimetricamente (Road,1990)

Em Mogambique, segundo dados do INIA de 1996/1997, sdo mantidos no
centro de pesquisa de Umbeluzi na provincia de Maputo 29 diferentes
variedades de mandioca. Algumas variedades sdo locais € outras foram

introduzidas a partir de outros paises mas cultivados como clones locais.

Das duas variedades em estudo, a Munhaga local, é originaria da
provincia de Inhambane ¢ a Manica 2B, € originaria da provincia de

Manica (INIA,1996/1997).

Segundo a classificagdo do IITA, a munhaga local, € classificada como
uma variedade resistente ao virus do mosaico da mandioca apresentando
1.8 quanto a presen¢a do virus na planta, numa escala crescente de 1 - 5, e
a manica 2B pela mesma classificagdo apresenta 4.0, sendo considerada

uma variedade muito sensivel ao virus (INIA, 1996/1997).

A erradicagdo do virus e outros patogenes € importante para optimizar as

culturas (Bhojwani et al. 1983).




II. OBJECTIVOS

. Objectivo gera
- Através da cultura de meristemas obter uma variedade mogambicana de
mandioca (Manihot esculenta Cranz) que normalmente, em condi¢des de
propagagdo vegetativa, ¢ afectada pelo Cassava Mosaic Virus Disease

(CMVD), livre deste virus.

jectivo especific
Comparar o crescimento dos meristemas sob diferentes concentragdes de
auxinas e citoquininas de duas variedades mogambicanas de mandioca:
Munhaga Local uma variedade resistente ao virus e Manica 2B, uma

variedade mais sensivel ao virus do mosaico da ma{1dioca africana.

III. MATERIAL E METODOS

Usaram-se duas variedades de mandioqueiras mogambicanas : Munhaga
local, uma variedade resistente ao virus e Manica 2B, uma variedade

atacada pelo virus do mosaico da mandioca africana (ACM).

A cultura de meristemas ' in vitro ' envolveu :

A. Preparagdo do material vegetal
B. Preparagdo do “stock” de solugdes

C. Preparagio do tecido esterilizado




D. Dissecgdo do rebento e isolamento do explant
E. Incubagao da cultura

F. Envazamento dos rebentos

A. Preparacio do material vegetal

No centro de pesquisas da estagdo de Umbeluzi da provincia de Maputo,
mas concretamente no banco de germoplasma de mandioca, na segunda
semana do més de Fevereiro de 1997, foram identificadas as variedades
em estudo e a partir delas, obtiveram-se as estacas que mediam entre 10 a
15 centimetros de comprimento. As estacas de Munhaga local tinham um

didmetro de 4 centimetros e as de Manica 2B mediam de diametro 1,5

centrimetros. A colheita das estacas foi feita pela manha.

As estacas foram desinfectadas por um fungicida-insecticida, vendido
comercialmente com o nome de Mancozeb (¢ uma combinagio de
fungicidas para o controlo de varias doengas nas culturas de batata reno e
tomate), e secadas ao ar livre por duas horas. Depois, selou-se a parte
superior da estaca com parafina derretida para evitar a contaminagéo por
insectos e microrganismos. Finalmente as estacas foram plantadas em
vasos com 5 Kg de solo e colocados na estufa onde a temperatura variava
entre 25-30° C. Os vasos foram irrigados imediatamente apds o plantio e
-durante os dois dias seguintes com uma solugdo de nutrientes (solugéo de
Knop). Foram irrigados com 1,5 litros de solugdo diluida 10 vezes em cada

vaso e em cada rega.

Plantou-se uma estaca em cada vaso para um total de 20 vasos sendo 10

|.
-




vasos para cada variedade de mandioqueira.

B. Foram preparadas todas as solucdes necessarias em “stock”,

ente:
1. Prepéragﬁo do “stock” de solugdo de fertilizantes ( solugdo de Knop )
2. Preparagdo da dgua
3. Preparagdo do“stock” de solug¢des de hormonas .

4. Meio de cultura

agdo d ck d 1cdo d i
Em 1 litro de 4gua foram dissolvidos num agitador :
10 gramas de Ca(N0;)2.4H,0
2.5 gramas de MgS0,.7H,0)
2.5 gramas de KH,PO,
2.5 gramas de KNO;
0.05 gramas de FeCl;.6H,0

A solugdo foi armazenada & 26 graus centrigados num lugar escuro.

