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RESUMO

Protocolos de indugdo de embriogénese somatica primaria,
embriogénese somatica secundaria (ciclica) e organogénese de partes aéreas,
foram desenvolvidos, objetivando a regeneragdo de novo, de plantas de
mandioca de duas cultivares amplamente exploradas no estado de Cear3,
Tapicinea e Buja Preta.

As culturas foram estabelecidas in vitro, a partir de meristemas apicais
caulinares de plantas no campo e mantidas em meio basico MS, suplementado
com sacarose, sulfato de cobre e agargel. A multiplicagdo se deu através de
repicagens mensais de apices e regides nodais.

Apices caulinares com 2 ou 3 primérdios foliares, de plantas mantidas in
vitro, foram utilizados para a indugdo de embriogénese somatica primaria, em
meio basico MS, suplementado com Picloram. Esse regulador de crescimento
foi capaz de induzir a formagao de embrides em diferentes concentragoes,
sendo a concentragdo de 8,0 mg/L a mais apropriada para as duas cultivares
estudadas. Os embrides foram, entdo, transferidos para o meio de maturagao
(MS + 0,1 mg/L de BAP).

Fragmentos de cotilédones verdes (+ 6 mm?), de embrides somaticos
primarios em processo de maturagcdo, foram utilizados para a inducdo de
embriogénese somatica secundaria, em meio MS suplementado com diferentes
concentragdes de Picloram. Foi observada uma maior competéncia para a

embriogénese nesse tipo de explante, quando comparado a apices caulinares,
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tanto em frequéncia como em produtividade. As concentragdes de Picloram
mais adequadas para os 2 gendotipos foram 4,0 mg/L para a Tapicinea e 8,0
mg/L para a Buja Preta.

Segmentos de cotilédones de embrides somaticos secundarios foram
utilizados nos experimentos de indugao de organogénese de partes aéreas. Os
explantes foram inoculados em meio MS suplementado com AIB e BAP, nas
concentragdes de 0,0; 0,25; 0,5; 1,0 e 3,0 mg/L, para ambos os reguladores,
combinados segundo fatorial (5 x 5), num total de 25 tratamentos.

Houve resposta positiva em ambos os gendtipos, sendo as
concentragbes de AIB e BAP de 1,0 mg/L e 0,25 mg/L, e de 1,0 mg/L e 0,5
mg/L, as mais adequadas para Buja Preta e Tapicinea, respectivamente.

A analise histolégica dos processos de embriogénese somatica
secundaria em Buja Preta mostrou uma proliferagdo de células embriogénicas,
iniciando-se a partir das regides vasculares. Estruturas globulares surgiam a
partir dessa massa celular, configurando a origem pluricelular dos embrides.

A analise histologica da organogénese de partes aéreas, também em
Buja Preta, apresentou resultado bastante diverso daquele da embriogénese. O
inicio da formacdo das estruturas ocorreu em camadas sub-epidérmicas,
formando protuberéncias (gemas adventicias) que se desenvolviam em partes

aéreas, mantendo uma conexao vascular com o explante.
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ABSTRACT

Primary somatic embryogenesis, secondary somatic embryogenesis
(cyclic) and shoot organogenesis protocols, were developed, for 2 genotypes of
cassava plants — Tapicinea and Buja Preta, cultivated in the state of Ceara.

Cultures were established, using shoot apical meristems of plants
maintained in the field, and using the basic MS medium, supplemented with
sucrose, copper sulfate and agargel. The material was maintained by monthly
sub-culture as in vitro shoot, using nodal explants and cultured on MS medium
without growth regulators.

Apical shoot meristems from in vitro plants, with 2 or 3 immature leaves
were used for induction of primary somatic embryos, on basic medium,
supplemented with Picloram. That growth regulator was capable to induce the
embryos formation in different concentrations, being the 8,0 mg/L concentration,
the most appropriate for the 2 genotypes. The embryos were, then, transferred
to maturation medium (MS + 0,1 mg/L of BAP).

Cotyledons from germinating primary somatic embryos were used to
induction secondary (cyclic) somatic embryos, in MS medium supplemented
with different Picloram concentrations. A larger competence was observed for
the embriogénese in that explante type, when compared to shoot apexes, in
both, frequency and productivity. The most appropriate concentrations for the 2
genotypes were 4,0 mg/L and 8,0 mg/L - Tapicinea and Buja Preta,

respectively.
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Pieces of cotyledons from secondary somatic embryos were used in the
shoot organogenesis induction. The explantes were inoculated in MS medium,
supplemented with IBA and BAP (0,0; 0,25; 0,5; 1,0 and 3,0 mg/L, for both
regulators), in factorial (5 x 5) arranged.

The positive answer was observed in both genotypes, being the
concentrations of IBA and BAP of 1,0 mg/L and 0,25 mg/L, and of 1,0 mg/L and
0,5 mg/L, the best for Buja Preta and Tapicinea, respectively.

The histological analysis of secondary somatic embryogenesis — Buja
Preta cultivar - showed an embryogenics cells proliferation, starting from the
vascular areas. Globular structures appeared starting from that cellular mass,
configuring the multicelular origin of the embryos.

Histological analysis of the shoot organogenesis, also in Buja, Preta
cultivar, presented different result compared to embryogenesis. The structures
formation occur in sub-epidermal layers, forming buds that development in to

shoots, with a vascular connection from the explante
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1.1. Origem e aspectos botanicos da mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) (FIGURA 1) provavelmente é
uma especie de origem brasileira segundo OLSEN & SCHAAL (1999). Esses
autores baseiam-se na grande variabilidade genética do género encontrada no
Pais. O centro de origem, no entanto, ainda é bastante discutido. Os indios
utilizavam essa planta tanto para a alimentacdo como para a fabricacdo de
bebidas alcodlicas, como uma aguardente conhecida como tiquira.

Pelos navegadores portugueses a mandioca foi levada aos paises
africanos e asiaticos. Hoje ela é cultivada entre as latitudes de 30° Norte/Sul e
a altitudes menores, quando se afasta desse ponto (COCK, 1982).

A mandioca € um arbusto perene, medindo de 1 a 5 m de altura,
pertencente a familia Euphorbiaceae, sub-familia Crotonoidea, e possui raizes
armazenadoras de amido. O género Manihot sp. apresenta cerca de 180
espécies descritas (2n = 36 cromossomos), a maioria das quais nativas do
Brasil, sendo a espécie M. esculenta a de maior interesse agronédmico, por ser
a unica espécie que € explorada comercialmente (ROCA, 1990).

A planta apresenta caracteristicas botanicas amplamente diversas em
decorréncia de um elevado grau de hibridacdo interespecifica. Assim sendo,
existem milhares de cultivares dessa espécie que se diferenciam,
principalmente por suas caracteristicas morfologicas. Os autores agrupam
esses caracteres morfoldégicos da cultura em constantes e variaveis. Os
caracteres constantes sdo aqueles tipicos da taxonomia da planta, ou seja, da
espécie ou da variedade. Ja os caracteres variaveis recebem influéncia do
meio ambiente, ou seja, a expressdo do gendtipo sofre acdo do ambiente.
Portanto, quando da descri¢ao fenotipica de uma variedade deve-se ter sempre
em conta a interagcédo genotipo versus ambiente (FAO, 2002).

