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RESUMO

A espécie Manihot esculenta Crantz possui uma ampla relevancia econémica mundial e
nacional pelo seu importante valor na alimentacdo humana, animal e na inddstria. A
propagacdo vegetativa desta espécie manifesta alguns obstaculos como doencas, e a
micropropagacdo surge como uma alternativa viavel frente aos métodos tradicionais de
propagacdo. O objetivo nesta pesquisa foi avaliar a acdo de diferentes concentracfes dos
reguladores de crescimento 6- benzilaminopurina (BAP), acido naftalenoacético (ANA) e
acido giberélico (AG3) no desenvolvimento in vitro de Manihot esculenta Crantz variedade
BRS Kiriris. O material utilizado como fonte de explante foram &pices caulinares da
variedade Kiriris. Os explantes foram introduzidos em frascos contendo 5 ml do meio de
cultura Murashige e Skoog suplementado com diferentes concentracdes dos reguladores.
Foram avaliados quatro meios de cultura: controle sem reguladores de crescimento,
constituindo o tratamento 1; 0,01 mg/L de &cido naftalenoacético — ANA + 0,02 mg/L de
benzilaminopurina — BAP + 0,025 mg/L de &cido giberélico - AG3, constituindo o tratamento
2; 0,02 mg/L de ANA + 0,04 mg/L de BAP + 0,05 mg/L de AGg, constituindo o tratamento 3
(correspondente ao meio utilizado no protocolo da EMBRAPA) e 0,04 mg/L de ANA + 0,08
mg/L de BAP + 0,10 mg/L de AG; constituindo o tratamento 4. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) com 4 tratamentos, contendo 5 repeti¢des, cada
repeticdo consistindo de 5 tubos, totalizando 25 explantes por tratamento e 100 explantes para
0 experimento, foram avaliadas ap6s 30 dias de cultivo in vitro as variaveis altura das
plantulas (cm), ndmero de folhas verdes, nimero de folhas mortas, nimero de raizes e
comprimento das raizes (cm). Dentre os tratamentos, 0 que apresentou melhor resultado para
as variaveis foi o tratamento 2 (0,01 mg/L de ANA; 0,02 mg/L de BAP e 0,025 mg/L de
AG3;). Portanto, a adicdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura sdo promissores
para o estabelecimento in vitro da variedade BRS Kiriris. A combinagdo de 0,01 mg/L de
ANA + 0,02 mg/L BAP + 0,025 mg /L de AG; apresentou os melhores resultados para o

estabelecimento in vitro da variedade BRS Kiriris.

Palavras-chave: Mandioca, Manivas, Fitorreguladores, Cultura de tecidos.



ABSTRACT

The Manihot esculenta Crantz species has wide global and national economic relevance for its
important value in human, animal and industry. The vegetative propagation of this species
manifests some obstacles as diseases, and micropropagation appears as a viable alternative to
traditional methods of propagation. The objective of this research was to evaluate the action
of different concentrations of the growth regulators 6-benzylaminopurine (BAP),
naphthaleneacetic acid (ANA) and gibberellic acid (AG3) in the in vitro development of
Manihot esculenta Crantz variety BRS Kiriris. The material used as explant source were
Kiriris caulin apices. Explants were introduced into flasks containing 5 ml of the Murashige
and Skoog culture medium supplemented with different concentrations of the regulators. Four
culture media were evaluated: control without growth regulators, constituting treatment 1;
0.01 mg / L of naphthaleneacetic acid - ANA + 0.02 mg / L of benzylaminopurine - BAP +
0.025 mg / L of gibberellic acid - AG3, constituting treatment 2; 0.02 mg / L of ANA + 0.04
mg / L of BAP + 0.05 mg / L of AG3, constituting the treatment 3 (corresponding to the
medium used in the protocol of EMBRAPA - SOUZA et al., 2013) and 0,4 mg / L of ANA +
0.08 mg / L of BAP + 0.10 mg / L of AG3 constituting the treatment 4. The experimental
design was a completely randomized (DIC) with 4 treatments, containing 5 replicates, each
replicate consisting of 5 tubes, totaling 25 explants per treatment and 100 explants for the
experiment, were evaluated after 30 days of in vitro cultivation the variables seedling height
(cm), number of green leaves, number of dead leaves, number of roots and root length (cm).
Among the treatments, the best treatment for the variables was treatment 2 (0.01 mg/ L ANA,
0.02 mg /L BAP and 0.025 mg / L AG3). Therefore, the addition of growth regulators to the
culture medium is promising for the in vitro establishment of the BRS Kiriris variety. The
combination of 0.01 mg /L ANA + 0.02 mg/ L BAP + 0.025 mg / L AG3 presented the best
results for the in vitro establishment of the BRI Kiriris variety.

KeyWords: Cassava, Cuffs, Plant growth regulators, Tissue culture.
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1. INTRODUCAO

A mandioca € uma dicotiledénea e pertence a familia Euphorbiaceae, considerada
a espécie mais conhecida do género Manihot (BARROSO et. al., 1998). Esta familia possui
aproximadamente 290 géneros e cerca de 7.500 espécies divididas ao longo de todas as
regides tropicais e subtropicais, com maior relevancia na América e Africa (BARROSO et.
al., 1998). A mandioca detém grande destaque tanto no setor econdmico quanto no social, por
contribuir para a sobrevivéncia de uma parte expressiva da populacdo de poder aquisitivo
inferior, fornecendo renda para a agricultura familiar e na producdo de alimento (SOUZA,
2009).