2 E e ~ 1 ’
Toda dgua usada para preparagdo do stock das solugdes de hormonas e
para preparagdo dos meios de cultura foi destilada para desmineralizagéo e

depois foi esterilizada numa autoclave a uma temperatura de 120°C

durante 20 minutos.

e do do “stock” de solucd

Foram usadas as seguintes hormonas:




Auxina : - Acido naphthaleneacético ( NAA )
Citoquininas : - Benziladentnapurina (BAP)

Giberilinas : - Acido giberilinico (GA )

- Foram dissolvidas 25 mg do 4cido naphthaleneacetico (NAA) em 5ml de
etanol fazendo um volume total de 25 ml com 4gua destilada estéril. O pH
foi ajustado para 5 com as solugdes de 4dcido e base: NaOH a 1 molar e

KCL a 1 normal préviamente preparadas ( Lindsey,1991 ).

- Foram dissolvidos 25 mg de benziladeninapurina (BA) em 5 ml de HCL
a 0.5 N fazendo um volume total com agua destilada estéril de 25 ml. O
pH foi ajustado para 5 com as solugdes de acido e base: NaOH a 1 molar e

KCL a 1 normal préviamente preparadas { Lindsey,1991 ).

- Foram dissolvidos 25 mg de acido giberilinico em 5ml KOH a 0.2 M,
fazendo um volume total de 25 ml com 4gua destilada estéril. O pH foi
ajustado para 5 com as solugdes de 4cido e base: NaOH a 1 molar e KCL a

1 normal préviamente preparadas ( Lindsey,1991 ).

aracd eio de a
Foi usado o meio Murashige-Skoog (MS), (1962), (tabela 6 em anexo) que

segundo Lindsen (1991), é o meio frequentemente usado em culturas de

‘tecidos. O meio contém elementos inorgénicos requeridos para qualquer

crescimento vegetal e contém também sacarose como fonte de energia,
vitaminas, reguladores de crescimento e quaisquer outros suplementos

organicos.
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De uma aquisi¢do comercial do meio MS em p6 com todos os elementos
padrdo da sua composig@o excepto o agucar ¢ hormonas de crescimento
foram dissolvidos 4,708 gramas do pé em 1 litro de agua destilada e
esterilizada. O recipiente foi colocado num agitador eléctrico para misturar

o contelido a uma temperatura de 100°C.

Foram adicionadas ao meio 0,058 molares de sacarose e 6 gramas de agar-
agar para gelificar o meio continuando sempre a agitar no agitador a
mesma temperatura. O agar-agar usado foi agar-agar purificado e livre de
inibitores comercializado com o nome de Merck. O PH do meio foi
ajustado para 5.8 segundo Dodds (1995), com uma soluggo de acido (HCL
a | Molar) e uma solugdo base (NAOH a ! Molar).

Depois de o meio estar completamente dissolvido foram adicionadas as
hormonas ( auxinas, citoquininas e giberilinas ) formando 16 diferentes
combinagGes hormonais de NAA ¢ BA (tabela 1), e GA a 0.1 uM,

distribuidos em 16 frascos de vidro devidamente marcados.

Os 16 frascos foram levados a autoclavar a uma temperatura de 120 °C
durante 20 minutos. Depois de autoclavados os frascos foram levados para
uma cdmara de fluxo laminar. Distribuiram-se os meios estéreis em placa
de Petri estéreis tendo em conta as diferentes concentragdes hormonais. As
placas de petri foram devidamente marcadas com um marcador. Depois de
arrefecidas as placas de Petri contendo o meio de cultura foram seladas
com parafilme e armazenadas num refrigerador a temperaturas abaixo de

4 graus centigrados.




C. Preparacio do tecido esterilizado

Deixaram-se as estacas nos vasos durante quatro semanas até os rebentos
teram crescido suficientemente para se remover a parte terminal
juntamente com uma secgdo do caule. Para evitar contaminantes
provenientes da parte externa do broto procedeu-se a uma desinfectagio
através de uma lavagem durante 10 minutos em hipoclorito de sédio a 3%
a que se misturou 2 gotas de detergente de louga, seguida de uma lavagem
rapida de 2 minutos em etanol a 70% e novamente uma lavagem durante
10 minutos em hipoclorito de sédio a 3% a que se misturou 2 gotas de
detergente de louga, e finalmente lavou-se o rebento sob condigdes de

esterilizagio 4 vezes com agua destilada e esterilizada.

ecci ebento e isolamento d a
- Para evitar-se a contaminagé@o durante o trabalho todos os instrumentos
laboratoriais (pingas, bisturis e aguthas), foram mantidos assépticos por
imersdo em alcool a 70% e rapido flamenjamento numa lamparina de

dlcool.