A mandioca é uma planta mondica, com flores masculinas no apice e
flores femininas na base da panicula. O sistema radicular € composto de raizes
tuberosas ricas em amido, que representam a principal fonte de producgao

econdmica da cultura, e de raizes fibrosas responsaveis pela absor¢ao de agua
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FIGURA 1 — Plantas de mandioca (Manihot esculenta Crantz) da variedade Buja Preta,
com dez meses de idade e cerca de 3,0 metros de altura. Aspecto geral do

sistema radicular adventicio, evidenciando as raizes tuberosas.
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e nutrientes e pela fixagdo da planta. O caule € de uma altura variavel, entre 1
e 5 metros, podendo ser ramificado ou ndo, com internédios bem definidos.
Constitui o 6rgao de propagacgao assexuada da mandioca. Normalmente,
apresenta coloracdo bem variada: cinza, cinza-prateado, pardo-amarelado,
pardo-avermelhado (BUENO, 1985).

As folhas sao verdes, palminérveas, fendidas e constituidas de 3, 4, 5,
ou 7 lobos, sendo encontradas folhas até com 9. O formato dos lobos também
€ bastante variavel, sendo uma caracteristica ligada principalmente a fatores
genéticos. As folhas sdo caducas e sua duragao esta ligada a fatores genéticos
e ambientais. No entanto, a seca e o frio sdo os fatores mais determinantes da
queda das folhas (CONNOR & COCK, 1979)

As flores sdo dispostas em inflorescéncias cimosas, localizadas nos
pontos de ramificacdo e o fruto € uma capsula trilocular, de deiscéncia
loculicida e septicida, que se abre por seis valvas quando completamente
maduro. As sementes tém forma carunculada, coloracdo levemente marrom ou
acinzentada com manchas, lembrando pequenas sementes de mamona
(BUENO, 1985).

1.2. Importdncia Social e Econbmica da Cultura

Conhecida pela rusticidade e pelo papel social que desempenha entre
as populagcdes de baixa renda, a cultura da mandioca tem grande
adaptabilidade a diferentes ecossistemas, o que possibilita seu cultivo em
varias partes do mundo (FAQO, 2002).

A mandioca é uma planta tolerante a seca e aos solos de baixa
fertilidade, sendo cultivada em todo o Brasil, que ja foi o maior produtor
mundial. Hoje é o segundo. A producdo brasileira atingiu o maximo de 30
milhdes de toneladas no inicio da década de 70, estabilizou-se em torno de 24
milhdes de toneladas no periodo de 1972 a 1987 e atingiu o minimo de cerca
de 20 milhdes de toneladas em 2000 (CAVALCANTI, 2002).
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A mandioca constitui-se uma das principais fontes de calorias para os
paises da América Latina, Africa, Sudeste da Asia e Oceania, sendo
consumida diariamente por mais de 500 milhdes de pessoas (ROCA, 1990;
TAYLOR et al., 1996).

O baixo teor protéico (1% a 2% do peso da raiz) e a sua toxicidade,
caracterizada pela liberacdo de acido cianidrico a partir da hidrolise de
compostos cianogénicos, sdo os principais fatores que limitam o uso da
mandioca (PUONTI-KAERLAS, 1998).

As folhas sdo excelente fonte de fibras e proteinas e sdo utilizadas como
suplemento alimentar na dieta de populagdes carentes (ADRIAN & PEYROT,
1971).

Porém, o alto teor do glicosideo cianogénico Linamarina (derivado da
Valina) presente em toda a planta, constitui uma limitagdo ao consumo. A
Linamarina sofre a agdo da linamarase (uma B-glucosidase) quando o 6rgéo
vegetal sofre alguma injuria, liberando glicose e cianoidrinas. Essas sao
degradadas a cetonas e acido cianidrico (HCN). O teor de Linamarina ndo tem
correlagcdo com o aspecto morfoléogico da planta e parece aumentar em
condigbes de estresse ambiental (COCK, 1982; NYE, 1991; SHEWRY et al.,
1992; PUONTI-KAERLAS, 1998; JOSEPH et al., 2001).

As raizes tuberosas sado o produto principal dessa cultura. Ricas em
carboidratos, embora pobres em proteinas. Elas sdo empregadas na dieta
humana nas formas in natura ou como matéria prima para ragées. O amido €&
utilizado em varios setores da industria, como: no farmacéutico, no téxtil, no de
fabricagdo de ceramica, detergente, papel e géneros alimenticios, dentre outros
(COCK, 1986).

As raizes da mandioca possuem valor energético semelhante ao do
milho. A parte aérea tem valor protéico semelhante aos das melhores
forrageiras. O baixo valor protéico das raizes pode ser corrigido com a adi¢cao
de 2% de uréia, quando as raspas sao destinadas aos ruminantes, como
caprinos, ovinos e bovinos. Pode ser considerada uma reserva estratégica de
alimentos para homens e animais em época de seca severa (CAVALCANTI,
2002).
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Dentre as espécies de interesse no aumento de producdo e
melhoramento genético, a mandioca, apesar de n&o exercer ainda uma
importédncia marcante na agro-economia mundial, como acontece com outras
espécies vegetais, tais como a soja, o café, o arroz, o milho, o algodao, a cana-
de-agucar, o trigo, etc., tem despertado, nessas ultimas décadas, um largo
interesse por parte das autoridades de alguns paises latino-americano,
africanos e asiaticos (PUONTI-KAERLAS, 1998).

Segundo especialistas, o interesse pela cultura deve-se a sua
capacidade de adaptacdo as mais variadas condigcdes ambientais. Por suas
caracteristicas de rusticidade, em periodos de seca, a mandioca € capaz de
produzir alimento, mesmo que precariamente, 0 que nao acontece com a
quase totalidade das mesdfitas cultivadas nessas regides, desempenhando,
assim, um importante papel social, notadamente junto as populagdes de baixa
renda. Quando as condicbes ambientais |he sdo favoraveis, a mandioca se
destaca das outras espécies vegetais por sua elevada produgédo de biomassa
por unidade de area (FAO, 2002).

A produgédo anual de mandioca em 2000 foi de 170 milhdes de toneladas
em 16 milhdes de hectares. Aproximadamente 57% da producdo mundial sdo
usadas para o consumo humano, 32% para a alimentagdo animal e propositos
industriais e 11% sao perdidas como refugo. Sob condigbes otimas, pode ser
produzida num periodo de 12 meses, uma média de 80 t/ha de raizes de
mandioca. Da producdo total, Africa, Asia e América Latina produzem 52,7%,
29,8% e 17,5% respectivamente (FAO, 2002).