Dessa producdo sdo gerados muitos produtos, e dentre eles a farinha é obtida das
raizes a partir de processos industriais adequados e beneficiamento; a fécula é o derivado
amilaceo extraido também das raizes, ndo é fermentada e passa por processos de decantacgéo,
centrifugacdo e outras técnicas até sua obtencdo; e a tapioca produto em forma de grénulos
irregulares ou esféricos (BRASIL, 2011).

A mandioca € propagada vegetativamente e pode acarretar na disseminagdo de
doencas, como as sistémicas que sdo aquelas que afetam uma vasta sequéncia de 6rgdos ou
tecidos da planta (P1IZA & PINHO, 2002). Dentre elas a podriddo radicular que causa grande
impacto nos setores econdmico e social a grandes paises produtores da cultura, como a Africa
(ONYEKA et al., 2005) e o Brasil (SERRA et al., 2009), ocasionando perdas significativas na
produtividade da mandioca. Sdo variadas as espécies de fitopatdbgenos em consorcio a
podriddo radicular, sobretudo Phytophthora drechsleri Tucker (LIMA et al., 1993; MUNIZ et
al., 2006) e Fusarium solani (BANDYOPADHYAY et al., 2006).

Na tentativa de resolver esse problema, tornou-se grande o cultivo de mandioca da
variedade BRS Kiriris, produto do Programa de Melhoramento Genético de Mandioca (PMG-
M) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), devido sua versatilidade,
tolerancia & podriddo da raiz e a boa produtividade (EMBRAPA, 2018).

Muitas tecnologias dentro da cultura de tecidos vém sendo utilizadas no progresso
da producdo e conservacdo da mandioca, a exemplo da micropropagacao, técnica que permite
0 crescimento in vitro de plantas a partir de alguma parte vegetal, em meio de cultura com
condi¢des nutricionais adequadas (DEB & IMCHEN, 2010), praticadas em condicdes
assépticas e dependente de protocolos capazes de gerar bom desenvolvimento in vitro e na
fase de aclimatizagéo (BAIRU et al., 2011; CANCADO et al., 2012).
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De acordo com Caldas et al. (1998), no processo de micropropagagdo, 0s
elementos presentes no meio de cultura séo importantes para a definicdo de um protocolo
eficaz de producdo de plantas in vitro. Dentro destes componentes, as citocininas, auxinas e
giberelinas sdo as classes de reguladores de crescimento de maior aplicacdo no cultivo in
vitro, responsaveis pela diferenciacéo e divisdo das células vegetais, crescimento do caule e
da raiz, e estimular o alongamento e divisdo das células vegetais respectivamente
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Sendo assim, na tentativa de minimizar os impactos da podriddo radicular da
mandioca na regido Oeste do Para, o uso da variedade Kiriris micropropagada, resistente ao
patdgeno, com boa produtividade e rapido crescimento, permitird contribuir com o0s
produtores da regido através do fornecimento de material de propagacdo com qualidade
genética e fitossanitaria obtida por meio deste trabalho. Portanto, o objetivo nesta pesquisa foi
avaliar a acdo de diferentes concentragdes dos reguladores de crescimento 6-
benzilaminopurina (BAP), acido naftaleno-acético (ANA) e 4&cido giberélico (AGs) no

estabelecimento in vitro de Manihot esculenta Crantz variedade BRS Kiriris.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS BOTANICAS DA MANDIOCA (Manihot esculenta Crantz)

A mandioca pertence a classe das dicotileddneas, Magnoliopsida, subclasse
Archiclamydeae, familia Euphorbiaceae, ao género Manihot e a espécie Manihot esculenta
Crantz (ORLANDIN; LIMA, 2014).

Aproximadamente 98 espécies ja foram identificadas do género Manihot
(FIALHO & VIEIRA, 2011), dentre essas espécies, a Manihot esculenta Crantz é a Unica
cultivada comercialmente para producdo de raizes utilizadas na alimentacdo, os produtos de
maior importancia para o mercado sdo a farinha, fécula, doces e salgados (FOTSO et al.,
2014; FIALHO & VIEIRA, 2011).

Natural da América com centro de origem na Ameérica do Sul, a mandioca possui
abundante diversificacdo na Africa, Asia e América (LARA et al., 2008). Para Filgueiras &
Homma (2016), os primeiros vestigios relacionados ao cultivo de mandioca se deram a
milhares de anos, localizados na regido Amazonica, considerada um dos patriménios mais
importantes cedidos pelo povo indigena da regido.

As folhas dessa familia sdo caducifolias, simples, lobulares (trés a nove 16bulos),
apresenta coloracdo que vai do roxo ao verde escuro, 0s hiveis proteicos variam de 18 a 22%
e possuem diversas formas e tamanhos (DOMINGUEZ et al,. 1984). De acordo com Ceballos
(2002), a planta possui uma caracteristica peculiar, que é a producdo de uma secrecdo leitosa
guando a planta é lesionada, o latex.

O peciolo exibe comprimento varidvel entre 5 a 30 cm e numerosas inclinacdes
em relacdo a haste, suas formas mais frequentes sdo inclinadas para cima, inclinada para
baixo, na horizontal e irregular, manifestando variadas tonalidades, desde a verde-amarela,
vede, vermelha até a coloracdo roxa (RONDON, 1984).

Nassar (2000) descreve a mandioca como possuidora de caules subarbustivo,
ereto, com nds e gemas que viabilizam a propagacdo vegetativa da planta, que podem ser
dicotdmico, tricotdmico ou tetracotdbmico, podendo apresentar ramificacdes. O talo que é uma
estrutura de sustentacdo, para as espécies de mandioca é responsavel pela altura e largura que
pode se diferenciar em namero, forma e angulo de ramificagdo, e sua coloracéo € um atributo
que pode variar entre os diversos genétipos e a idade da planta (DOMINGUEZ et al., 1984;
CARVALHO & FUKUDA, 2006).

