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RESUMO

A inducéo da calogénese em mandioca depende significativamente do seu genotipo. Devido a
isso, faz-se necessario o estudo especifico das diversas variedades da mandioca, visando o
aprimoramento das técnicas envolvidas no processo de calogénese. Este trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos do uso de diferentes tipos e concentracdes de auxinas em combinacgéo
com 6-benzilaminopurina (BAP) na inducdo de calogénese a partir de explantes foliares de
mandioca variedade BRS Kiriris. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
em um esquema fatorial 3 x 3, utilizando-se trés auxinas (acido naftalenoacético — ANA, &cido
indolacético - AIA e écido indolbutirico - AIB) em concentragdes de 0,25, 0,5 e 1,0 mg L7,
com cinco repeticdes. Foi realizado um tratamento controle, sem a adi¢édo de fitorreguladores.
Apos 60 dias de cultivo in vitro, avaliou-se o percentual de calos formados, a morfologia dos
calos, o numero de calos, a expansao, a massa fresca e a massa seca dos calos. Com excecao do
controle experimental, confirmou-se a ocorréncia da calogénese em todos os tratamentos, com
uma variacdo de 73 a 100% de calos formados. A adicdo de AIB nas concentracGes de 0,5 e
1,0 mg L proporcionou o maior nimero de calos, 1,78 e 1,77, respectivamente. A
suplementacdo de ANA foi determinante para a maior expansao (12,09 mm) e massa fresca
(515,00 mg) e seca (344,00 mg) dos calos. Portanto, a calogénese em explantes foliares da
variedade de mandioca BRS Kiriris pode ser induzida pelo uso das auxinas ANA, AlA e AIB

em combinacdo com BAP.

Palavras-chave: reguladores de crescimento vegetal, calos, Manihot esculenta, BRS Kiriris



ABSTRACT

The induction of callogenesis in cassava depends significantly on its genotype. Thus, it is
necessary to study the specific varieties of cassava in order to improve the techniques involved
in the callogenesis process. This work aims to evaluate the effects of different types and
concentrations of auxins in combination with 6-benzylaminopurine (BAP) on the callogenesis
induction from leaf explants of the BRS Kiriris cassava variety. The experimental design was
completely randomized, in a 3 x 3 factorial scheme, in which three auxins (naphthaleneacetic
acid - NAA, indoleacetic acid - IAA and indolebutyric acid - IBA) were used in concentrations
of 0.25, 0.5 and 1.0 mg L™, with five replicates. A control treatment was performed, without
the addition of phytoregulators. After a 60-day in vitro culture, the percentage of calli formed,
the morphology of callus, number of calli, expansion, fresh weight and callus dry mass were
evaluated. Excepting the control treatment, calogenesis was confirmed in all treatments, with a
variation of 73 to 100% of callus formation. The IBA addition in concentrations of 0.5 and
1.0 mg L™ provided the highest number of callus 1.78 and 1.77 calli, respectively. The NAA
supplementation was determinant for the greatest expansion (12.09 mm) and fresh (515.00 mg)
and dry mass (344.00 mg) of the calli. Therefore, calogenesis in leaf explants of the BRI Kiriris
cassava variety can be induced by the use of NAA, IAA and IBA auxins in combination with
BAP.

Keywords: plant growth regulators, calli, Manihot esculenta, BRS Kiriris
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Inducéo de calogénese em explantes foliares de mandioca em resposta a

suplementacdo exdgena de auxinas

Induction of callogenesis in cassava leaf explants in response to exogenous auxin

supplementation

Resumo: A inducdo da calogénese em mandioca depende significativamente do seu
gendtipo. Devido a isso, faz-se necessario o estudo especifico das diversas variedades da
mandioca, visando o aprimoramento das técnicas envolvidas no processo de calogénese.
Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do uso de diferentes tipos e
concentracdes de auxinas em combinacdo com 6-benzilaminopurina (BAP) na induc¢édo
de calogénese a partir de explantes foliares de mandioca variedade BRS Kiriris. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em um esquema fatorial 3 x 3,
utilizando-se trés auxinas (&cido naftalenoacético — ANA, &cido indolacético - AIA e
acido indolbutirico - AIB) em concentracdes de 0,25, 0,5 e 1,0 mg L™, com cinco
repeticdes. Foi realizado um tratamento controle, sem a adicdo de fitorreguladores. Apds
60 dias de cultivo in vitro, avaliou-se o percentual de calos formados, a morfologia dos
calos, o numero de calos, a expansdo, a massa fresca e a massa seca dos calos. Com
excecao do controle experimental, confirmou-se a ocorréncia da calogénese em todos 0s
tratamentos, com uma variacdo de 73 a 100% de calos formados. A adicdo de AIB nas
concentracdes de 0,5 e 1,0 mg L™ proporcionou o maior nimero de calos, 1,78 e 1,77,
respectivamente. A suplementacdo de ANA foi determinante para a maior expansao
(12,09 mm) e massa fresca (515,00 mg) e seca (344,00 mg) dos calos. Portanto, a
calogénese em explantes foliares da variedade de mandioca BRS Kiriris pode ser induzida

pelo uso das auxinas ANA, AIA e AIB em combinagdo com BAP.