Com um par de pingas, suportou-se o broto desinfectado. A uma
ampliagdo de 2 vezes na lupa desinfectada com alcool a 70% e
removeram-se os apéndices externos ( folhas e estipulas) do broto usando
um bisturi. Quando as estruturas internas do broto ficaram visiveis a ponta

do rebento foi cortada.

A folha primordial interna foi dissecada e removida ficando visivel o

meristema acompanhado de uma ou duas folhas jovens primordiais




medindo entre 0.6-1.0 milimetros que foi entfio removido através de uma

agulha.

O meristema medindo entre 0.6-1.0 milimetros, ainda ligado & ponta da
agulha foi entdo colocado na placa de petri contendo o meio de culturé.
Em cada placa foram colocados 4 meristemas de cada variedade em cada
uma das 16 combina¢des hormonais de NAA e BA para iniciagdo do

crescimento, perfazendo um total de 64 meristemas para cada variedade.

E. Incubacio da cultura

A fase de incubagfo envolveu 2 estagios :

r

tagio 1 : - Iniciacdo do cresciment

Um rebento com 1-2 cm de comprimento com uma pequena base do callus
sem raizes desenvolveu-se do meristema no meio de cultura para iniciag@o
dos rebentos. O meio de cultura base era 0 MS, ao qual adicionaram-se as
hormonas NAA, BA e GA, a diferentes concentragdes, variando a
concentragio de NAA e BA segundo a tabela 1 mantendo fixa a
concentragio de GA a 0.1 uM. Foi adicionado a este meio 0.058 Molares
de sacarose e 6 gramas de agar-agar. As placas contendo os meristemas
para iniciagdo dos rebentos foram incubadas 4 uma temperatura de 25-26
graus centigrados e expostas  luz durantes 16 horas didriamente. O tempo

para este estagio foi aproximadamente 4 semanas.




Tabela 1: As concentragdes de auxina (NAA) e citoquininas (BA) e as vdrias

combinagdes para a iniciagdo dos rebentos a partir dos meristemas das mandioqueiras.

BA/NAA | 0.05.M | 0.1uM | 0.2pM | 0.3pM

0.05uM comcl conc? conc3 conc4

0.1uM concs concH conc? conc8

0.5uM conc9 concl0 concll concl2

1.0pM concl3 concl4 conclS | conclé

’

agio 2 : - Crescimentoee a
Os rebentos que se desenvolveram durante o estagio 1 foram removidos e
plantados em tubos de culturas que foram previamente esterilizados
envolvidos em papel de aluminio numa autoclave & 120 graus durante 20
minutos com meio de enraizamento onde o rebento com uma base do
callus pode desenvolver raizes. O meio de cultura para este estagio foi o
MS ao qual se adicionou uma Unica hormona a auxina NAA a uma
concentragdo de 0.5 uM, 0.058 molares de sacarose e 8 gramas de agar-

agar.

Os tubos contendo os meios de cultura foram incubados nas mesmas

condigOes observadas no estagio 1.

K. Envazamento

Moveu-se o tubo de cultura contendo as culturas para um banco limpo mas
nfo estéril, do laboratério. Destaparam-se os tubos e removeram-se as
plantulas com a ajuda de uma pinga. Reteve-se a pldntula numa méo para

molharem-se as raizes com dgua limpa corrente.




Usando um substrato compreendido de uma parte de solo e 3 partes de
vermiculite, colocaram-se as raizes mais uma base do callus do rebento
num buraco feito no centro do substrato. Depois firmou-se o substrato a
volta da planta. Usou-se um vaso de plastico de 500 mililitros e cobriu-se

com um saco de plastico transparente para evitar a evaporago.

Colocaram-se 0s vasos numa bandeja com dgua permitindo assim um
ambiente humido. Finalmente, regou-se com 5 mililitros da solugdo de

nutrientes (solugdo de Knop).

dos resultad
Para comparagio do crescimento entre as duas variedades foi medido o
comprimento dos rebentos, dos caules e das raizes. Segundo Noggle ¢
Fritz (1983), o crescimento € geralmente igual a um aumento de tamanho e
pode ser avaliado pela medigdo da massa, comprimento ou peso, superficie

da area ou volume.