Com relagdo ao sistema radicular, Carvalno & Fukuda (2006) relatam que a

mandioca apresenta raizes tuberosas, ricas em fécula, com tamanhos e formas variadas
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podendo ser cilindricas, conicas e globosas, seu nimero também € diversificado, em média de
cinco a doze dependendo da cultivar, sua polpa pode ser branca, amarelo, creme ou rosada.

Carvalho & Fukuda (2006) discutem ainda acerca da altura da planta, que pode
variar de um a dois metros podendo algumas cultivares chegarem a quatro metros, habito de
ramificagdo, porte da planta e distancia entre as cicatrizes foliares deixadas pelas bases das
folhas, certificando que sdo caracteristicas dependentes da variedade.

Segundo Martin (1976), é uma espécie monodica que exibe flores femininas
(pistiladas) e masculinas (estaminadas) na mesma inflorescéncia, que pode ser do tipo racemo
ou panicula. Oriunda da América do Sul, a cultivar possui ciclo bianual e sua colheita é aos
10-11 meses de idade (FIALHO & VIEIRA, 2011). E um arbusto perene (FOTSO et al.,
2014), lenhoso, seu fruto é triloculado e deiscente, a polinizacdo pode ser feita manualmente,
de forma controlada, ou ainda por fecundacdo cruzada (MARTIN, 1976).

A mandioca é considerada uma planta com alta heterozigosidade, devido a
resistente depressdo endogamica com a autofecundacdo e a facilidade da sua propagacéo
vegetativa. A reproducdo sexual da mandioca, o estudo da inflorescéncia, forma e funcédo das
flores, producdo de sementes e aspectos da polinizacdo sdo de suma importancia na
classificacdo da espécie do género Manihot (KAWANO et al., 1978).

2.2 IMPORTANCIA DA MANDIOCA NO BRASIL, NO MUNDO E SUA
UTILIZACAO.

No ano de 2015 de acordo com informacdes cedidas pela FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations), a Nigéria ja era indicada como a maior
fornecedora de mandioca, seguida pela Tailandia e Indonésia, o Brasil ocupou a quarta
posicdo com aproximadamente 21,4 milhdes de toneladas produzidas (PROENCA et
al.,2017)

Para o ano de 2016, algumas modificacdes foram observadas, em milhGes de
toneladas: a Nigéria se manteve na primeira colocacdo com cerca de 57,1 milhdes de
toneladas, seguida pela Tailandia com aproximadamente 31,1milhdes de toneladas, ja o Brasil
subiu para o terceiro lugar com 23,71milhdes de toneladas, deixando a Indonésia para a quarta
posicdo com cerca de 20,7 milhdes de toneladas. Um destaque negativo foi & india, sua
producéo foi de aproximadamente 4.554.000 milhGes de toneladas, mostrando um declinio
quando comparado ha anos anteriores (FAO, 2018; IBGE, 2018).

No Brasil, 0 maior produtor é o estado do Para, no ano de 2015 sua producéo

chegou a 4.695.735 milhdes de toneladas, em seguida vem o estado do Parand com 4.312.946


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=2ahUKEwi0ycbs28bcAhWDxpAKHVl7AIcQFjAAegQIABAB&url=http%3A%2F%2Fwww.fao.org%2Fhome%2Fen%2F&usg=AOvVaw2x89XgGbHjqMEtnI67SbOD
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=2ahUKEwi0ycbs28bcAhWDxpAKHVl7AIcQFjAAegQIABAB&url=http%3A%2F%2Fwww.fao.org%2Fhome%2Fen%2F&usg=AOvVaw2x89XgGbHjqMEtnI67SbOD
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milhdes de toneladas, e Bahia 2.098.575 milhGes de toneladas. O municipio de Santarém ¢
considerado um dos principais produtores de mandioca do Para, com uma area colhida de
21.770 hectares, contudo, apresenta baixo rendimento quando comparado com outras regides,
como por exemplo, os municipios de Portel e Acara com 9.400 e 18.350 hectares de area
colhida, respectivamente, podendo a diferenca de toneladas colhidas chegarem a 42,5
toneladas entre os municipios de Portel e Santarém. Assim, Santarém se posiciona como
terceiro maior produtor de mandioca do estado (IBGE, 2018).

O setor industrial ganha um habilidoso parceiro que € a agricultura familiar, no
abastecimento do mercado, que por sua vez assegura a compra e venda da producéo,
confirmando a perpetuidade dessa atividade e garantindo beneficios reciprocos entre os
setores (SILVA et al., 2018).

Santana et al. (2017) afirma que a mandioca possui relevante valor cultural em
seu processamento, repassado para geracOes seguintes por produtores, afirmando valores
contidos na cultura brasileira, recuperando técnicas artesanais e gerando empregos e renda
para as familias rurais. Mostrando ainda, sua destreza comercial no mercado interno e externo
dirigido para os mais variados fins, como producdo de celulose, etanol, cerveja, setor
alimenticio e industria farmacéutica (SANCHES et al., 2017).

No Brasil as raizes da mandioca sdo empregadas no preparo de farinhas de
mandioca e tapioca, polvilhos doce ou azedo, que sdo utilizados na preparacdo de comidas
tipicas, na regido norte, as folhas da cultivar sdo amplamente usadas na alimentacdo, pois
possui niveis consideraveis de vitaminas do complexo B e sais de ferro, fosforo e calcio
(SALLA, 2008). A fécula que é o amido extraido da mandioca em forma de farinha é
considerada seu componente mais importante, obtida das raizes frescas cujo teor varia de 25 a
35%. No Brasil, por exemplo, mais da metade da producdo de amido de mandioca é usado na
sua forma in natura, por industrias de panificacdo, biscoitos, iogurtes, chocolates, bombons e
etc (CEREDA et al., 2001).