Palavras-chave: reguladores de crescimento vegetal, calos, Manihot esculenta, BRS

Kiriris

Abstract: The induction of callogenesis in cassava depends significantly on its genotype.
Thus, it is necessary to study the specific varieties of cassava in order to improve the

techniques involved in the callogenesis process. This work aims to evaluate the effects of



different types and concentrations of auxins in combination with 6-benzylaminopurine
(BAP) on the callogenesis induction from leaf explants of the BRS Kiriris cassava variety.
The experimental design was completely randomized, in a 3 x 3 factorial scheme, in
which three auxins (naphthalene acetic acid - NAA, indoleacetic acid - IAA and
indolebutyric acid - IBA) were used in concentrations of 0.25, 0.5 and 1.0 mg L%, with
five replicates. A control treatment was performed, without the addition of
phytoregulators. After a 60-day in vitro culture, the percentage of calli formed, the
morphology of callus, number of calli, expansion, fresh weight and callus dry mass were
evaluated. Excepting the control treatment, callogenesis was confirmed in all treatments,
with a variation of 73 to 100% of callus formation. The IBA addition in concentrations
of 0.5 and 1.0 mg L? provided the highest number of callus 1.78 and 1.77 calli,
respectively. The NAA supplementation was determinant for the greatest expansion
(12.09 mm) and fresh (515.00 mg) and dry mass (344.00 mg) of the calli. Therefore,
callogenesis in leaf explants of the BRI Kiriris cassava variety can be induced by the use
of NAA, IAA and IBA auxins in combination with BAP.

Keywords: plant growth regulators, calli, Manihot esculenta, BRS Kiriris

1 Introdugéo

A mandioca (Manihot esculenta), pertencente a familia das Euforbiéaceas, é uma
espécie vegetal originaria do continente americano, constituindo-se como a principal
fonte de carboidratos para os paises da América do Sul, Africa, sudeste da Asia e Oceania,
e destacando-se como uma das mais importantes culturas de subsisténcia. Amplamente
cultivada no mundo todo, suas raizes podem ser aproveitadas tanto na alimentacéo
humana e animal quanto nos mais diversos setores da industria (Kabir et al., 2015; Sesay
et al., 2016).

Segundo o levantamento do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas
(IBGE), em 2018 o Brasil produziu aproximadamente 19,3 milhdes de toneladas de
raizes, das quais cerca de 3,7 milhdes de toneladas foram produzidas no estado do Para
(IBGE, 2019). Embora o Para seja 0 maior produtor nacional de raizes, a sua producao

reduziu nos Gltimos anos. A baixa produtividade da mandioca esta associada a diversos
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fatores bidticos e abidticos. Dentre eles, destaca-se a disseminacdo de pragas e doencas
(Mongomake et al., 2015).

Dessa forma, a necessidade de aumentar a producdo de mandioca implica no
fornecimento de material propagativo de qualidade genética e fitossanitaria (Ogero et al.,
2012). Esse fator demanda constante atualizacdo das técnicas biotecnoldgicas, as quais
sdo fundamentais para os modernos programas de melhoramento. Neste trabalho foi
utilizada a variedade BRS Kiriris, um dos produtos do Programa de Melhoramento
Genético de Mandioca (PMG-M) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), cujas principais caracteristicas sdo a alta produtividade e a resisténcia a
podridao radicular (EMBRAPA, 2017).

Portanto, a biotecnologia vegetal, através da cultura de tecidos vegetais, dispde de
diversas ferramentas que podem representar uma alternativa aos métodos tradicionais de
cultivo, fornecendo plantas de gendtipos superiores e livres de doengas, em tempo e
espaco reduzidos (Fletcher, 2011; Chavarriaga-Aguirre et al., 2016).

Dentre as técnicas da cultura de tecidos vegetais, destaca-se a calogénese, que
consiste na formacéo de calos em um explante. O calo é uma massa celular indiferenciada,
produzida a partir de tecidos vegetais diferenciados (Piassi & Piassi, 2016). Seu cultivo
representa uma fase intermediaria para diversos processos, tais como a embriogénese
somatica, a transformacdo genética, a producdo de metabdlitos secundarios e a
propagacdo em larga escala via organogénese indireta (Efferth, 2019).

Para induzir a formacdo de calos, qualquer tecido vegetal pode ser utilizado,
porém, os tecidos mais jovens sd@o os mais eficientes. Os explantes sdo cultivados em
meio solido e quando submetidos a balangos adequados de fitorreguladores do tipo
auxinas e citocininas e a condicOes ideais de temperatura e luminosidade, promovem a
calogénese. Embora ja existam trabalhos relatando a calogénese em mandioca, a resposta
morfogenética in vitro desta espécie é significativamente dependente das caracteristicas
genotipicas de suas diferentes cultivares/variedades (Mongomake et al., 2015; Yandia et
al., 2016; Efferth, 2019).

Dessa forma, o sucesso da calogénese em mandioca depende de estudos
especificos para a variedade de interesse, visando a otimizacdo dos processos de
morfogénese in vitro. Levando em consideracdo tais fatores, o objetivo neste trabalho foi

avaliar os efeitos do uso de diferentes tipos e concentra¢fes de auxinas em combinagéo
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com 6-benzilaminopurina na inducdo de calogénese em explantes foliares de mandioca
da variedade BRS Kiriris.

2 Material e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Micropropagacédo de Plantas in
vitro da Universidade Federal do Oeste do Para em parceria com o Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Para, durante o segundo semestre de 2018. Neste
trabalho foi utilizada a variedade de mandioca BRS Kiriris, caracterizada por alta
produtividade e resisténcia a podridao radicular (EMBRAPA, 2017).

O experimento foi conduzido na forma de um delineamento inteiramente
casualizado, em fatorial 3 (auxinas) x 3 (concentragdes), além de um tratamento controle,
totalizando 10 tratamentos. A unidade amostral foi constituida de uma placa de Petri
contendo seis fragmentos foliares, com cinco repeti¢cfes (placas) por tratamento.