Segundo OLIVEIRA et al. (2000), a produtividade brasileira de mandioca
€ de apenas 8 t/ha, por ser cultivada, geralmente, em terras marginais de baixa
fertiidade e com problemas climaticos, como a seca, além de ndo serem
adotadas praticas agrondmicas de controle de pragas e doengas. Devido a
propagacdo vegetativa, a partir de estacas (chamadas manivas-semente),
varias doengas, principalmente as sistémicas, podem ser transmitidas por meio
de sucessivas geracgdes, através de patdgenos como virus, bactérias e fungos.

Essas doencgas afetam a produtividade da cultura em niveis de até 100%.
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O Nordeste € a maior regido consumidora de farinha de mesa e importa
o produto de Sao Paulo e do Parana, devido a eventual redu¢do na produgao
provocada por irregularidades climaticas. O periodo chuvoso irregular impede,
também, a oferta de matéria-prima de qualidade as industrias modernas, nao
conseguindo competir com as farinhas produzidas naqueles estados. Além
disso, a farinha & considerada um produto inelastico, cujo consumo n&o
aumenta com o aumento da renda da populacdo e apresenta tendéncia de
reducdo com a urbanizagdo. A industria de fécula também sofre limitagdes pois
necessita de agua, em quantidade e qualidade, nem sempre disponiveis. A
mandioca ainda pode ser transformada em raspas (raizes picadas e secas ao
sol) como é feito em paises como a Tailandia, maior exportador de raspas de
mandioca para o Mercado Comum Europeu, onde sdo empregadas na
formulacado de ragdes. A producédo de raspas no Nordeste foi estimulada por
meio de um projeto conduzido no periodo de 1989 a 1995 no Ceara, que
concentrou esforgos em ajudar as comunidades a se organizarem em torno da
agroindustria (CAVALCANTI, 2002).

A TABELA 1 contém as safras obtida (2002) e esperada (2003) de
algumas culturas exploradas no Brasil e os dados da TABELA 2 permitem uma
comparacgao entre as safras de mandioca no Ceara nos anos de 2001 e 2002.
Nota-se que, apesar da expectativa de redugdo na produgdo em termos
nacionais, no Ceara houve um incremento tanto na area plantada como na
produtividade.

A FIGURA 2 apresenta o perfil da produ¢do de mandioca nos diversos
municipios cearenses. Nota-se uma influéncia marcante da pluviosidade sobre
a producéo da cultura.

Muito embora a mandioca (Manihot esculenta) esteja entre as dez mais
importantes culturas agricolas no mundo, até recentemente uma quantidade
relativamente pequena de pesquisas haviam sido dirigidas no sentido de
melhorar diversos aspectos dessa cultura tais como rendimento, propagacéo,
qualidade nutricional, resisténcia a doencgas, etc. Com a criagdo da Cassava
Biotechnology Network (CBN) em 1988, esta situagcdo comecgou a mudar e
gragas ao estabelecimento de prioridades de pesquisas basicas e aplicadas em



Bastos, J. L. P. Estudos Sobre a Embriogénese Somatica e ...

biotecnologia da mandioca e ao trabalho de articulagdo da CBN, uma série de
tecnologias importantes estdo disponiveis @ comunidade interessada em
explorar aspectos particulares da biotecnologia da mandioca (PUONTI-
KAERLAS, 1998).

O ritmo das pesquisas com mandioca acelerou nos ultimos anos e como
consequéncia houve a realizagdo de cinco congressos internacionais da CBN.
América Latina (Colémbia e Brasil), América do Norte (Estados Unidos), Asia
(Indonésia) e Africa (Uganda). Estes esforcos culminaram com o
desenvolvimento de protocolos para a regeneragao e transformacgao genética de
duas cultivares de mandioca (MCol 22 e TMS 60444) que até entdo vinham
sendo utilizadas como modelo (SCHOPKE et al., 1996; TAYLOR et al., 1996 e
LI et al., 1996).
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TABELA 1 - Confronto das Safras de 2002 e das Estimativas para 2003 - Brasil -

Janeiro de 2003

Produtos Agricolas

Producao(t)

Obtida safra Esperada safra Variacao

2002 2003 %
f:\;?ggf)" herbaceo (em 2 159 984 2233721 3,41
Arroz (em casca) 10 471 800 10 538 441 0,64
Batata-inglesa 12 safra 1423931 1 367 004 -4,00
Batata-inglesa 22 safra 909 436 908 396 -0,11
Batata-inglesa 32 safra 548 141 548 141 -
Café (em grao) 2 442 526 2471512 1,19
Cana-de-agucar 367 496 275 380 764 050 3,61
Feijao (em grao) 12 safra 1623 799 1 886 046 16,15
Feijao (em grao) 22 safra 1 057 582 1111 262 5,08
Feijao (em grao) 32 safra 368 823 368 823 -
Laranja 18 931 919 18 932 296 0,00
Mandioca 22 989 965 22 090 413 -3,91
Milho (em grao) 12 safra 29 298 146 32 050 043 9,39
Milho (em grao) 22 safra 6 203 527 6 203 527 -
Soja (em grao) 42 020 445 49 112 246 16,88
Trigo 2 934 659 2 934 659 -

Fonte: IBGE, DPE, DEAGRO - Levantamento Sistematico da Produgdo Agricola.
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TABELA 2 — Safra de mandioca no estado do Ceara, nos anos de 2001 e 2002.

Safra 2001 Safra 2002 Variagao (%)

Area Prod. Rend. Area Prod. Rend.
(ha) (t) (kg/ha) (ha) (t) (kg/ha)

A/A PP R/R

84.308 731.791 8.680 86.059 808.191 9.391 2,08 10,44 8,19

Fonte: IBGE/GCEA

10



Bastos, J. L. P. Estudos Sobre a Embriogénese Somdtica e ...

COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB
SUPERINTENDENCIA REGIONAL DO CEARA - SUREG/CE

PRODUCAO DE MANDIOCA NO CEARA
TOTAL DA PRODUGAO EM NOVEMBRO DE 2001 .» 731.796 t

Principais produtos
Produgao de 60.000 a 36.000t

@» Produgao de 24.640 a 18.000t.
> Produgdo de 17.850a 5950t
(> Produgio de 5.936 a18t
> Sem produgio
Obs.: os marrons representam 31%
da produgdo, com os verdes temos

51%, adicionando os azuis temos %‘0
da produgio.

Fonte:IBGE/GCEA
Elaboragao:CONAB/SUREG-CE/GETOP/SEMAT

FIGURA 2 — Mapa do estado do Ceara, mostrando a produgao de mandioca (em toneladas) em
2001, em diferentes municipios.
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1.3. Propagacédo da Mandioca

A mandioca é propagada vegetativamente, a partir de estacas,
chamadas de manivas-sementes, sendo a propaga¢ao em campo muito lenta.
Sao produzidas em média, a cada ano, sob condigdes adequadas de cultivo,
estacas para o plantio de uma area oito vezes maior que a de sua origem.
Além disso, varias doencas, principalmente as sistémicas, podem ser
transmitidas por meio de sucessivas geragdes, tais como as causadas por virus
e bactérias (OLIVEIRA et al., 2000).