Para a fabricacdo dos produtos, as variedades de mandioca mantidas por
agricultores tradicionais séo agrupadas em cultivares mansas (de mesa) e cultivares bravas. As
variedades mansas podem ser consumidas sem a necessidade de maiores processos e nao
possuem sabor amargo, por conterem baixas concentragdes de compostos cianogénicos. As
variedades bravas possuem uma taxa de glicosideos linamarina e lotaustralina maior que 25
mg de HCN/kg de polpa fresca das raizes, com maior capacidade de gerar cianeto e uma

caracteristica marcante é o sabor amargo (CHISTE et al., 2010). Por tanto, esses parametros
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sdo importantes, pois indicam que o beneficiamento das raizes esta relacionado a abundéncia

de compostos cianogénicos (HCN) presente em cada cultivar.

2.3 MELHORAMENTO GENETICO

A mandioca possui grande diversidade genética com aproximadamente 4.132
acessos listados, resultantes da predisposi¢do a polinizacdo cruzada entre cultivares, além de
sua heterozigosidade e deiscéncia precipitada dos frutos. Essa heterogeneidade permite o
aumento de variedades de mandioca a distintos modelos de cultivo, que demandam a
constante criacdo de novas cultivares, em virtude da extensa faixa de plantacfes de mandioca,
a exigéncia do comércio e aos problemas cotidianos associados a doencas e pragas (FUKUDA
et al. (2005). Fukuda et al., (2005), salienta a respeito da grande necessidade do mercado por
variedades, que se integrem a ambientes e formas de utilizacdo diferente.

Silva et al. (2002) destaca o fato de a mandioca ser uma cultura perene e muito
rastica permite que ela seja conservada como recurso genético, especificamente dentro das
variedades crioulas estabelecendo um banco de germoplasma. Essa conservagéo pode ocorrer
no campo, o qual pode se tornar uma pratica cara pela ocorréncia de perdas. Em contra
partida, o material estara disponivel se preciso, em laboratdrio, considerada a técnica mais
barata e vidvel, por conseguir concentrar uma grande quantidade de individuos em um
pequeno espaco, ou por armazenagem de sementes, que ndo € muito utilizada a ndo ser em
casos de espécies que ndo enraizam por estacas e apresentam dificuldade em se manterem in
vitro (FUKUDA; COSTA,; SILVA, 2005).

O proposito dos programas de melhoramento é desenvolver cultivares superiores
as existentes, principalmente as caracteristicas de interesse biolégico e econémico. Com o
avanco das técnicas de melhoramento da mandioca, a utilizacdo desses processos por
pequenos e médios agricultores tem evoluido, auxiliando em estudos de impactos (FUKUDA,
1996).

No Brasil, encontram-se grandes centros de germoplasma responsaveis por uma
vasta parte dessa variabilidade genética, tais como: o0 CENARGEN (da divisdo Recursos
Genéticos e Biotecnologia da Embrapa), a Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensao
Rural de Santa Catarina (EPAGRI), o Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e
Fruticultura (CNPMF, da Embrapa), e o Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) (NUNES,
2013).

Através das informagdes genéticas e morfologicas obtidas a partir de

metodologias especificas, é possivel indicar possiveis causas da sua variabilidade, um dos
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desafios da cultura de mandioca é a perda da diversidade podendo influenciar no estoque
genético da cultura, para tanto, € indispensavel estudos sobre a escolha da variedade utilizada,
visto que, a agricultura demanda cultivares de alta producéo, podendo acometer abertamente o
potencial de risco de erosdo genética (BROWN, 2010; PENET et al., 2016).

2.4 CULTURA DE TECIDOS

A cultura de tecidos abrange um conjunto de técnicas in vitro que permitem a
multiplicacdo e crescimento de células, tecidos, 6rgdos ou partes de 6rgdos de uma planta, em
meio de cultura apropriada, sob condicdes assepticas e ambientais controladas com
determinadas condigdes de luminosidade e temperatura (CARVALHO, 2011).

Dentre as técnicas de cultura de tecidos destaca-se a micropropagacdo, que
permite uma rapida multiplicacdo das plantas em larga escala, viabilizando a producdo de
grande gquantidade de mudas idénticas a planta matriz, durante todo o ano (ULISSES et al.,
2010; ALMEIDA et al., 2015). Neste sentido, a micropropagacéo surge como uma alternativa
mais eficiente frente aos métodos tradicionais de propagacao (SILVA, et al., 2017).

Butt et al. (2015) destacam que a micropropagacdo consegue uma rapida
multiplicacdo de plantas, gerando altos lucros, plantas de alta qualidade e livres de doencas.
Outros beneficios obtidos pela micropropagacdo sdo a rapida propagacdo de clones em um
espaco pequeno de tempo, conservacdo de germoplasma e producdo de metabolitos
secundarios (AKIN-IDOWU et al., 2009; GARCIA-GONZALES, 2010; MORAIS et al.,
2012).

Leitzke et al. (2010) cita alguns fatores externos cruciais no sucesso da
micropropagacao in vitro, como umidade, temperatura, intensidade luminosa, fotoperiodo e
fatores inerentes ao crescimento e desenvolvimento da planta, dependente das condicdes
nutricionais do meio de cultura e a aplicacdo de reguladores de crescimento. Sendo assim,
para 0 éxito do cultivo in vitro, se faz necessario a adequacao das condicdes de cultivo e do

meio nutritivo a cultura de interesse.