Para a obtencdo de explantes, plantulas de mandioca da variedade BRS Kiriris
foram cultivadas in vitro, em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com
0,01 mg L de &cido naftaleno acético (ANA), 6-benzilaminopurina (BAP) e &cido
giberélico (AGs). Plantulas com cerca de 30 dias de desenvolvimento, oriundas do
segundo repique da fase de multiplicacdo in vitro, foram utilizadas como fonte de
explantes foliares.

Em uma camara de fluxo laminar, as folhas foram reduzidas, assepticamente, em
fragmentos de aproximadamente 0,5 cm?, contendo tecido vascular. Em seguida, 0s
explantes foram inoculados em placas de Petri contendo meio de cultura composto pelos
macro e micronutrientes do MS, suplementado com sacarose (15 g L) e solidificado com
Phytagel (2 g L). O pH do meio foi ajustado em 5,7 £ 0,2 antes da autoclavagem a 120 °C
e 1 atm durante 20 minutos.

A Tabela 1 apresenta os tratamentos utilizados para a inducéo de calogénese. O
tratamento 1 constituiu-se de um controle experimental, composto dos sais do MS na
auséncia de fitorreguladores. Os demais tratamentos consistiram na adi¢do das auxinas
ANA, acido indolacético (AlA) e acido indolbutirico (AIB) nas concentracfes de 0,25,
0,5e 1,0 mg Lt em combinacdo com 0,5 mg L™ de BAP.
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Tabela 1. Concentragéo de reguladores de crescimento utilizados na calogénese em explantes foliares de
mandioca variedade BRS Kiriris.

Table 1. Concentration of growth regulators used in callogenesis in leaf explants of cassava variety BRS

Kiriris.
. Concentracéo de BAP
Tratamentos Auxinast auxina (mg L) (mg L)

1 - - -
2 ANA 0,25 0,50
3 ANA 0,50 0,50
4 ANA 1,00 0,50
5 AlA 0,25 0,50
6 AlA 0,50 0,50
7 AlA 1,00 0,50
8 AlIB 0,25 0,50
9 AlIB 0,50 0,50
10 AlIB 1,00 0,50

1 ANA — 4cido naftalenoacético; AIA — acido indolacético; AIB — &cido indolbutirico.

As placas de Petri foram mantidas durante 30 dias na auséncia de luz a uma
temperatura de 27+ 2 °C. Posteriormente, as placas foram submetidas a iluminacao por
lampadas de Led, com densidade de fluxo de fotons de 30 umol/m?/s, fotoperiodo de 16
horas e temperatura de 27 £+ 2 °C, onde permaneceram por mais 30 dias.

Apds 60 dias de cultivo in vitro, avaliou-se a porcentagem, a morfologia, o nUmero
de calos formados e a expansdo dos calos (mm), com o auxilio de um paquimetro
analogico. As massas fresca e seca dos calos (mg) foram quantificadas em uma balanca
analitica com precisdo de 0,0001 g. A massa seca foi determinada ap6s a secagem dos
calos por 48 horas em estufa a 60 °C, segundo a metodologia de Werner et al. (2010).

Para atender os pressupostos de normalidade, os dados referentes ao nimero, a

expansdo e a massa fresca e massa seca dos calos foram transformados em

J (x + 0,5) submetidos & andlise de varidncia e comparacdo de médias pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade, utilizando software estatistico SisVar 5.6 (Ferreira, 2014).

3 Resultados e Discussao

Aos 60 dias de cultivo in vitro foi possivel observar a formagdo de calos em
explantes foliares de mandioca da variedade BRS Kiriris. A Figura 1 apresenta 0 processo
de calogénese. Na Figura 1A nota-se os fragmentos foliares recém inoculados em meio

de cultura. Na figura 1B é possivel constatar o crescimento inicial de uma massa celular
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nas laterais dos fragmentos foliares. Aos 60 dias de cultivo in vitro, os calos haviam se
expandido, chegando a cobrir totalmente alguns explantes (Figura 1C).

Figura 1. Calogénese em explantes foliares de mandioca. (A) Segmentos foliares inoculados em meio de
cultura. (B) Inicio da formacéo dos calos aos 30 dias e (C) calos formados aos 60 dias de cultivo.
Figure 1. Callogenesis in leaf explants of cassava. (A) Foliar segments inoculated in culture medium. (B)
Start of callus formation at 30 days of cultivation and (C) callus formed at 60 days of cultivation.

Aos 60 dias de inoculacdo dos explantes, observou-se a ocorréncia de calogénese
em todos os tratamentos e, independente da auxina utilizada e de sua concentracéo,

obteve-se altas porcentagens, variando de 73 a 100% de calos formados (Figura 2).
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Figura 2. Percentual de calos formados em explantes foliares de mandioca variedade BRS Kiriris
submetidos a diferentes tipos e concentragfes de auxina em combinacdo com 0,5 mg L de BAP, aos 60
dias de cultivo in vitro.

Figure 2. Percentage of calli formed in leaf explants of BRS Kiriris variety submitted to different types and
concentrations of auxin in combination with 0.5 mg L™ of BAP at 60 days of culture in vitro.
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Conforme demonstra a Figura 2, a formacdo de calos atingiu os percentuais
méaximos quando os explantes foram cultivados na presenca de ANA, independente das
concentracdes avaliadas (T2, T3 e T4). Porém, quando cultivados em meio de cultura
contendo a auxina AlA, os percentuais de calogénese variaram entre 94% (T5), 92% (T6)
e 73% (T7), de modo que a formagéo de calos diminuiu a medida que se aumentou a
concentracdo dessa auxina.