Em virtude da baixa taxa de propagacao da cultura e da irregularidade
climatica da regido Nordeste, a producdo de manivas-sementes deve ser
realizada em nivel de comunidade, com apoio de programas governamentais
que fornegcam orientagao técnica e sementes basicas de cultivares superiores e
livres de pragas e doengas (CAVALCANTI, 2002).

1.4. Regeneracado de Plantas in vitro

Apesar da extensa utilizagdo da regeneragcdo de plantas in vifro em
processos biotecnolégicos, pouco se conhece, até o momento, sobre os
mecanismos envolvidos na aquisigdo de competéncia para regeneragao. Pode-
se dizer que, virtualmente, todos os processos tecnoldgicos sao derivagdes de
conhecimentos basicos adquiridos nos mais variados campos da ciéncia
(PERES, 2002).

O termo desenvolvimento refere-se ao crescimento integrado das varias
partes de um ser pluricelular envolvendo basicamente, os processos de
divisdo, expansdo e diferenciagcdo celular e a consequente formacdo de
tecidos, 6rgdos e sistemas. Plantas e animais possuem notaveis diferencas
quanto ao tipo de desenvolvimento. Enquanto praticamente todo o
desenvolvimento dos animais se processa durante uma etapa denominada
embriogénese, nas plantas essa etapa se limita a formagdo de um eixo
contendo os meristemas caulinar e radicular em poélos opostos. Por meio das

atividades desses meristemas, as plantas realizam um desenvolvimento pés-

12
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embrionario, ou seja, continuam formando 6rgéos (caules, raizes, folhas, flores
e frutos) ao longo de todo o seu ciclo de vida. Esse tipo de desenvolvimento
constitui uma estratégia para que os vegetais possam se adaptar as variagdes
no ambiente, ja que s&o organismos seésseis e, portanto, ndo podem utilizar a
locomogao para buscar ambientes favoraveis (PERES, 2002).

Uma das principais caracteristicas do desenvolvimento pds-embrionario
dos vegetais é justamente a separacdo temporal entre os processos de
embriogénese e organogénese. A separacado temporal entre embriogénese e
organogénese torna-se relevante quando se procura regenerar plantas in vitro,
pois o que se faz nada mais € do que tentar reproduzir essas duas etapas em
condicdes artificiais (PERES, 2002).

A tecnologia da cultura de células, de protoplastos e de tecidos de
plantas constitui uma das areas de maior éxito da biotecnologia. Ap6s quase
meio século de progresso, esta tecnologia conquistou destacada posi¢édo na
propagacédo comercial e industrial de plantas, no melhoramento genético, no
manejo, no intercambio e conservacdo de germoplasma e em outras
aplicagbes como as pesquisas em fisiologia vegetal e producdo industrial in
vitro de compostos secundarios. Técnicas de cultura de tecidos sdo usadas
para producdo de plantas livres de doengas e para propagagao em massa da
plantas com interesse econémico ou académico. Métodos de regeneragao de
novo sao essenciais para o desenvolvimento de sistemas de transformacgao
(PUONTI-KAERLAS, 1998).

1.4.1. Micropropagagao

Apices caulinares, gemas axilares e meristemas isolados sdo os
explantes mais indicados na propagagao clonal in vitro. Eles possuem
determinagcdo para o crescimento vegetativo e, satisfeitas as necessidades
nutricionais, irdo se desenvolver naturalmente em plantas (TORRES et al,
1998).

13
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O 4apice caulinar consiste do meristema apical com primérdios foliares
subjacentes e, em algumas situagdes, inclui as folhas emergentes. Seu
tamanho pode variar de 0,3 a 20 mm ou mais. A cultura de meristemas apicais
€ utilizada para recuperagcdo de plantas livres de virus, conservacido e
intercambio de germoplasma e transformagao genética. Convém ressaltar que
a denominacgdo de plantas livres de virus somente deve ser empregada no
sentido de livre de virus para as quais foi indexada (TORRES et al., 1998).

A multiplicagdo através de gemas axilares abrange a maioria dos
sistemas de micropropagacéo. As gemas axilares que naturalmente se formam
nas insergdes das folhas sdo estimuladas a crescer, dando origem a novas
partes aéreas, que por sua vez, repetem o mesmo processo. As partes aéreas
produzidas s&o em seguida enraizadas e transplantadas (TORRES et al.,
1998).

Gemas adventicias sdo aquelas originadas em locais diferentes
daquelas onde se formam no curso normal de desenvolvimento da planta. A
sua formagdo ocorre de maneira direta ou indireta. A organogénese direta
refere-se ao surgimento direto das gemas a partir de tecidos que apresentam
potencial morfogenético na planta in vivo, mas que em geral, ndo se expressa.
Esses tecidos incluem cambio vascular, base de peciolo em dicotiledéneas,
base de folhas e escamas em bulbos de monocotiledéneas e segmentos de
raizes, entre outros. A organogénese indireta ocorre quando o processo de
regeneracao de gemas é precedido pela formagéo de calo. A partir de células
nao organizadas do calo, surgem gemas adventicias que crescem e se
desenvolvem em novas partes aéreas. Seja qual for a maneira, as partes
aéreas produzidas sao individualizadas, enraizadas e transplantadas. Sob o
aspecto de integridade clonal, gemas adventicias sdo desejaveis como sistema
de multiplicagdo, desde que a formagdo de calo seja minima ou nula.
(TORRES et al., 1998)
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1.4.2. Embriogénese Somatica

Segundo SMITH et al. (1986), a embriogénese somatica é o processo de
desdiferenciagao de células somaticas, formando uma estrutura bipolar que se
desenvolvera numa nova planta. Os embrides somaticos sdo semelhantes aos
embrides zigoticos e podem amadurecer e germinar. Algumas diferencas
podem ser percebidas como o desenvolvimento livre de correlagdes fisicas,
fisiologicas e genéticas, as quais ocorrem durante o desenvolvimento de um
embrido zigotico e a auséncia de endosperma nos embrides somaticos. Uma
particularidade dos embrides somaticos € a presenca de um sistema vascular
fechado, sem conexdo vascular com os tecidos do explante inicial. Essas
caracteristicas diferem os embrides somaticos dos propagulos resultantes dos

processos de micropropagacao e de organogénese (ZIMMERMAN, 1993).

Células em diferentes estadios de diferenciacdo podem ser induzidas na
embriogénese somatica por estimulos ambientais ou quimicos e, quando
reprogramadas, adquirem novas competéncias morfogenéticas formando
células embriogénicas (DODEMAN et al., 1997).

A formacédo de embrides a partir de tecidos somaticos in vitro imita a
embriogénese zigodtica, que ocorre nos orgaos reprodutivos das plantas. Desse
modo, tanto a embriogénese somatica quanto a zigodtica culminam na formacéo
de uma planta inteira a partir de uma unica célula. Contudo, em certos
explantes, os embrides somaticos formam-se a partir da diferenciagado conjunta

de grupos de células embriogénicas (PERES, 2002).