2.5 REGULADORES DE CRESCIMENTO VEGETAL
As citocininas, as auxinas e as giberelinas sdo as classes de reguladores de
crescimento de maior aplicagdo no cultivo in vitro. Seus efeitos variam em funcéo de fatores
ambientais, da concentracdo, do numero de aplicacGes, da época da aplicagéo, do estadio de
crescimento da planta e da espécie a ser tratada (KADHIMI et al., 2014).
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Com relagdo aos reguladores existentes no mercado, a citocinina 6-
benzilaminopurina (BAP) € o regulador que exibe os melhores resultados, indicado na
reproducdo de parte aérea e inducdo de gemas adventicias in vitro, quebra da dorméncia
apical dos brotos e aumento da taxa de multiplicacdo, ocorrendo intensa brotacdo por meio
dos meristemas laterais. Sua concentracdo é variavel, em funcdo do explante e da espécie
utilizada (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

O é&cido naftalenoacético (ANA), uma auxina sintética, atua estimulando e
acelerando o enraizamento das estacas, expansao dos tecidos e divisao celular, na formacéo de
calos e na embriogénese dos cultivos em suspensdo (CENCI & CHITARRA, 1994). O
movimento das auxinas é considerado lento e seu transporte pelas células do parénquima é
apolar, sempre em direcdo a base nos caules e folhas e nas raizes em direcdo as extremidades
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1996).

Dentro da classe das giberelinas o acido giberélico (AG3) € um dos mais
empregados no manejo de crescimento vegetal, por conferir estimulos na expansédo e divisdo
celular, utilizado em conjunto com outros reguladores de crescimento, esse regulador causa
alongamentos nos internddios e diferencas consideraveis na altura da planta (WEISS & ORI,
2007); MORGANTE & LOMBARDI, 2004).

Em vista disso, os fitorreguladores sdo importantes para as respostas fisioldgicas
da planta, tendo em vista que a formacdo de tecidos e 6érgdos depende da presenca ou
interacdo entre eles (HAWERROTH et al., 2016). Dessa forma, justifica-se estudos sobre as
funcBes desempenhadas por esses reguladores, tempo e doses de aplicacdo ja que pequenas
quantidades podem ser eficientes, enquanto concentracOes elevadas podem apresentar um

efeito contrério, inibindo o crescimento vegetal.

2.6 VARIEDADE BRS KIRIRIS

A variedade BRS Kiriris é um dos produtos do Programa de Melhoramento
Genético de Mandioca (PMG-M) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa), dentre as caracteristicas dessa variedade de mandioca a mais relevante é a
resisténcia a podridao radicular, e algumas doencas que afetam a parte aérea como: mancha
parda, mancha branca, queima das folhas e antracnose (EMBRAPA, 2017).

Com o crescente interesse industrial pela mandioca nas regides de Jequié e Santo
Antbnio de Jesus, no estado da Bahia, a BRS Kiriris tem sido aproveitada por agricultores
com excelente produtividade em varios anos de cultivo (EMBRAPA, 2017). Segundo a
Embrapa (2017), a Kiriris tem produtividade total de raizes frescas (PTR) em 30,25 t.ha?, a
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produtividade média de amido (P-AMD) totalizando 9,05 t.ha™ e o teor de matéria seca nas
raizes foi de 34,56%, tornando-se superior a outras variedades da Embrapa.

O porte reto apresentando ramificacdes de aproximadamente 1,50 metros de altura
favorecendo o plantio mecanizado, maior concentracdo de cultivares e cobertura do solo, a
simplicidade na colheita beneficiando o arranque e despencamento das raizes, e
principalmente a resisténcia a podriddo radicular, caracterizam outros beneficios que a
variedade Kiriris oferece (EMBRAPA, 2017).

Para os atributos agrondmicos da variedade, a Embrapa (2017) avaliou alguns
ensaios experimentais e o recomendado é que a produtividade de raizes frescas tenha
oscilagdo de 17,00 a 48,96 t.ha™, a produtividade de amido entre 4,72 a 15,37 t.ha™, o teor de
matéria seca nas raizes com variagdo de 31,48% a 37,16%, e a altura da cultivar variando de
1,63 a2,97 cm.

A variedade Kiriris possui caracteristicas Unicas nas raizes e na parte aérea. As
raizes dispdem forma cénica ou cilindrica, a pelicula exprime cor marrom-escura, o cortex e a
polpa apresentam coloracdo branca. A parte aérea exibe broto jovem com coloracdo verde-
claro, os ramos possuem cor verde, o peciolo manifesta cor vermelha, o I6bulo central possui
forma lanceolada e o caule expressa coloragdo marrom-claro (EMBRAPA, 2017).

Assim, o uso da variedade BRS Kiriris tende a aumentar na regido Oeste do Par3,
devido a sua versatilidade e por ser uma das mandiocas mais produtiva, tolerante a podriddo
radicular e outras doencas que acometem a mandioca, gerando maior renda e beneficios aos

produtores da regido.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a acdo de diferentes concentragdes dos reguladores de crescimento
6-benzilaminopurina (BAP), acido naftalenoacético (ANA) e acido giberélico (AG3), no

estabelecimento in vitro de Manihot esculenta Crantz variedade BRS Kiriris.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar a melhor concentracdo dos reguladores de crescimento BAP, ANA e AG;
para o estabelecimento in vitro.
e Avaliar o desenvolvimento in vitro dos explantes, por tratamento, através das
variaveis: altura das plantulas, numero de folhas vivas, numero de raizes e

comprimento das raizes.



20

4. MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENC}AO DO MATERIAL VEGETAL E PLANTIO DAS MANIVAS
O experimento foi realizado no Laboratdrio de Micropropagagdo de Plantas in
vitro, da Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA) em parceria com o Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Para (IFPA).