Em contrapartida, observou-se uma relacdo diretamente proporcional entre o

aumento das concentracdes de AIB com os maiores percentuais de calogénese para essa
auxina, os quais chegaram a 73, 92 e 100% (T8, T9 e T10, respectivamente). N&o foi
constatada a formacdo de calos no tratamento controle (T1), o qual ndo recebeu
suplementacdo exdgena de reguladores de crescimento (Figura 2).
Esses resultados evidenciam a necessidade de se adicionar reguladores de crescimento ao
meio de cultura para a inducdo da calogénese, especialmente auxinas e citocininas.
Embora as auxinas sejam mais utilizadas de forma isolada na inducéo de calos, o balanco
intermediario entre estas duas classes de fitorregulares também promove a calogénese
(Cid, 2014; Piassi & Piassi, 2016).

Ao analisar a relagdo citocinina/auxina dos tratamentos avaliados, conforme a
Tabela 1, observa-se uma relacdo de 2:1, 1:1 e 1:2, respectivamente. Isto reforca o fato
de que balancos intermediarios destes fitorreguladores influenciam na calogénese.
Enquanto uma razdo elevada de auxina/citocinina estimula a formacdo de raizes, uma
baixa razdo favorece a formacdo da parte aérea e, em niveis intermediarios, sdo capazes
de induzir a formagao de calos (Taiz & Ziger, 2013).

No que se refere as caracteristicas morfologicas dos calos, observaram-se
diferengas de coloragdo, textura e consisténcia. Segundo Flores (2006), o tipo de calo
formado, o grau de diferenciacdo e o seu potencial morfogenético sdo dependentes,
principalmente, do explante utilizado, do genoétipo da planta, da composi¢do do meio de
cultura e dos reguladores de crescimento.

Em relagdo a morfologia, a Figura 3 apresenta dois tipos de calos observados nesse
trabalho. O primeiro deles é um calo compacto, de coloragcdo marrom clara, consisténcia
rigida e textura granulosa (Figura 3A), o qual foi induzido pela adicdo de ANA. Em

contrapartida, quando utilizado os fitorreguladores AIA e AIB, obteve-se calos friaveis,
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ou seja, de consisténcia facilmente fragmentével, textura pouco granulosa e de coloragdo

amarelada (Figura 3B).

Figura 3. Caracteristicas morfoldgicas dos calos formados. (A) Calo compacto induzido pela adi¢éo de
ANA e (B) calos fridveis induzidos pela adicdo de AIA e AIB em meio MS + 0,5 mg L-! de BAP, aos 60
dias de cultivo in vitro.

Figure 3. Morphological characteristics of callus formation. (A) Compact calli induced by the addition of
NAA and (B) friable calli induced by addition of IAA and IBA in MS medium + 0.5 mg L™ of BAP at 60

days of culture in vitro.

Grande parte dos trabalhos relacionados a calogénese em mandioca utilizaram
outras auxinas para obter calos, principalmente o acido diclorofenoxiacético (2,4-D).
Fletcher et al. (2011) testaram diferentes concentra¢des de 2,4-D (8, 12 e 15 mg L-1) em
explantes de mandioca do tipo discos foliares, peciolos e brotos axilares e obtiveram o
maior percentual de calogénese (75%) quando utilizado 8 mg L-* de 2,4-D em explantes
foliares. Resultados semelhantes foram obtidos por Ngugi et al. (2015), que alcangaram
porcentagens de 74,7% a 93% de calogénese em diferentes variedades de mandioca do
Quénia, com a suplementagdo de 8 mg L-* de 2,4-D.

Contudo, Fotso et al. (2014) verificaram a maior porcentagem de calogénese em
segmentos nodais de mandioca, de 59,80%, com a adigéo de 0,08 mg L-* de ANA. Shiji
et al. (2014), obtiveram um percentual de 100% de calogénese em segmentos nodais de
mandioca quando submetidos ao meio MS suplementado com ANA nas concentracGes
de 0,1, 0,3 € 0,5 mg L-%. Além disso, observaram que a interacdo de ANA e BAP levou a
formacéo de calos compactos nos explantes, como observado neste trabalho.

Feitosa et al. (2013) avaliaram a interacdo de diferentes concentraces de BAP e

AIB na inducdo de calogénese em explantes foliares de Jatropha curcas, uma
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Euphorbiaceae. Nesse estudo, os autores verificaram que balangos intermediarios
promoveram percentuais de 100% de calogénese (0,5 mg L-t de BAP e de AIB). Contudo,
os calos formados foram compactos, diferindo dos calos obtidos neste trabalho, cuja
interacdo de BAP e AIB levaram a formacéo de calos fridveis.

Werner et al. (2010) testaram a interacdo entre auxinas (2,4-D, AIA e AIB) e
citocininas (BAP e KIN) no desenvolvimento de calos em tecidos foliares de pau-brasil.
Os autores verificaram que os tratamentos com AlA ndo foram tao eficientes na promogéo
do crescimento dos calos quando comparados com os reguladores 2,4-D e AIB. Do
mesmo modo, a interacdo de AIA e BAP acarretou em menor percentual de calogénese
observada neste trabalho.