Foram feitos testes estatisticos segundo ANOVA para determinag¢do dos

desvos padrdes e variancia.

Para andlise da auséncia do virus nos rebentos obtidos foram feitas

observagdes morfoldgicas das folhas dos rebentos das mandioqueiras.




IV. RESULTADOS

1. Preparaciio do material vegetal

Foi observado no banco de germoplasma de Umbeluzi, que a variedade
Manica 2B nio atingia mais do que 30 - 40 centimetros de comprimento,'
apresentando sinais visiveis de contaminagdo pelo virus (ACM) : folhas
cloroticas e pouco desenvolvidas: As estacas obtidas eram finas e pouco
desenvolvidas comparativamente com as da variedade Munhaca local que
apresentavam um desenvolvimento normal de cerca de 100 - 150

centimetros de comprimento.

Nos vasos onde as estacas foram plantadas, a variedade Manica 2B nio se
desenvolveu muito, e os rebentos apresentavam também sinais de infecgdo
pelo virus (ACM ), principalmente nas folhas que se apresentavam pouco

desenvolvidas.

As duas variedades crescendo na estufa sofreram acgfo de pragas como a

cochonilha pulvurenta, provocando a morte de alguns rebentos.

2.Iniciacdo do crescimento
O melhor crescimento verificou-se a concentragdes baixas de BA

(0.05uM) e a concentragdes altas de BA (1.0uM), do que em valores

intermedidrios (grafico 1 e 2).
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Grifico 1: Crescimento médio dos rebentos da variedade Munhaga local apés 15 ¢

30 de inoculagio dos meristemas no meio de iniciagio.
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Grafico 2 : Crescimento médio dos rebentos da variedade Manica 2B apés 15 e 30

dias de inoculagiio dos meristemas no meio de iniciacio.

As duas variedades ndo apresentaram diferengas significativas durante a

iniciagdo de crescimento nas diferentes concentragdes de NAA e BA,



apresentando padrdes de crescimento semelhantes: Maiores crescimentos a
baixas e altas concentragbes de BA, do que em valores intermédios

(grafico 3 e 4).

Variedadel - Munhagca focal
Variedade2 - Manica 2B

25

Crescimentc medio dos rebentos

Grafico 3: Comparacgiio dos crescimento médios dos rebentos das duas variedades
(Munhaga local e Manica 2B) apés 15 dias de inocula¢io do meristema no meio

de iniciagio.
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Grafico 4: Comparagio do crescimentos médios dos rebentos das duas variedades
(Munhaca local e Manica 2B) apds 30 dias de inoculagio do meristema no meio

de iniciagdo.

As duas variedades crescem rapidamente em 15 dias e o aumento de

crescimento em 30 dias € relativamente mais lento e pouco acentuado.

3. Crescimento dos caules

O mesmo padrdo de crescimento foi observado no desenvolvimento dos

caules dos rebentos. Verificou-se maior crescimento dos caules nos

rebentos que iniciaram o crescimento a baixas concentragdes de BA ( 0.05
uM) e a concentragdes altas de BA (1.0 uM) do que em valores
intermdiarios, quando foram transferidos para um meio de crescimento e
enraizamento em que a unica hormona adicionada foi a NAA a 0.5 pM

(grafico S e 6).
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Grifico 5: Crescimento médio dos caules dos rebentos da variedades Munhaga

local apés 15 e 30 dias no meio de crescimento e enraizamento.
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Grafico 6: Crescimento médio dos caules dos rebentos da variedade Manica 2B

apos 15 e 30 dias no meio de crescimento e enraizamento.




Nio ha diferengas significativas no crescimento em 15 dias e crescimento
em 30 dias dos caules no meio de crescimento e enraizamento. Na
variedade Munhaga local, os rebentos que iniciaram o crescimento a
concentracdes de 0.05 uM de BA mostram um aument de crescimento
relativamente aos primeiros 15 dias. A concentragiio 13 esta variedade
mostra um crescimento menor em 30 dias devido & morte dos rebentos ¢

um reinicio de desenvolvimento a partir do callus.