Nos dois processos de regeneragdo, ha necessidade do
estabelecimento de células competentes no explante inicial. Tanto as células
meristematicas, que dardo origem as gemas caulinares, quanto as células
embriogénicas, podem se formar posteriormente ou podem estar preexistentes
no explante. No caso do explante ja possuir células meristematicas ou
embriogénicas, ocorrera organogénese direta e embriogénese direta,
respectivamente. Quando ha necessidade de desdiferenciagcdo do explante,

com a consequente formacado de calo prévia ao estabelecimento das células
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competentes, ocorrera organogénese ou embriogénese indireta (PERES,
2002).

1.4.3. Organogénese

Segundo ZHANG et al. (2000a) a organogénese pode ser definida como
a formagdo e crescimento de 6rgdos monopolares, como partes aéreas e
raizes, a partir de explantes. Esses orgaos desenvolvem vascularizagdo de
origem procambial que estabelece uma conexdo com o tecido vascular pré-
existente no explante. A regeneragdo de plantas via organogénese pode ser
obtida a partir de 6érgdos adventicios em calo ou suspensdo celular derivada do
explante, ou através da emergéncia de orgaos adventicios, diretamente do
explante.

A obtenc&o de organogénese in vitro é um processo empirico onde s&o
testados para cada espécie, ou mesmo para cada variedade dentro de uma
espécie, as seguintes condi¢des: |) fonte de explante; II) composicdo mineral
do meio de cultura (e também suas vitaminas e fontes de carbono); IIl) balango
hormonal e IV) condi¢des ambientais (PERES, 2002)

Embora seja um processo empirico, o desenvolvimento de um protocolo
para organogénese in vitro sera facilitado, e, inclusive, o numero de variaveis a
serem testadas diminuira, se forem seguidos alguns principios e
conhecimentos fisioldgicos. Desse modo, quanto a fonte de explante,
normalmente havera maior sucesso se forem utilizados tecidos jovens, que
possuem maior competéncia organogenética (PERES, 2002).

Diferencas significativas na capacidade organogenética in vitro séo
encontradas ao se variar a composi¢gao mineral, as vitaminas e as fontes de
acucares dos meios de cultura. Contudo, os componentes mais criticos
adicionados ao meio de cultura sdo os hormdnios vegetais. Os principais
hormdnios utilizados na organogénese sdo as auxinas e as citocininas. Outras
classes de hormdnios vegetais, como as giberelinas, o etileno e o acido
abscisico ou mesmo substancias que nao sejam propriamente hormdnios,

como poliaminas, acido salicilico e jasmonatos também s&o, muitas vezes,
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utilizados em processos de regeneragcdo por organogénese. Existe
consideravel numero de evidéncias de que o efeito dessas substancias é
indireto, através da alteragdo do balancgo auxina/citocinina enddégeno. O proprio
efeito das auxinas e das citocininas aplicadas ao meio de cultura parece ser, na
verdade, o reflexo dessas substancias alterando os balangos enddgenos de
auxina/citocininas nas células vegetais (PERES et al., 1999).

As condigdes ambientais influenciam notavelmente a organogénese in
vitro. Normalmente as salas de cultivo sdo mantidas em temperatura ambiente
(25° C), sendo a luz o fator ambiental que parece mais afetar a organogénese.
Muitos protocolos de regeneragao sao conduzidos no escuro, sobretudo para
evitar a oxidacdo do explante na fase de estabelecimento. Esse procedimento
baseia-se no fato de a enzima chave da producdo de compostos fendlicos, a
fenilalaninamonioliase, ser dependente da luz (PERES, 2002).

No processo de organogénese, a competéncia seria entendida como a
capacidade de responder ao estimulo hormonal necessario a inducdo da
formacdo do ¢6rgéo. A falha de competéncia de um tecido poderia refletir,
portanto, a falta de receptores para a classe hormonal que ira induzir o
processo organogenético (PERES, 2002).

Um fator associado a falta de competéncia organogenética seria o
proprio metabolismo hormonal do explante, pois é ele que determinara, em
ultima analise, o balango hormonal enddégeno para indugdo da organogénese.
Desse modo, explantes com alta atividade de citocinina oxidase, enzima que
degrada citocininas, podem nao chegar a um balango auxina/citocinina
endoégeno indutor da formagdo de gemas, mesmo que sejam adicionadas
elevadas concentracbes de citocininas ao meio de cultura. De modo
semelhante, explantes com elevada atividade de degradagédo oxidativa ou de
inativagdo de auxina por conjugagdo com acgucares e aminoacidos podem
falhar na indugdo de raizes adventicias. O efeito diferencial dos varios tipos de
auxinas e citocininas quando aplicados ao meio de cultura pode ser também
correlacionado com o fato de cada um deles interferir de modo particular no
metabolismo hormonal endogeno (PERES & KERBAUY, 1999).
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Explantes comprometidos para vias particulares de desenvolvimento
(elevada determinagdo para formar um orgédo especifico) podem falhar na
alteracao dessa via para assumir uma outra. De modo geral, pode-se dizer que,
quanto maior for a determinacdo de um explante para uma via de
desenvolvimento (por exemplo, a formacdo de raizes) menor sera a
competéncia para formar outro tipo de érgéo (por exemplo, gemas caulinares).
Um exemplo de tecido com baixa determinacédo e elevada competéncia tanto
para formacdo de raizes quanto de gemas caulinares é o calo. Tanto a
aquisicao de “competéncia’ quanto a “determinacido” sédo reflexos da expressao
diferencial de genes envolvidos nos processos de desenvolvimento. Resta
saber, portanto, que tipo de genes seriam esses (PERES & KERBAUY, 1999).

A regeneragdo de um explante depende tanto da sensibilidade quanto
do metabolismo para uma determinada classe hormonal. Desse modo, genes
associados a capacidade de regeneragao poderiam ser 0os proprios genes que
codificam componentes da via de transducdo de sinal ou as enzimas do
metabolismo hormonal. Além disso, para que um tecido se diferencie em um
determinado o6rgdo, faz-se necessario que ele possua a capacidade de
expressdo dos chamados “genes mestres”, que coordenam a expressao dos
varios genes que serao requeridos durante a organogénese. Nesse sentido,
explantes que falham em formar um determinado 6rgao in vitro, por estarem
“‘determinados”, podem ter perdido a capacidade de expressdo de “genes
mestres” durante um processo intenso de diferenciagdo sofrido anteriormente
(PERES, 2002).

1.5. Cultura de Tecidos em Mandioca

A regeneragcdo da mandioca, tanto por organogénese quanto por
embriogénese somatica, foi conseguida por varios grupos de pesquisa, em
diferentes paises (PUONTI-KAERLAS, 1998). A regeneracdo através da
embriogénese somatica direta foi estabelecida e tem sido usada amplamente
(ROCA, 1990; RAEMAKERS et al., 1993a,b; KONAN et al., 1994 e 1997;
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SMITH et al., 1986; LI et al., 1996 e 1998; ZHANG et al., 2000 a,b,c; PUONTI-
KAERLAS et al., 1998).