A Tabela 2 apresenta o resumo da analise de variancia para as variaveis numero
de calos, expansdo dos calos e massa fresca e seca dos calos em explantes foliares de
mandioca da variedade BRS Kiriris, ap6s 60 dias de cultivo in vitro. De acordo com a
andlise, houve efeito significativo na interacdo auxina X concentracdo apenas para a
varidvel nimero de calos. As demais varidveis apresentaram diferencas significativas

apenas para a auxina utilizada.

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia, indicando o coeficiente de variagcdo (CV) e graus de liberdade
(GL) das variaveis resposta nimero de calos (NC), expansao dos calos (EC — mm), massa fresca dos calos
(MFC — mg) e massa seca dos calos (MSC — mg) em explantes foliares de mandioca, aos 60 dias de cultivo
in vitro, sob diferentes tipos e concentracGes de auxinas.

Table 2. Summary of variance analysis, indicating the coefficient of variation (CV) and degrees of freedom
(GL) of the variables response callus number (NC), callus expansion (EC - mm), fresh callus mass (MFC -
mg) and callus dry mass (MSC - mg) in cassava leaf explants at 60 days of in vitro cultivation under

different types and concentrations of auxin.

Fonte de 6L Quadrado Médio

Variagdo NC EC (mm) MFC (mg) MSC (mg)

Auxina 2 0,93" 6,84" 434,14" 422,86"
Concentragéo 2 0,25M™ 0,29 ™ 16,05 ™ 9,99
Aux x Conc 4 0,44 0,08 M 4,99 3,76 ™

Erro 45 0,10 0,04 3,28 1,87

CV (%) 24,06 7,37 12,37 12,84

Média Geral 1,31 7,83 250,78 147,20

* significativo pelo teste de F a 5% de probabilidade.
" ndo significativo.

Conforme mostra a Tabela 3, a suplementacdo de AIB nas concentragdes de 0,5 e

1,0 mg L' promoveu um maior nimero de calos por explante, 1,78 e 1,77,
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respectivamente. A concentracdo de 1,0 mg L™ de AIB propiciou maior nimero de calos

em comparacdo a auxina ANA, a qual apresentou o0 menor resultado para esta variavel.

Tabela 3. Valor médio do nimero de calos em explantes foliares de mandioca, aos 60 dias de cultivo in
vitro, sob diferentes tipos e concentracfes de auxinas.
Table 3. Average number of calli in cassava leaf explants at 60 days of in vitro cultivation under different

types and concentrations of auxin.

Concentracdes (mg L) NUmero de calos

ANA AIA AIB
0,25 1,11 A 1,39 aA 1,03 bA
0,50 1,09 aB 1,29 aB 1,78 aA
1,00 1,03 aB 1,33 aAB 1,77 aA

Médias seguidas de mesma letra minGscula nas colunas e maitscula nas linhas nao diferem entre si segundo
teste Tukey a 5% de probabilidade.

Embora a adi¢do de ANA tenha promovido menor nimero de calos por explante,
com uma média de 1,08 calos, estes apresentaram maior expansao e massa com relacédo
as demais auxinas, como demonstrado na Tabela 4. No que se refere a expansao dos calos,
ANA foi significativamente superior as demais auxinas, proporcionando incrementos de
até 53,18% no tamanho dos calos. As auxinas AIA e AIB apresentaram expansdo dos
calos semelhantes entre si. Quanto a massa dos calos, novamente foi verificado efeito
significativo das auxinas. A adi¢cdo de ANA resultou em maior massa fresca e seca dos
calos, com incrementos de até 80,58% em massa fresca e de até 89,83% em massa seca,

em comparagao aos demais tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios da expansao dos calos (EC — mm), da massa fresca (MFC — mg) e da massa seca
dos calos (MSC — mg) em explantes foliares de mandioca, aos 60 dias de cultivo in vitro, sob diferentes
tipos de auxinas.

Table 4. Mean values of callus expansion (EC - mm), fresh mass (MFC-mg) and callus dry mass (MSC -
mg) in cassava leaf explants at 60 days of in vitro cultivation under different types of auxin.

Auxinas EC (mm) MFC (mg) MSC (mg)
ANA 12,09 a 515,00 a 344,00 a
AlA 574 b 100,00 b 35,00 b
AIB 5,66 b 137,35 b 63,00 b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si segundo teste Tukey a 5% de probabilidade.

A Figura 4 ilustra a calogénese em explantes foliares de mandioca variedade BRS

Kiriris, em funcéo da suplementacdo com diferentes auxinas, aos 60 dias de cultivo in
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vitro. Na figura 4A, observa-se os fragmentos foliares despigmentados e sem a formacéo
de calos, constituindo-se do tratamento controle, sem fitorreguladores. Por sua vez, a
figura 4B exibe os calos formados com a adicdo de ANA, os quais sdo visivelmente

maiores do que os calos obtidos com AlA (Figura 4C) e com AIB (Figura 4D).

Figura 4. Calogénese em explantes foliares de mandioca variedade BRS Kiriris aos 60 dias de cultivo in
vitro. (A) Controle experimental sem adicéo de fitorreguladores. Calos formados com a adi¢do de (B) ANA,
(C) AlA e (D) AIB, aos 60 dias de cultivo in vitro.
Figure 4. Callogenesis in leaf explants of cassava variety BRS Kiriris at 60 days of in vitro culture. (A)
Experimental control without addition of phytoregulators. Cali formed with the addition of (B) NAA, (C)
IAA and (D) IBA at 60 days of in vitro cultivation.