O mesmo comportamento ( maior crescimento nos rebentos que
desenvolveram nas concentragdes iniciais de 0.05 uM de BA) referido
acima é observado nas duas variedades. Os caules de Manica 2B
apresentam maiores crescimentos naqueles rebentos que se desenvolveram
a concentragdes iniciais 1,3,13 e 14 em relagdo aos caules dos rebentos de

Munhaga local (grafico 7 e 8).

A variedade Munhaga Local mostra melhores crescimentos médios dos
caules também nas concentracdes intermédias em relagdo a variedade

Manica 2B (grafico 7 e 8).
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Grafico 7: Comparagiio do crescimento médio dos caules dos rebentos das duas

variedades apds 15 dias no meio de crescimento e enraizamento.
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Grafico 8: Comparacio do crescimento médio dos caules dos rebentos das duas

variedades apds 30 dias no meio de crescimento e enraizamento.




escimento das raize

O crescimento das raizes dos rebentos, segue 0 mesmo padrdo observado
no desenvolvimento dos rebentos € no crescimento dos caules. Melhor
crescimento das raizes foi observado nos rebentos que iniciaram o

crescimento a baixas concentragdes de BA (0.05 uM) (graficos 9 e 10).
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Griafico 9: Crescimento médio das raizes dos rebentos de Munhaga local apés 15 e

30 dias no meio de crescimento e enraizamento.




gcrescid
@ cresci0

Crescimento medio das raizes

Diferentes concentracoes de NAA e Ba

Grafico 10: Crescimento médios das raizes dos rebentos de Manica 2B apés 15 ¢ 30

dias no meio de crescimento e enraizamento.

Nas concentragdes iniciais 7,8,14 e 15 ndo foi observado o
desenvolvimento das raizes nos rebentos da variedade Munhaga local
devido a morte dos rebentos por contaminagdo por fungos causando o
apodrecimento dos rebentos. Os rebentos de Manica 2B 'nio
desenvolveram raizes nas concentra¢bes iniciais 4,6,7,8,9,10,11,13,14
devido a morte dos rebentos causada pela contaminagdo por fungos o que
levou os rebentos ao apodrecimento. Na concentragdo inicial 12, ndo foi

observado desde o inicio, crescimento do meristema nas duas variedades.

Nos rebentos de Munhaga local, foi observado um aumento de
crescimento depois de 30 dias relativamente aos primeiros 15 dias. Nos

rebentos de Manica 2B ndo houve um grande aumento no comprimento




das raizes depois de 30 dias relativamente aos primeiros 15 dias (grafico

11e12).
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Grifico 11: Comparagio do crescimento médio das raizes de Munhaga local ¢

Manica 2B apds 15 dias no meio de crescimento e enraizamento.

2,5

»n

—y
w

@ Munhaca
m Manica2B

-
s

o
3]

Comprimento das raizes {cm)

N W W M~ ¢ O = o
- -

Diferentes concentracoes das hormonas NAA e BA

Grafico 12: Comparagio do crescimento médie das raizes de Munhaga local ¢

Manica 2B apés 30 dias no meio de crescimento e enraizamento.
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va ento dos rebent aize vaso
Os rebentos das duas variedades que desenvolveram raizes com 1
centimetro ou mais, foram transplantados para os vasos de cultura mediam
entre 2 a 2.5 centimetros de comprimento. Os vasos usados suportavam ao
todo 500 gramas de solo. Os rebentos apresentavam 2 a 3 ramos com

folhas verdes, inteiras, e ndo presentavam sinais de clorose. .

V. DISCUSSAO DOS RESULTADOS
1.Meristemas

Durante o estigio de iniciagdo de crescimento, muitos meristemas
sofreram infecg¢do por fungos e oxidagdo dos compostos fendlicos o que

reduziu o tamanho da amostra e diminuiu a eficiéncia da cultura.

A contaminagdo por ﬁmgos foi observada entre 3 a 10 dias apds a
inoculacdo. Segundo Chen et al (1990), A contaminagdo por fungos é
caracterizada por micélios de diferentes cores crescendo no ponto inicial
da contaminagéo e os factores que causam a contaminagdo sdo comuns em
ambientes ndo estéreis, quebra da cdmara de fluxo laminar e abertura dos

vasos de cultura.

Segundo Chen et al (1990), depois dos compostos fenélicos oxidarem, sdo
produzidos compostos quinbnicos que sdo castanhos. Estes difundem
rapidamente pelo meio, inibindo a actividade de outras enzinas e assim,

causando danos em toda a cultura.