Embora a regeneracdo através da embriogénese somatica seja agora
um procedimento comum para algumas cultivares de mandioca, ela € genotipo
dependente e ndao ha como prever se determinado protocolo desenvolvido para
uma cultivar pode ou nao ser aplicado a outras cultivares (PUONTI-KAERLAS,
1998).

STAMP & HENSHAW (1986) foram os primeiros a desenvolver
protocolos para a embriogénese somatica de mandioca. Esses estudos
tomaram uma velocidade e uma eficiéncia maiores a partir dos anos noventa.

RAEMAKERS et al. (1993), desenvolveram um protocolo para indugéo,
germinacdo e desenvolvimento de partes aéreas de embrides somaticos e
obtiveram embrides somaticos da variedade MCol 22 utilizando lobos foliares
incubados em meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com
2,4-D na concentragdo de 4 e 8 mg/L. Embrides secundarios foram obtidos
apés 10 dias de incubacao de cotilédones de embrides primarios no mesmo
meio de cultura. Apos 25 dias de cultivo, os embrides no estadio de torpedo,
ainda no explante, foram transferidos para meio MS suplementado com 20 %
de sacarose e BAP 0,1 mg/L, a fim de obter embrides germinados. Sucessivos
ciclos embriogénicos foram realizados com a cultura de embrides secundarios
(embriogénese ciclica).

RAEMAKERS et al. (1993c), apresentaram um protocolo aperfeicoado
para a embriogénese somatica ciclica onde foi possivel obter mais embrides
somaticos no meio liquido do que no meio sélido. O meio sélido possui
algumas desvantagens quando comparado ao meio liquido, porque somente a
parte basal dos explantes estd em contato com o meio e os nutrientes e
reguladores de crescimento absorvidos s&o limitados, sendo formados
gradientes. A maior homogeneidade do meio liquido seria a melhor explicagédo
para a sincronizagao do desenvolvimento de embrides somaticos nesse meio

liquido.
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Esses autores observaram uma maior producido de embrides no meio
liquido e num espago de tempo menor. O desenvolvimento, além de ser mais
rapido, era sincronizado. Outra grande vantagem era a remog¢ao mecanica,
devido a agitagcédo, dos calos que se formavam junto ao explante. Segundos

esses autores, os calos inibem a formagao de embrido.

LI et al. (1998), usaram lobos de folhas imaturas de 1- 6 mm de
didmetro para indugcdo de embrides somaticos primarios no meio basico (MS)
suplementado com 2,4-D (4, 6 e 8 mg/L) na auséncia de luz. Apds 14 a 20 dias
os embrides somaticos formados foram transferidos para o meio de maturacao
(meio basico suplementado com 0,1 mg/L de BAP). Apoés 10 a 15 dias, os
cotilédones verdes, dos embrides em desenvolvimento, foram cortados em
pequenas areas e inoculados em meio indutor de organogénese de partes
aéreas (meio basico MS suplementado com BAP 1,0 mg/L e AIB 0,5 mg/L) na
obscuridade. Apds 20 dias de incubacao, as partes aéreas foram isoladas e
transferidas para o meio de alongamento (meio basico, suplementado com
BAP 0,4 mg/L) e, finalmente, para o meio de enraizamento (meio sem
reguladores de crescimento). As partes aéreas enraizadas foram

transplantadas para o solo e adaptadas em casa de vegetacgao.

ANTHONY et al. (1995), desenvolveram protocolos para a produgéo e
manutencao de protoplastos, obtidos a partir de folhas de plantas cultivadas in

vitro.

1.5.1. Cultura de Meristemas e Eliminacdo de Doencgas

Técnicas de cultura de meristemas apicais foram desenvolvidas ha mais
de 20 anos e sao bastante usadas para a produgao de plantas livres de virus. A
propagacao in vitro através de explantes de apices caulinares € agora um
procedimento ja estabelecido na cultura de mandioca. Em condigbes de
termoterapia ou em condigdes de cultura minima de crescimento, a propagagao

in vitro tem sido utilizada para a manutenc¢ao e multiplicacao de clones livres de
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virus e reserva de germoplasma, respectivamente. (PUONTI-KAERLAS et al.,
1998).

Meristemas foram usados como explantes para obter plantulas livres de
virus ou doencgas e para cultura de partes aéreas multiplas das variedades elite
da mandioca (KARTHA & GAMBORG 1975; ROCA 1990). A cultura de
meristemas derivados de gemas axilares ou apicais em meio contendo 5-10
mg/L BAP, resulta na formagédo de varias brotagcbes de gemas adventicias
(KONAN et al. 1994 e 1997; PUONTI-KAERLAS et al. 1998).

1.5.2. Micropropagagéao

A propagacgao da mandioca via estacas (ou manivas-sementes) é lenta e
uma planta produz apenas 10 a 20 estacas por ano (ROCA, 1990). A
micropropagacao in vitro, baseada na cultura de meristemas apresenta-se com
um grande potencial, pois, teoricamente, os protocolos mais eficientes de
inducdo de multiplas partes aéreas foram estimados em ser capazes de
produzir 1,2 x 10%° novas partes aéreas por ano (SMITH et al., 1986).

A regeneragédo através do superbrotamento de partes aéreas em gemas
axilares e meristemas pode ser obtida adicionando-se citocinina ao meio
(KONAN et al., 1994). Esses autores postulam que, teoricamente, utilizando
esse protocolo, seja possivel produzir em 1 ano, a partir de uma unica gema
lateral, um milhdo de plantas. Muitos apices sdo derivados de gemas pré-
existentes, porém ocorre a formagdo de gemas adventicias. Gemas axilares
podem ser pré-incubadas em meio com alta concentracdo de citocinina e
transferidas para o meio indutor de superbrotamento, suplementado com

thidiazuron e acido giberélico, com bons resultados (BHAGWAT et al., 1996).
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1.5.3. Conservacao de Germoplasma

Bancos de germoplasma in vitro sdo alternativas para a substituicdo de
bancos mantidos em campo, sujeitos a toda sorte de problemas. Com esse
objetivo, protocolos que desaceleram o crescimento de plantas in vitro foram
desenvolvidos (PUONTI-KAERLAS et al. 1998). No entanto, mesmo com o
crescimento retardado, as constantes repicagens podem causar alteragdes
genéticas. Outra técnica desenvolvida para a conservagdao de germoplasma e
gue evita esse problema € a criopreservagao.