Fotso et al. (2014) obtiveram a maior massa fresca de calos de mandioca quando
cultivados na presenca de 0,07 mg L-* de ANA, chegando a 1.337,40 mg. Quando
utilizada a concentracdo de 0,01 mg L-* de ANA, a massa fresca dos calos chegou a
529,30 mg, resultado semelhante ao obtido neste trabalhno com a média de todas as

concentrages utilizadas de ANA (515,00 mg).
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Werner et al. (2010) observaram que as interagdes entre AIA e BAP e AIB e BAP
resultaram em menor massa seca de calos de pau-brasil (10,43 e 14,00 mg,
respectivamente), quando comparada a interacdo entre 2,4-D e BAP (16,18 mg), ap6s 60
dias de cultivo in vitro. De modo semelhante, neste trabalho as interacfes de AlA e AIB
com BAP resultaram em menor massa fresca (100,00 e 137,35 mg) e seca (35,00 e
63,00 mg, respectivamente) dos calos de mandioca.

Por meio deste trabalho, observou-se o potencial morfogenético da variedade BRS
Kiriris, a qual obteve um alto percentual de calogénese, com mais de um calo por explante
e com grande proliferacdo celular, refletindo na expansdo e massa dos calos. Tais
resultados sdo devido a trés principais fatores: tipo de explante utilizado, reguladores de
crescimento adicionados ao meio de cultura e genétipo da planta.

No que se refere ao explante, os segmentos foliares sdo tecidos amplamente
conhecidos e utilizados na inducéo de calos, pois séo tecidos menos lignificados, menos
recalcitrantes, altamente responsivos ao meio de cultura e totipotentes. Estas
caracteristicas facilitam a desdiferenciacéo dos tecidos foliares e, consequentemente, a
calogénese (Fletcher, 2011).

Em relagdo aos reguladores de crescimento, todas as auxinas utilizadas em
combinacdo com BAP promoveram o desenvolvimento de calos, mesmo em
concentragdes menores do que as utilizadas em estudos similares. E possivel que a
variedade BRS Kiriris possua um maior nivel de hormonios enddgenos, de modo que o
seu requerimento por concentracdes exogenas adicionadas ao meio de cultura sejam
menores para formar calos.

A concentracdo endogena de hormonios esta diretamente relacionada ao terceiro
fator, o gendtipo da planta. Ou seja, as caracteristicas genotipicas da variedade BRS
Kiriris tornam esta variedade passivel a calogénese. Em trabalhos anteriores sobre a
micropropagacao de apices caulinares desta mesma variedade, observou-se alta formagao
de calos, reforgando tal hipotese.

Diante do exposto, fica evidente a importancia do ajuste do meio de cultura e das
condigdes de cultivo para cada variedade de interesse, uma vez que as diferentes
combinagOes desses componentes determinardo o sucesso da resposta morfogenética in

vitro.
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4 Concluséo

As auxinas ANA, AIA e AIB usadas em combinacdo com BAP induziram a
formacéo de calos em explantes foliares de mandioca variedade BRS Kiriris.

A auxina ANA promoveu maior percentual, expansdo e massa fresca e seca dos
calos. Por sua vez, AIB induziu maior nimero de calos por explante.

A concentracdo de auxina ndo influenciou na expansdo e massa dos calos.
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ANEXO

Instrucdes aos autores — Revista de Ciéncias Agrarias Amazonian Journal of

Agricultural and Environmental Sciences

Formato e preparacdo do manuscrito
Todos os arquivos devem estar completos e revisados, segundo as “Diretrizes para
autores” desta revista. Devem ser preparados utilizando o editor de texto Microsoft Word
2007 ou posterior, conforme as seguintes especificacoes:

o Folha tamanho A4 (210 x 297 mm)

o Margens de 3 cm

o Recuo de paragrafos de 1,25 cm

o [Espacamento 1,5 entre linhas

o Formatacdo em coluna Unica

o Fonte Times New Roman, tamanho 12

o Numeracdo sequencial de paginas na parte superior direita em algarismos

arébicos
o Figuras e tabelas devem estar inseridas no corpo do documento, em

posicao que proporcione o melhor fluxo de leitura.

Estrutura e organizagdo dos manuscritos

Cada trabalho deve apresentar os itens a seguir, de acordo com seu tipo. O trabalho
ndo deve ser identificado e, portanto, ndo deve conter nome (s) de autor (es) ou quaisquer
outros itens que o(s) identifique(m). Os dados de autoria devem ser reservados para a
Pagina de Metadados e outros documentos acima mencionados.
Titulo no idioma principal do trabalho: deve ser conciso e indicar o contetdo do trabalho;
deve estar centralizado, em negrito e somente com a primeira letra da sentenca em
mailscula; ndo deve ser iniciado com palavras como “efeito”, “influéncia” ou
“avaliacdo”; ndo deve possuir subtitulo, sigla ou féormula; ndo deve conter nome
cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas (neste caso, apresentar somente 0 nome

binario); ndo deve ultrapassar o limite de 15 palavras; deve conter palavras que facilitem
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a recuperacdo do trabalho por indices desenvolvidos por bases de dados que catalogam a

literatura.

Titulo no segundo idioma do trabalho: estando o trabalho em portugués, o segundo titulo
deve ser apresentado em inglés e vice-versa; deve ser inserido logo ap6s o primeiro titulo
e ser construido com as mesmas indicac@es atribuidas ao Titulo no idioma original do
trabalho.

Resumo e Abstract: Devem conter no maximo 250 palavras cada um, ser elaborado com
frases sucintas e em um so paragrafo; ndo devem repetir o titulo; cada frase deve ser uma
informacdo; ndo devem apresentar citacdes; devem ser iniciados por uma breve frase
introdutoria, que justifique o trabalho, seguida pelos objetivos, objeto estudado,
resultados mais importantes e conclusdes; toda e qualquer sigla deve vir precedida da
forma por extenso. Todo trabalho deve conter Resumo (em portugués) e Abstract (em

inglés).