A contaminagdo por fungos foi observada também nos estagios
subsequentes das culturas: estdgio de crescimento e enraizamento
causando a perda de muitos rebentos das mandioqueiras e reduzindo a sua
eficiéncia em desenvolver até ao estagio de envasamento. Segundo Chen
et al (1990), é comum ocorrer a contaminagdo na cultura e existem muitas
causas de contaminagdo, tais como explants infectados, esterilizagdo

insuficiente do meio e dos instrumentos € caréncia de técnicas.

O tamanho dos meristemas que foram usados, contribuiram para o
resultado obtido. Devido as condi¢bes em que a experiéncia foi realizada
(falta de controlo de assépcia) optou-se por meristemas maiores que 0s 2
mm de comprimento requeridos para cultura de meristemas para limpeza
do virus de Manihot esculenta (Chen et al, 1990), para obteng¢ao rapida de

rebentos.

Na estufa onde as estacas cresceram para obtengdo do rebento terminal das
quais foram retirado os meristemas, ndo reunia as condi¢des de assépcia
requeridas. (Chen et al, 1990), recomenda que as estacas depois de lavadas
e limpas com 4gua, sejam pré-cultivadas numa solugdo de nutrientes livre
de agucares ou dgua corrente, e colocadas numa sala limpa, para induzir a
formagdo de novos rebentos que serdo usados como como explants

diminuindo a contaminagdo.




Comparando as varidncias dos valores médios de crescimento dos
meristemas das duas variedades observam-se diferengas estatisticamente
significativas: F= 7.51 e P<0.05 no crescimento sob diferentes tratamentos

( concentragdes diferentes de NAA e BA ).

Verifica-se melhores crescimentos a baixas concentragdes de BA (0.05
uM) e auxina, NAA a concentragdo 0.2 uM. Segundo Pollard et al (1990),
quando BA é mantido a baixas concentragdes e os niveis de auxina
decresce resulta na formagdo de rebentos. Segundo o mesmo autor, altos
niveis de auxina: acido naphtaleneacetico (NAA) e de citoquininas

Benzilaminopurina (BA), resultam na produg¢éo continua de callus.

Segundo Road (1990), o crescimento do rebento a partir dos meristemas
de mandioca, decresce com o aumento da concentracio de BA e o
crescimento dos ramos auxiliares ocorrem preferencialmente quando as
concentragdes de BA forem reduzidas, menores do que 0.25 pM na

presenga de 0.1 uM de GA e a 0.1 pM de NAA.

Para a formagdo de raizes, foi observado que os meristemas que tiveram
uma iniciagdo a baixas concentragdes de BA (0.05puM) tiveram um maior
desenvolvimento de raizes. Segundo (Pollard,1990) a formagéo de raizes é

rapidamente obtida quando NAA € usada como auxina. Quando BA e




NAA s3o mantidos a baixas concentracdes, rebentos e raizes podem ser

formados.

Segundo Road (1990), para algumas variedades de(cassava, o meio
suplementado com NAA, BA e GA, a 1.0,0.5,e 1.0 pM respectivamente
pode ser o mais adequado para regeneragdo a partir de meristemas. Detre
as citoquininas foi reportado que BA ¢ a mais adequada para a regenaragéo
da planta na presenga de NAA e GA e que GA estimula o efeito de

crescimento dos rebentos a partir da cultura de meristema.

3.Comparagcio entre as duas variedades

Comparando as varidncias dos valores médios de crescimento inicial dos
meristemas das duas variedades conclui-se que n@o ha diferengas
estatisticamente significativas: F = 1 e P > 0.05. As duas variedades
apresentam comportamentos indénticos nos diferentes tratamentos apesar
de os meristemas da variedade Manica 2B p'rovirem de uma planta
infectada pelo virus e com um fraco desenvolvimento. Isto porque a
concentragdo do virus na planta é muito baixa ou quase zero nas células
meristematicas do que em tecidos e orgdos maduros porque a infecgdo’
provocada pelo virus move-se devagar, enquanto que células"’

meristematicas multiplicam-se rapidamente {Chen et al, 1990).