Foram selecionadas plantas saudaveis e vigorosas de mandioca (Manihot
esculenta Crantz) variedade BRS Kiriris, com idade entre 8 e 10 meses, provenientes de areas
de produtores rurais do municipio de Boa Esperanca, Santarém-PA.

As manivas foram cortadas com auxilio de uma serra manual em estacas com 15 a
20 cm de comprimento, com corte em angulo reto (transversal & maniva), para uma formacéo
mais uniforme das raizes. As manivas foram plantadas em bandejas plésticas contendo fibra
de coco e substrato comercial, na proporcdo 1:1. Apds o plantio, as manivas foram levadas
para viveiro com telado de 50% e irrigacdo automatizada (duas vezes por dia por 5 minutos),

onde permaneceram por aproximadamente 21 dias para obtencdo de &pices caulinares.

4.2 OBTENCAO E COLETA DOS EXPLANTES
Decorridos os 21 dias de plantio das manivas, as brotacfes apresentaram apices
caulinares adequados para o cultivo in vitro, sendo utilizados como explantes. Os brotos
foram cortados com o auxilio de uma lamina de bisturi em tamanho de 1,5 a 2,0 cm,
colocados em um béquer pequeno contendo agua destilada, e identificado com o nome da
variedade. Em seguida, foram retiradas as folhas maiores, retornando os brotos para o béquer

com agua e levadas imediatamente para o laboratdrio.

4.3 DESINFESTACAO E ESTABELECIMENTO IN VITRO

Em capela de fluxo laminar, os apices caulinares foram colocados em gaze e
foram imersos em alcool a 50% durante 1 minuto, lavadas em agua deionizada autoclavada
por 15 segundos e posteriormente em solucdo de hipoclorito de sédio a 0,25% (v/v) (Qboa®)
por 3 minutos. Em seguida, foram submergidos por trés vezes consecutivas
(aproximadamente 15 segundos) em agua deionizada autoclavada, substituindo a agua apos
cada imersdo, a fim de eliminar os possiveis residuos de cloro nos explantes (SOUZA et al.,
2013).
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No microscépio estereoscopico, sob aumento de 10x e 40x, ocorreu o desbaste
dos apices caulinares onde foram eliminadas gradativamente as folhas e estipulas com auxilio
de pinca e bisturi, evitando provocar danos ao tecido, até que fosse possivel observar o apice
caulinar, os apices caulinares foram seccionados em aproximadamente 0,3 a 0,5 cm.

Apos a assepsia e 0 desbaste, 0s apices caulinares foram introduzidos em tubos de
ensaio (30X150 mm) contendo 5 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962 - Sigma-aldrich) previamente autoclavado a 121°C e pressdo de 1 atm, durante
20 minutos, o qual foi suplementado com 20 g/L de sacarose (Sigma-aldrich), 2 g/L de
Phytagel (Sigma-aldrich), e os respectivos tratamentos: um controle sem reguladores de
crescimento, constituindo o tratamento 1; 0,01 mg/L de acido naftalenoacético — ANA +
0,02 mg/L de benzilaminopurina — BAP + 0,025 mg/L de é&cido giberélico - AGS,
constituindo o tratamento 2; 0,02 mg/L de ANA + 0,04 mg/L de BAP + 0,05 mg/L de AGs,
constituindo o tratamento 3 (correspondente ao meio utilizado no protocolo da EMBRAPA —
SOUZA et al., 2013) e 0,04 mg/L de ANA + 0,08 mg/L de BAP + 0,10 mg/L de AGs,
constituindo o tratamento 4. O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1.

Os tubos de ensaio foram cobertos por gaze durante os 10 primeiros dias do
estabelecimento, para reduzir a luminosidade e permitir um melhor desenvolvimento dos
explantes, apds isso as gazes foram retiradas. Os frascos inoculados foram mantidos em sala
de crescimento iluminadas com lampadas fluorescentes brancas frias, com densidade de fluxo
de fotons de 30 pmol/m?/s, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 27°C + 2°C (SOUZA et
al., 2013).

Apo6s o0 30° dia de cultivo in vitro, foi realizada a avaliagdo final do experimento,
quando foram analisadas variaveis alturas das plantulas (cm), nimero de folhas verdes,

namero de mortas, niUmero de raizes, comprimento da raiz principal (cm).

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) com
4 tratamentos, contendo 5 repeti¢Oes, cada repeticdo consistindo de 5 tubos, totalizando 25
explantes por tratamento e 100 explantes para o experimento.

Os dados para altura das plantulas, nimero de folhas verdes, nimero de folhas
mortas, niUmero de raizes e comprimento da raiz principal foram submetidos a analise de
variancia e comparacdo de médias por meio do Teste de Tukey a 5% de probabilidade,
utilizando-se o software estatistico Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2014).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
De acordo com os dados obtidos, observou-se interacdo significativa entre as
concentracdes dos reguladores de crescimento e as variaveis altura das plantulas (cm), numero
de folhas verdes, niUmero de raizes e comprimento de raizes (cm) da mandioca variedade BRS
Kiriris. J& para a variavel nimero de folhas mortas, nao foi verificada interacdo significativa,

demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia para altura das plantulas (ALT - cm), numero de
folhas verdes (NFV), numero de folhas mortas (NFM), nimero de raizes (NR) e comprimento
das raizes (CR - cm), indicando os coeficientes de variagdo (CV), graus de liberdade (GL) e

0s quadrados médios das variaveis (QM).