Palavras-chave e Keywords: Devem respeitar o limite minimo de trés e maximo de
cinco, tanto em portugués quanto em inglés; devem estar grafadas em minusculas,
separadas por virgulas, sem ponto final, com informagfes que permitam a compreensdo
e a indexacdo do trabalho; ndo sdo aceitas palavras que ja constem no Titulo. Todo

trabalho deve conter Palavras-chave (em portugués) e Keywords (em inglés).

Introducéo: Explanacdo de forma clara e objetiva do problema investigado ou das
hipbteses do trabalho; ndo deve ultrapassar duas paginas; deve abordar a pertinéncia e
relevancia do trabalho, além de conter apenas citagdo de referéncias especificas, visando
estabelecer relagcdo com trabalhos publicados sobre o assunto; no final da Introducéo,
como ultimo parégrafo, deve-se apresentar a hipotese cientifica e os objetivos do estudo.

Material e Métodos: Devem apresentar a seguinte sequéncia légica: descrigédo do local,
periodo de realizagdo da pesquisa, delineamento experimental e tratamentos, materiais e
técnicas utilizadas, analise estatistica utilizada, bem como as transformacdes dos dados;

tratamentos e variaveis devem ser bem detalhados, porém deve-se evitar o uso de
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abreviacdes ou siglas; técnicas e procedimentos de rotina devem ser apenas referenciados;
as informacGes devem ser suficientes para que outros pesquisadores possam repetir o

experimento.

Resultados e Discussdo: Devem interpretar os resultados do trabalho de forma
consistente, evitando comparagdes desnecessarias, isto €, as novas descobertas devem ser
confrontadas com o conhecimento ja obtido; comparacdes, quando pertinentes, devem ser
discutidas e redigidas de forma a facilitar a compreensdo do leitor; dados ndo
apresentados ndo podem ser discutidos; tabelas e figuras ndo devem ser repetidas, no
entanto, todos os seus dados devem ser discutidos; deve-se evitar o uso de nomes de
variaveis e tratamentos abreviados. Resultados devem ser apresentados juntamente com

a discussao.

Conclusdes: Devem ser apresentadas em frases sucintas, sem comentérios adicionais,
com o verbo no presente do indicativo; ndo devem ser uma repeticdo dos resultados e
devem responder aos objetivos expressos no trabalho; ndo podem consistir em um resumo

dos resultados; devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

CitacOes no corpo do texto: Se o (s) autor (es) for (em) citado (s) entre parénteses, deve
(m) estar (em) apenas com a letra inicial maidscula, separadas por ponto e virgula e em
ordem cronoldgica.

o Exemplos: (Reis & Fernandes, 2009); mais de dois autores (Reis et al., 2009).
Quando o0 nome do autor estiver incluido na sentenca (frase/oragdo), deve estar grafado
com as iniciais maiusculas e com a indicagdo da data.

o Exemplo: Reis & Fernandes (2009).

Para mais de dois autores, em citacGes dentro ou fora dos parénteses, deve-se apresentar
o primeiro nome seguido da expressao “et al.”.
Toda a referéncia utilizada e citada no texto devera, obrigatoriamente, estar na lista de

referéncias, assim como, toda a lista de referéncias deve estar citada no texto.

Referéncias: Devem estar de acordo com as normas da ABNT NBR 6023:2002 (abaixo

seguem alguns exemplos); devem respeitar a seguinte formatacéo: espagcamento simples,
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separadas entre sim por um espaco simples, com alinhamento justificado, listadas em
ordem alfabética pelo sobrenome; devem contemplar toda e somente a bibliografia citada
no texto; titulos incluidos nas referéncias devem estar grafados em italico; o trabalho deve
possuir, no maximo, 25 referéncias para artigo cientifico, 30 para artigo de revisao e
15 para comunicagdes, sendo a maioria oriunda de periddicos recentes (Gltimos cinco
anos). Exemplos:

§ Livro:
SARRUGE, J. R.; HAAG, H. P. Analises quimicas em plantas. Piracicaba: ESALQ,
1974. 56 p.

§ Capitulo de livro:
WILLIAMS, E. S. Canine distemper. In: WILLIAMS, E. S.; BARKER, I. K.
(Eds.). Infectious diseases of wild mammals. 3 ed. Ames: lowa State University Press,
2001. p. 50-58.

§ Periddicos:
KOUTINAS, A. F.; POLIZOPOULOU, Z. S.; BAUMGAERTNER, W.; LEKKAS, S.;
KONTOQOS, V. Relation of clinical signs to pathological changes in 19 cases of canine
distemper encephalomyelitis. Journal of Comparative Pathology, v. 126, n. 1, p. 47-56,
2002.

8 Teses e Dissertacdes (deve ser evitada a citagéo):
GUEDES, E. M. S. Atributos quimicos e fisicos de um Latossolo Amarelo argiloso e
producdo de soja em sistemas de manejo, no municipio de Paragominas/PA. 2009. 75 f.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) -Universidade Federal Rural da Amazonia,
Belém, 2009.

« Boletins, trabalhos de congresso e outros eventos: Nao fazer citagoes.