Os maiores crescimentos dos caules dos rebentos da variedade Manica 2B,

uma variedade atacada pelo virus, nas concentragdes iniciais 1, 3, 13 e 14,




em relag@o ao caules dos rebentos da variedade Munhaga local, mostram a

eficiéncia de crescimento dos meristemas da variedade Manica 2B.
4,Crescimento entre 15 e 30 dia

O crescimento em 30 dias dos meristemas éaracterizaram-se num
crescimento lento nas primeiras Semémas, seguindo-se um rapido
crescimento até aos 15 dias e, o crescimento entre 15 e 30 dias se verificou
mais lento. Depois de 30 dias, o crescimento tende a decrescer. Este
padrdo de crescimento corresponde a uma curva de crescimento hipotética
de um vegetal em que existe um periodos inicial em que o crescimento &
lento, seguido de uma fase de rapido aumento de tamanho e, finalmente,

um decréscimo na altura da planta (Ferri, 1995).

5. Obtencdo de plantas livres de virus

Os rebentos obtidos n@o atingiram os tamanhos desejados para a realizagdo
do testes final de auséncia do virus devido a infecgoes provocadas pelos
fungos mesmo depois de envasados porque as condi¢des de ass€pcia nédo
foram rigorosamente compridas. No entanto, observagdes morfologicas
feitas as folhas dos rebentos de Manica 2B, ndo houve evidéncias de que
as rebentos estivessem infectados pelo virus. Durante a fase de
crescimento, Manica 2B apresenta melhores crescimentos na concentragao
optima determinada (conc3), do que a variedade Munhaga local, o que
pode ser uma indicag@o da auséncia do virus nos rebentos da variedade

Manica 2B.




VI. Conclusao

= As duas variedades de mandioca ( Manihot esculenta Cranz )
apresentam comportamentos semelhantes em resposta aos diferentes

tratamentos hormonais.

= Os tecidos meristematicos carregam o virus a muito baixas

concentragdes ou concentragdes nulas.

= O melhor desenvolvimento dos rebentos a partir de células 1
meristematicas ocorreu a concentragdes baixas de BA (0.05 uM) e a

concentra¢do 0.2 pM de NAA e 0.1 uM de GA.

= Através da cultura de meristemas pode-se produzir plantas livres de }

virus.
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RECOMENDACOES

Recomenda-se que em proximos trabalhos seja criado um laboratdrio para
cultura de tecidos com limitagdes na sua utilizagdo para permitir as

condi¢des de assépcia requeridas durante a cultura de tecidos.

A cultura de tecidos é uma técnica ecologicamente sustentidvel para
obtengdo de melhores produges sem o uso de pesticidas. Através da
cultura de tecidos, € possivel manipulagdes genéticas para o melhoramento

das culturas minimizando a fome principalmente nos paises pobres.
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Tabela 1 : Comprimento dos rebentos durante a iniciagfio de crescimento das duas

variedades.

Conc. Munhaga L Manica 2B Munhag¢ L Manica 2B
cresc. 15 dias cresc.15 dias | cresc. 30 dias | cresc. 30 dias
1.15 1.30 1.50 1.30

1.33 2.43 1.36

2.63 2.15 2.66

0.00 243 0.00




Tabela 2: Crescimento médio dos caules dos rebentos no meio de crescimento e

enraizamento das duas variedades

conc

Munhaca |

cresc. 15 dias

Manica 2B

cresc.15 dias

Munhaca |

cresc. 30 dias

Manica2B

cresc. 30 dias

1.15

1.300

1.500

1.300

2.05

1.325

2.425

1.375

1.95

2.625

2.150

2.675

1.875

0.000

2.425

0.000

0.55

0.725

1.125

1.125

0.225

0.225

0.875

1.050




Tabela 3; Crescimento médio das raizes dos rebentos no meio de crescimento e

enraizamento das duas variedades

Conc. | Munhaga L Manica2B Munhaga L Manica2B

comp. 15 dias comp.15 dias | comp. 30 dias | comp. 30 dias
0.88 1.25 ‘ 1.25 1.25
0.75 1.25 1.00 1.28
1.36 1.86 1.90 2.06
0.88 0.00 1.25 0.00