Fonte Qe GL QM
Variagao ALT NFV NFM NR CR
Tratamentos 3 0,001*  0,003* 0,409™  0,014*  0,000*
Erro 16 0,177 0,789 0,114 0,919 0,336
Total 19
CV(%) 25,06 23,81 108,37 67,99 46,75
Média 1,683 3,733 0,312 1,410 1,240

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
™ ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Para a variavel altura das plantulas, os tratamentos 4 (2,21 cm), 2 (1,83 cm) e 3
(1,79 cm) mostraram os melhores resultados, porém, ndo diferiram estatisticamente entre si
(Figura 1). O tratamento 4 promoveu a maior altura quando comparado ao tratamento 1
(0,89 cm), sem a presenca de reguladores de crescimento. No entanto, dados encontrados por
Mapayi et al. (2013), mostraram que o meio MS sem os fitorreguladores promoveu o melhor
crescimento das plantulas para trés gendtipos de mandioca (92/0326, 95/0289 e 1-30572)

avaliados para micropropagacéo.



23

= N
[ & N &)
| | | J

Alturadas plantulas (cm)

o
n
|

A
A A
| I I
OI
1 2 3 4

Tratamentos

Figura 1- Altura média das plantulas ap6s 30 dias de cultivo in vitro. Tratamento 1 - sem reguladores de
crescimento; tratamento 2 - 0,01 mg/L de ANA; 0,02 mg/L de BAP e 0,025 mg/L de AG3; tratamento 3 - 0,02
mg/L de ANA,; 0,04 mg/L de BAP e 0,05 mg/L de AG; e tratamento 4 - 0,04 mg/L de ANA; 0,08 mg/L de BAP
e 0,10 mg/L de AGa.

O maior crescimento em altura do explante de mandioca foi observado nos
valores maximos das concentracdes dos reguladores, especificamente o tratamento 4
(2,21cm), o qual possuia a maior concentracdo da giberelina, que tem sua aplicacdo mais
conhecida no alongamento das partes aéreas (MARTINEZ et al., 2013). O mesmo foi
encontrado por Mushiyimana et al. (2011), onde observaram que explantes da variedade
MMO6 / 0138 de mandioca cultivados em meio MS suplementado com 40 uM / L de AGs;
demonstraram os melhores resultados, apresentando um aumento significativo da altura das
platulas.

Vidal (2009) em seu trabalho com a mandioca variedade Mocot6 também utilizou
diferentes fitorreguladores e concentragdes, e os melhores resultados foram obtidos para as
concentracdes 0,04 mg/L de BAP; 0,02 mg/L de ANA; 0,05 mg/L de AGs, obtendo plantulas
com 1,80 cm de altura. Estes resultados demonstraram que a utilizacdo de reguladores de
crescimento adicionados ao meio de cultura favoreceram o desenvolvimento das plantulas,
corroborando com os resultados deste trabalho.

Para a variavel nimero de folhas verdes, os tratamentos 4 (4,65 folhas) e 2 (4,50
folhas) apresentaram os melhores resultados, respectivamente, ndo diferindo entre si. O
tratamento 4 exibiu diferencas em relacéo ao tratamento 1 (2,6 folhas) e ao tratamento 3 (3,00
folhas) (Figura 2).
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Figura 2- Numero de folhas verdes das plantulas ap6s 30 dias de cultivo in vitro. Tratamento 1 - sem
reguladores de crescimento; tratamento 2 - 0,01 mg/L de ANA; 0,02 mg/L de BAP e 0,025 mg/L de AG;;
tratamento 3 - 0,02 mg/L de ANA; 0,04 mg/L de BAP e 0,05 mg/L de AGs; e tratamento 4 - 0,04 mg/L de ANA,;
0,08 mg/L de BAP e 0,10 mg/L de AG;.

Sesay et al. (2018), utilizaram em seu trabalho trés variedades de mandioca
(Cocoa, SLICASS 6 e SLICASS 11) e comparou ap6s 30 dias de cultivo os efeitos dos meios
com diferentes concentragdes de BAP e os melhores resultados foram obtidos com as
concentracdes 0,05 e 0,1 mg/L de BAP, com uma média de 6,27 e 6,37 folhas por plantula
respectivamente. Estes resultados também foram encontrados por Ahanhanzo et al. (2008)
que relataram que explantes de mandioca cultivados em meios contendo BAP produziram
maior nimero de folhas em todos os genotipos.

Diferente do resultado encontrado por Dalla Costa et al. (2017), em seu trabalho
com duas variedades de mandioca, Agua morna e Amarelinha, verificou que para o nimero
de folhas verdes, o tratamento sem a presenca de reguladores de crescimento (2,09 folhas)
mostrou melhor resultado quando comparado aos tratamentos com reguladores. Contudo, a
mandioca apresenta grande variabilidade entre suas variedades no ambiente in vitro,
respondendo de forma distinta ao meio de cultura e as condig¢des de cultivo, principalmente,
em funcdo do genotipo (FUKUDA; IGLESIAS; SILVA, 2003).

Quanto ao namero de raizes, o tratamento que apresentou melhores resultados foi

o tratamento 2 (2,44 raizes), ndo diferindo dos tratamentos 3 (1,95 raizes) e 1 (0,80 raizes).
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No entanto, o T2 apresentou diferencas em relacdo ao tratamento 4 (0,45 raizes), que

apresentou a menor média para o nimero de raizes (Figura3).

2,5 4

Numero de raizes
=
(0]
|

B
L
0_
1 2 3 4

Tratamentos

Figura 3 - Nimero de raizes das plantulas apds 30 dias de cultivo in vitro. Tratamento 1 - sem reguladores de
crescimento; tratamento 2 - 0,01 mg/L de ANA; 0,02 mg/L de BAP e 0,025 mg/L de AG3; tratamento 3 - 0,02
mg/L de ANA; 0,04 mg/L de BAP e 0,05 mg/L de AGs e tratamento 4 - 0,04 mg/L de ANA; 0,08 mg/L de BAP
e 0,10 mg/L de AGa.