1.5.4. Embriogénese Somatica

A auxina é o fator chave para a inducio direta de embrides somaticos
(STAMP, 1987; SZABADOS et al., 1987; MATHEWS et al., 1993; SARRIA et
al., 2000; MA., 1998; MA & XU, 2002)

A produgédo de embrides somaticos foi relatada pela primeira vez em
cotilédones e eixos embrionarios de embrides zigoticos de mandioca, em 1982
(STAMP & HENSHAW, 1986) e, atualmente, esse método € o mais comumente
usado para a regeneragcdo de plantas de mandioca. A competéncia para a
embriogénese somatica esta restrita a tecidos meristematicos e embriogénicos
e a um limitado numero de explantes, como por exemplo: cotilédones e eixos
embrionarios de embrides zigoticos (STAMP & HENSHAW, 1986; KONAN et
al., 1992, 1994), lobos foliares imaturos (STAMP & HENSHAW, 1986;
SZABADOS et al.,1987; MATHEWS et al., 1993; LI et al., 1996, 1998),
meristemas e apices caulinares (SZABADOS et al.,1987) e inflorescéncias
imaturas (WOODWADR & PUONTI-KAERLAS, 2001).

Segundo MA & XU (2002), a auxina foi o regulador de crescimento
crucial nos estadios inicias da indugdo de embrido. Contudo, uma vez
induzidos, a auxina passou a inibir a germinagdo desses embrides para a
formacgao de partes aéreas. O BAP nao apresentou relagdo com a indugao de

embrides, mesmo quando combinado com 2,4-D ou ANA, ao contrario,
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apresentou até uma certa inibicdo. Porém, uma vez induzidas as células
embriogénicas, o BAP foi fundamental para o desenvolvimento de novas partes

aéreas.

Essas observagdes coincidem com estudos prévios sobre organogénese
a partir de cotilédones de embrides somaticos (LI et al., 1998; MA, 1998).

Normalmente, a regeneragcdo de plantas via embriogénese somatica &
baixa (SZABADOS et al., 1987; MA, 1998), exceto quando os embrides sao
submetidos a dessecacao (MATHEWS et al., 1993).

RAEMAKERS et al., (1993a) observaram que a indugdo de embrides
aumentava significativamente a partir do primeiro ciclo de embriogénese
secundaria e que, até o nono ciclo essa caracteristica ndo era perdida. Eles
classificaram os embrides, de acordo com o seu estadio de desenvolvimento,
em torpedo e germinado. A conversao em planta foi incrementada com BAP (1
mg/L) e o enraizamento foi possivel em meio sem regulador de crescimento.
Nao foi observada diferenga genotipica entre as plantas regeneradas dessa
maneira e as parentais cultivadas in vitro.

A utilizagdo do meio liquido, para a embriogénese somatica secundaria
de mandioca, otimizou o desenvolvimento dos embrides quando comparado ao
meio solido. Também a facilidade para isolar embrides desenvolvidos dos
explantes em meio liquido € maior que a no meio solido. A remogao mecanica
dos calos formados nos explantes no meio liquido € de fundamental
importédncia para um melhor desenvolvimento dos embrides. A obtengdo de
embrides somaticos, em meio liquido possui muitas vantagens quando
comparada com a cultura em meio solido. A produgdo € superior, 0
procedimento consome menos tempo e o desenvolvimento é rapido e mais
sincronizado, além de um excelente material embriogénico para experimento
de transformagéo (RAEMAKERS et al, 1993a).

A inducido de embrides somaticos também ¢é afetada pela concentragao
de sais do meio, pelo uso de carvao ativado e pela utilizagdo do regulador de
crescimento ABA.
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Segundo GROLL et al., (2002a), a melhor concentragéo foi a do meio
MS completo e a germinagdo desses embrides foi otimizada com o uso da
dessecacdo com sulfato de potassio. Eles observaram também, o efeito
positivo do carvao ativado na embriogénese somatica e do ABA antes da

germinagao dos embrides.

Segundo DANSO & FORD-LLOYD, (2002), a adigdo de sulfato de cobre
ao meio aumenta a regeneragdo via embriogénese somatica. Talvez por ser
um ativador de muitas enzimas envolvidas no metabolismo como também por
ser inibidor do etileno. Esses autores observaram, também, que a auséncia de

luz é importante para o aumento na produgédo de embrides.

Segundo DODEMAN et al., 1997, a agao sequencial e interativa de
muitos genes esta claramente envolvida no estabelecimento de eixos
embrionarios, porém o papel preciso de cada um desses genes ainda é
desconhecido. Moléculas sinalizadoras, como os reguladores de crescimento,

tiveram um importante papel no desenvolvimento dessas estruturas

1.5.5. Organogénese

LI et al. (1996 e 1998) e MUSSIO et al. (1998) obtiveram sucesso na
regeneracgao de plantas via organogénese usando diferentes explantes. Partes
aéreas adventicias foram induzidas a partir de cotilédones de embrides
somaticos da cultivar MCol 22 apdés a cultura em meio de organogénese
contendo BAP 1 mg/L e IBA 0,5 mg/L durante 20 dias (LI et al. 1996, 1998).
ApOs passagem para meio de alongamento (meio MS suplementado com BAP
0,4 mg/L), as partes aéreas regeneradas foram enraizadas em meio livre de
reguladores e foram transplantadas para o solo. Esse protocolo foi aplicado
com sucesso em outras cultivares. Esses autores afirmaram ser esse o método
mais adequado para a regeneracéo de plantas transformadas, uma vez que os
embrides somaticos sdo bastante sensiveis aos antibidticos adicionados ao

meio seletivo.
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MA (1998), desenvolveu protocolos de organogénese de partes aéreas,
em cotilédones somaticos, para a cultivar Nanzhi 188, utilizando diferentes
combinagdes de citocininas e auxinas, com uma alta frequéncia de indugao
sendo obtida com TDZ (4,4 uM) e ANA (1,1 uM).

MA & XU (2002), demonstraram que a auxina era o fator chave para a
inducdo de ceélulas embriogénicas. Apds a indugao, se a auxina fosse mantida
no meio, aumentava-se a produgao de embrides, porém, se o material fosse

transferido para um meio com BAP, gemas adventicias seriam formadas.

Segundo ZHANG et al, (2001), o nitrato de prata mostrou-se eficaz na
regeneragcdo de plantas e na embriogénese somatica em relagdo a varias
espécies cultivadas como: Brassica spp, milho, feijao, arroz, trigo, amendoim,
cevada, pepino e meldo. Os ions prata (Ag*) podem evitar uma ampla
variedade de respostas ao etileno, incluindo inibigdo do crescimento e
senescéncia. Isso pode se dever a inibicdo da agao fisioldégica do etileno. O
efeito do nitrato de prata sobre a organogénese parece ser genotipo-
dependente e até o momento, sdo necessarios mais estudos para esclarecer a
utilidade desse composto na indugdo de organogénese na mandioca. Segundo
ainda esse autor, a formagao de calos inibe a formacao de partes aéreas, com

um coeficiente de correlagdo negativo de — 0,82.

1.5.6. Histologia

Em mandioca, embrides somaticos, aparentemente, originam-se de
grupos de células e formam uma estrutura bipolar fechada, semelhante ao
embrido zigdtico, sem conexao vascular com o explante (STAMP, 1987).