Tabela 6: Crescimento dos rebentos, dos caules e das raizes da variedade Munhaga

local

Variedade: Munhaca local
m.cresc NAA BA GA m.de enraizamento 0,5 microl. de NAA
C-cresc2 R-cresc

conc.
A

rebento

N =2 b WhN =2 B WON=2S DB WRN - B WM 2 R W 2 B WN =2 B WA & AW 2 b R = BN

cresci

05
02
0.1
03

2
1,5
1.5

0

2
1,5
1,5
0,2
35
02
0.5

1
0.5
0.1

0

0
0,2

1
0,1
0,3
0,2
0,1
0
1
1
0,2
02
0.3
0,2
0
0
03
0,3
03
0
1,5
1

cresc 2

1,5
2
0.1
1,5
25
2
1.7
0
3
2
1,8
1
38
06
0.5
;
)
07
0.3
0

04
2,5

04
03
0,2

0

1

1
05
0.4
05
0.2
1.5

0
0,3
0.5
0,5

0
1,8
15

C-cresci
1.5
2
0,1
0,5
25
25
2
0
3
2
1,8
1
43
1
1,2
1
1
07
0,5
0
0.6
0,4
25
1
0,4
0,3
0.2
0
1
1
1
0.5
0.5
0,5
1,7
0
03
1
1
0
1,8
1,5

1.5

3
0.5
05
2.7

2
3,5

0
3.7
2.1
1,8

1
58
1.2
1,2
1,6

1
1,4
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0.6
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Tabela 5: Crescimento dos rebento, dos caules e das raizes da variedade Manica
2B
Variedade : Manica 2B
m.inic.NAA BA GA m.de enraizamento 0,5 micralitros de NAA

conc. rebento  cresct cresc2 C-cresc1 C-cresc2 R-crescl R-cresc2 Potting
A 2 2 2
1,5 1.5 1,5
0,5 05 0,5

0 0 0
1,2 1,2 1,2

2 2 2,2
1.7 1.7 1.7
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Tabela 6 : Tabela das combinagdes hormonais usadas para o crescimento inicial

concl: 0.05 pM de BA + 0.05 uM de NAA + 0.1 pM de GA
conc2: 0.05 uM de BA + 0.1 pM de NAA + 0.1 uM de GA
conc3: 0.05 pM de BA + 0.2 uM de NAA + 0.1 uM de GA
concd: 0.05 pM de BA + 0.3 uM de NAA + 0.1 uM de GA

concS: 0.1pM de BA + (.05 pM de NAA +0.1 uM de GA
conc6: 0.1puM de BA +0.1 uM de NAA +0.1 uM de GA
conc7: 0.1pM de BA + 0.2 uM de NAA + 0.1 uM de GA
conc8: 0.1uMO de BA + 0.3 uM de NAA + 0.1 uM de GA

conc?: 0.5 uM de BA +0.05 uM de NAA +0.1 uM de GA
concl0: 0.5 pM de BA + 0.1 puM de NAA +0.1 utM de GA
concll: 0.5 uM de BA + 0.2 pM de NAA + 0.1 uM de GA
concl2: 0.5 uM de BA + 0.3 uM de NAA + 0.1 uM de GA

concl3: 1.0 uM de BA +0.05 uM de NAA +0.1 uM de GA
concli4: 1.0 pM de BA + 0.1 pM de NAA + 0.1 uM de GA
concl5: 1.0 uM de BA + 0.2 uM de NAA + 0.1 uM de GA
concl6: 1.0 uM de BA + 0.3 uM de NAA + 0.1 uM de GA




Tabela 7 : Meio de cultura para cultura de tecidos MS Musashige and Skoog
(1962). '

Stock solutions for Murashige and Skoog's medium (M§)2

Constituents Amount (mgl1™)

Stock solution !
NH,NO, 33 000
KNO, 38 000
CeaCl,.2 H,0 8800
MgS0,.7 H,0 7400
KH,PO, 3400

Stock solution IT
KI 166
H,BO, 1240
MnSO,. 4 H,O 4460
ZnS0,.7H,0 1720
Ne,Mo0O,.2H,0 50
CuSO,.5H,0 5
CoCl,.6 H,0 5

Stock solution III®
FeSO,.7 H,0 5560
Ne,.EDTA.2 H,0 7460

Stock solution IV
Inositol 20 000
Nicotinic acid 100
Pyridoxine HCl 100
Thiamine HCI 100
Glycine 400

1To prepare 1 1 of medium ‘take 50 ml of stock I, 5 ml of stock II, 5 ml of stock III,
and 5 ml of stock IV,

bDissolve FeSO,.7 H,0 and Na,.EDTA.2 H, O separately in 450 ml distilled water by
heating and constant stirring. Mix the two solutions, adjust the pH to 5.5, and add
distilled water to make up the final volume to 1 1.