§ Publicacdes eletrénicas:
SILVA, M. S.; SILVA, L.R. D,; SILVA, S. M.; SOBRINHO, R. S. D. Qualidade de jaca
dura (Artocarpus heterophylus) minimamente processada armazenada em diferentes
temperaturas. SENGE-PB, 2009. Disponivel em: <http:/www.sengepb. com.br/site/wp-
content/uploads/2009/12/t023.pdf>. Acesso: 5 maio 2010.

8 Legislagéo:
BRASIL. Ministério da Saude. Portaria n® 27, de 13 de janeiro de 1998. Aprova o

Regulamento Técnico referente a Informagdo Nutricional Complementar (declaraces
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relacionadas ao conteldo de nutrientes), constantes do anexo desta Portaria. Diario
Oficial da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 16 jan. 1998.

Tabelas: Devem estar numeradas com algarismos arabicos, apresentadas no decorrer do
texto; as legendas das tabelas iniciam-se com a palavra Tabela seguida da numeragdo em
algarismos arabicos, com ponto e em negrito, devem conter sempre um titulo
autoexplicativo, claro e conciso; titulo no segundo idioma do trabalho: estando o trabalho
em portugués, o segundo titulo deve ser apresentado em inglés e vice-versa; ndo devem
ser utilizadas linhas verticais; ndo devem possuir letras sobrescritas em seus valores;
linhas horizontais devem aparecer para separar o titulo do cabecalho e este do conteldo,
além de uma ao final, na base da tabela; devem ser editadas em Microsoft Word® 2007
ou posterior; ndo devem ser importadas do Excel® ou Powerpoint®; elementos enviados
no formato de imagem n&o serédo aceitos e acarretardo atrasos na avaliagdo e na publicacdo
do trabalho; cada valor presente na tabela deve ser digitado em células distintas,
centralizado e alinhado; as tabelas devem ser dimensionadas da seguinte forma: largura

de uma coluna (8 cm) ou de uma pagina (17 cm).

Figuras: Sao considerados figuras todos os graficos, desenhos, mapas, diagramas e
fotografias usados para ilustrar o texto; devem estar inseridas no corpo do texto, de modo
que proporcionem melhor fluxo de leitura e compreensao do texto como um todo; caso
haja texto dentro da figura, este deve acompanhar o idioma do trabalho e estar legivel; as
legendas das figuras iniciam-se com a palavra Figura seguida da numeracdo em
algarismos arabicos, com ponto e em negrito, e posteriormente o respectivo titulo; toda
figura deve ser citada no texto, apresentar legenda e fonte de origem; toda legenda deve
indicar a que figura se refere; figuras ndo-originais (de outro autor ou trabalho) devem
conter, apos o titulo, a fonte de origem; devem ser dimensionadas da seguinte forma:
largura de uma coluna (8 cm) ou de uma pagina 17 cm.; para fotos e mapas, coloridos ou
néo, deve-se utilizar resolucdo de 150 a 300 dpi; ndo serdo aceitas figuras que repitam as
informagdes das tabelas; fotos coloridas, quando imprescindiveis a critério da Equipe
Editorial, serdo, também, aceitas; ndo devem ser utilizadas linhas de borda na area de
plotagem e nem na area do gréafico (figura); nos graficos, as designacfes das variaveis

dos eixos X e Y devem ter iniciais mailsculas, seguidas das unidades entre parénteses;
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titulo no segundo idioma do trabalho: estando o trabalho em portugués, o segundo titulo

deve ser apresentado em inglés e vice-versa.

Uso de unidades: Nos exemplos seguintes, o formato correto é o que se encontra no lado
direito da igualdade: 10 horas = 10 h; 32 minutos = 32 min; 5 | (litros) =5 L; 45 ml = 45
mL; I/s = L s-1; 27°C = 27 °C; 0,14 m3/min/m = 0,14 m3 min™m™; 100 g de peso/ave =
100 g de peso por ave; g por planta = g/planta; 2 toneladas = 2 t; mm/dia = mm d; 2x3
=2 x 3 (com espacamento); 45,2 - 61,5 = 45,2-61,5 (sem espacamento). A unidade de %
deve estar junto ao numero (EX.: 45%); quando, no texto, existirem valores numéricos
seguidos, deve-se colocar a unidade somente no ultimo valor (Ex.: 20 e 40 m; 56,0, 82,5
e 90,2%); quando for pertinente, deve-se deixar os valores numericos com, no maximo,
duas casas decimais; as grandezas devem ser expressas no Sl (Sistema Internacional) e
a terminologia cientifica deve seguir as convencdes internacionais de cada area em

questéo.

Siglas e abreviacgdes: Se a sigla for lida como uma palavra e contiver mais de trés letras,
apenas a letra inicial deve ser grafada em maidscula; nos demais casos (siglas até trés
letras e as que sdo lidas letra a letra, sem formar palavra) todas as letras devem ser
grafadas em maiusculas; 0 nome por extenso de uma instituicao deve ter apenas a primeira
letra de cada nome em maiuscula; a abreviagdo do titulo da Revista de Ciéncias Agrarias é
Rev. Ciénc. Agrar. e deve ser utilizada em bibliografias, notas de rodapé, referéncias e

legendas bibliogréficas.

Termos em latim: Devem-se apresentar 0s termos em latim em italico, exceto para o

termo “et al.”

Termos estrangeiros: Devem ser mantidos em destaque somente termos especificos,
ressaltados no manuscrito; palavras incorporadas a lingua portuguesa nao devem ser
destacadas (Ex.: marketing, e-mail, software etc.).

Apbs conferir a formatacdo e ter preparado os arquivos de acordo com as recomendagdes

acima, siga para a etapa de Submissdo On-line (veja abaixo).