Oliveira (2000) destaca a importancia da presenca de raizes nas plantulas de
mandioca, que em quantidade equilibrada auxilia no desenvolvimento da parte aérea e
favorece a multiplicacéo, por promover maior absor¢do de nutrientes e producdo de gemas, as
quais servirdo de explantes para os proximos subcultivos. Para esta variavel, a combinacéo
que apresentou o melhor resultado foi a representada pelo tratamento 2, que representa as
menores concentracbes dos reguladores no experimento. Por sua vez, a utilizacdo da
concentracdo maxima dos reguladores de crescimento acarretou em menor desenvolvimento
de raizes nas plantas.

Estes resultados confirmam o relato de Fan et al. (2011), onde as concentragdes
mais baixas 0 a 2,0 mg/L de ANA mostrou-se mais eficaz no desenvolvimento radicular da
mandioca. Assim como o estudo de Shiji et al. (2014), utilizando trés variedades de
mandioca, Sree Vijaya, H-165 e H-226, micropropagadas in vitro quando em meio MS
contendo 0,1 mg/L de ANA, produziu melhores resultados para inducdo de raizes.

Vidal (2009) utilizando 0,04 mg/L de BAP; 0,02 mg/L de ANA; 0,05 mg/L de
AG3, obteve 71,1% de enraizamento da variedade de mandioca Mocotd, em 30 dias de cultivo
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in vitro. Nunes (2013) em seu trabalho com mandioca de mesa obteve os melhores resultados
quando utilizou a concentragdo 0,01 mg/L de BAP, aproximadamente 9555% de
enraizamento aos 16 dias de cultivo in vitro. Estes resultados mostraram que para a cultura de
mandioca, as menores concentracdes dos fitorreguladores foram promissores para o0
crescimento das raizes. Yona et al. (2010), cita a mandioca como uma cultura de facil
enraizamento e pode naturalmente formar raizes sem a presenca de fitorreguladores,
corroborando com os resultados encontrados neste trabalho.

Com relacdo ao comprimento das raizes, o tratamento 2 (2,60 cm) apresentou
média superior quando comparada aos tratamentos 1 (0,54 cm) e 4 (0,17 cm). O tratamento
com a méxima concentracdo dos reguladores vegetais (0,04 mg/L de ANA; 0,08 mg/L de
BAP e 0,10 mg/ L de AG3) obteve o menor resultado para esta variavel (Figura 4).

O tratamento controle obteve média de 0,54 cm de raiz, valor maior que o
tratamento com as concentragdes maximas dos reguladores (T4), com média de 0,17 cm de
raiz, porém, ndo diferiram estatisticamente entre si. Silva et al. (2015), apresentou em sua
pesquisa com mandioca resultados satisfatdrios obtidos com meio que ndo continha

reguladores de crescimento, com uma producdo média de 5,9 cm de raiz.
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Figura 4 - Comprimento de raizes das plantulas ap6s 30 dias de cultivo in vitro. Tratamento 1 - sem reguladores
de crescimento; tratamento 2 - 0,01 mg/L de ANA; 0,02 mg/L de BAP e 0,025 mg/L de AG3; tratamento 3 - 0,02
mg/L de ANA; 0,04 mg/L de BAP e 0,05 mg/L de AG; e tratamento 4 - 0,04 mg/L de ANA; 0,08 mg/L de BAP
e 0,20 mg/L de AGs.



27

Dalla Costa et al. (2017), em seu trabalho com as variedades de mandioca Agua
morna e Amarelinha, obteve os melhores resultados para comprimento de raiz, 3,63 cm e
1,35 cm respectivamente, utilizando a concentracdo de 0,01 mg/L de ANA + 0,02 mg/L de
BAP + 0,025 mg /L de AGs. As mesmas concentracOes de fitorreguladores, utilizadas no
tratamento 2, também promoveram o maior crescimento de raizes neste trabalho.

Deste modo, nota-se que parametros como o desenvolvimento da parte aérea e do
sistema radicular das plantulas foram importantes para avaliar o estabelecimento in vitro da
mandioca variedade BRS Kiriris. Além disto, a variedade BRS Kiriris se mostrou de facil
estabelecimento in vitro, independente dos balancos de reguladores de crescimento aos quais

foi submetida (Figura 5).

A B C D

Figura 5- Estabelecimento in vitro de mandioca variedade BRS Kiriris sob diferentes balancos de reguladores de
crescimento vegetal. (A) tratamento 1 - sem reguladores de crescimento; (B) tratamento 2 - 0,01 mg/L de ANA,
0,02 mg/L de BAP e 0,025 mg/L de AGg3; (C) tratamento 3 - 0,02 mg/L de ANA,; 0,04 mg/L de BAP e 0,05 mg/L
de AG;; (D) tratamento 4 - 0,04 mg/L de ANA,; 0,08 mg/L de BAP e 0,10 mg/L de AG3.
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6. CONCLUSAO

A adicéo de reguladores de crescimento ao meio de cultura sdo promissores para o
estabelecimento in vitro da variedade BRS Kiriris.

A altura das plantulas, nimero de folhas verdes, nimero de raizes e comprimento
das raizes foram favorecidas pelo uso de reguladores de crescimento vegetal.

Para altura das plantulas, nimero de folhas verdes, nimero de raizes e
comprimento de raizes, a combinacao de 0,01 mg/L de ANA + 0,02 mg/L BAP + 0,025 mg /L
de AG3 apresentou os melhores resultados.

A combinagéo de 0,01 mg/L de ANA + 0,02 mg/L BAP + 0,025 mg /L de AG3;
apresentou os melhores resultados para o estabelecimento in vitro da mandioca variedade
BRS Kiriris.
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