Segundo EMONS (1994), as células que originam embrides somaticos
sdo chamadas de células embriogénicas e o padrdao de desenvolvimento
apresenta certa semelhanca entre algumas espécies estudadas, como por
exemplo: 1. a formagado comega a partir de um grupo de células de citoplasma
denso; 2. apos varias divisbes sem expansdo celular, as células formam

estruturas globulares consistentes; 3. forma-se, entdo, uma estrutura bipolar.
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Em cereais, a regi&o inicial de aparecimento de células embriogénicas
difere das dicotiled6éneas, onde se inicia nas regides vasculares (TSUKAHARA
& KOMAMINE, 1997).

Células embriogénicas lembram células meristematicas, pois séo
pequenas, tém citoplasma denso, um grande nucléolo indicando intenso
metabolismo de RNA e pequenos grdos de amido (MICHAUX-FERRIERE &
SCHWENDIMAN, 1992). Segundo ainda esses autores, as células da regido
embriogénica que nao formam embrides, iniciam o processo de diferenciagéo:
vacuolizagdo, mudangas no volume celular e desaparecimento dos graos de
amido.

Em fruteiras, os embrides somaticos parecem ter origem a partir de
massas de células que se desenvolvem de uma unica célula, ou de varias
células em diferentes areas do explante (LITZ & GRAY, 1992).

Segundo BUFFARD-MOREL et al. (1992), em Cocos nucifera L. as
formacbes embriogénicas resultam de divisbes mitdticas perivasculares,
havendo a diferenciagdo de uma camada semelhante ao periciclo da raiz.

Em café (Coffea arabica L.) a formagao de embrides comega a partir de
células isodiamétricas sem plastidios visiveis, de citoplasma denso e nucleo
proeminente, com planos de divises organizados (QUIROZ-FIGUEROA et al.,
2002). Mais de 90% das divisGes celulares iniciais sao periclinais.

Em amendoim (Arachis hypogaea L.), CHENGALRAYAN et al. (2001)
mostraram estudos histologicos comprovando que tanto estruturas
embriogénicas como gemas adventicias desenvolvem-se diretamente do
mesofilo e sdo de origem multicelular. Divisbes periclinais predominam até o 7°
dia apds inoculagdo, com as células apresentando muitas granulagdes. A partir
do 15° dia ocorrem divisdes anticlinais e as células exibem citoplasma denso e
nucleo com grandes nucléolos. Apos 30 dias formam-se as estruturas
globulares. A organogénese de partes aéreas iniciou-se com o aumento do
volume celular (4 dias) e aos 7 dias, as células experimentaram divisbes

anticlinais. Esses autores concluiram que a auxina 2,4-D induzia as divisdes
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periclinais, que culminavam com a formacg&o de estruturas embriogénicas, e
que o BAP induzia divisdes anticlinais que iniciavam a organogénese.

Em Camellia japonica, uma arvore ornamental de onde se utiliza a
madeira e é extraido o oleo, PEDROSO & PAIS (1995) observaram
embriogénese direta nas folhas e o acumulo de amido e cristais de oxalato de
calcio nas células da regido induzida. Ambos desaparecem nas células que
formaram embrides. Foi observado um aumento na concentracido de calcio livre
e na calmodulina.

Em ervilha (Pisum sativum) os embrides somaticos tém origem
multicelular e as células que contornam as estruturas embriogénicas contém
graos de amido, porém nao as que formarao o embrido (LOISEAU et al., 1998).

Gemas adventicias desenvolvem-se, usualmente, na periferia do
explante (camada sub-epidérmica), e muitos estudos sobre organogénese em
fruteiras demonstraram uma origem unicelular, embora a origem pluricelular
também seja possivel (LITZ & GRAY, 1992). Ainda segundo esses autores,
células epidérmicas, além das células do parénquima palicadico, participam da
formacdo da gema adventicia, sofrendo divisdes anticlinais, formando,

posteriormente, protuberancias na superficie do explante.

1.5.7. Transformacio Genética da Mandioca

Muitos dos problemas relacionados a cultura da mandioca, como o baixo
valor nutricional, susceptibilidade a insetos, bactérias e virus, cianogénese etc.,
podem agora, teoricamente, ser resolvidos através da engenharia genética,
uma vez que os protocolos foram disponibilizados, embora a maioria dos genes
esteja protegida por leis de propriedade intelectual.

Desde 1996, trés métodos de transformagdo genética provaram ser
capazes de produzir plantas transgénicas de mandioca. Foram eles,
bombardeamento de microparticulas (SCHOPKE et al., 1996; RAEMARKERS
et al., 1997; ZHANG et al., 2000b; TAYLOR et al., 2001), eletroporacéo
(SOFIARI et al., 1998) e transferéncia via Agrobacterium (LI et al., 1996;
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GONZALEZ et al., 1998; SARRIA et al, 2000; ZHANG et al., 2000a;
SCHREUDER et al., 2001).
O método mais apropriado dependera da cultivar utilizada e das

condicdes de cada laboratdrio.

1.6. Potencial da Engenharia Genética no Melhoramento da Mandioca

A Cassava Biotechnology Network (CBN) foi fundada em 1988, com o
objetivo de colocar em contato estreito todas os pesquisadores e instituicoes
interessadas na biotecnologia da mandioca (THRO et al., 1999). A CBN
estabeleceu como prioridades para o melhoramento da mandioca os seguintes

topicos:
o O melhoramento da quantidade e da qualidade do amido.

o O estudo da bioquimica e genética molecular da fermentacgéo, para
o desenvolvimento de novos produtos e melhoramento do sabor,

da textura, e valor nutricional.

o O manejo integrado de pragas, incluindo interagdo hospedeiro /

peste.
o A resisténcia a doenca virais.

. A modificagdo da bioquimica da cianogénese para uma melhor

capacidade de uso e produgao da mandioca.

. A caracterizagdo molecular e citologica de genomas da espécie

Manihot esculenta Crantz.
. A caracterizagao e clonagem de genes e promotores uteis.

. O melhoramento de técnicas de transformacé&o genética.
Para tanto, faz-se necessario o desenvolvimento de protocolos de

regeneragao e transformacgao genética que sejam adequados ao maior numero

de cultivares.
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1.7. Importdncia da Biotecnologia para o Cultivo da Mandioca no Ceara

Com o trabalho de articulagdo da CBN (criada em 1998), uma série de
tecnologias foram disponibilizadas a comunidade interessada em explorar
aspectos da biotecnologia da mandioca. Dessa forma, protocolos de
regeneragado e transformagdo podem ser desenvolvidos para cultivares de
interesse econdbmico no Estado do Ceara, possibilitando, dentre outras
vantagens, a melhoria da qualidade sanitaria (limpeza clonal), a multiplicagao
de plantas elite em larga escala, a melhoria da qualidade nutricional, n&o
somente das raizes tuberosas como também das folhas, a resisténcia a
doencas e pragas etc.

O grupo do Prof. Francisco Campos, do Departamento de Bioquimica da
UFC, iniciou os estudos sobre a biotecnologia da mandioca aqui no Ceara e
protocolos de regeneragao ja estdo disponibilizados para as cultivares Rosa e
Amansa-Burro (PONTE, 2002) e Rosinha e Agua Morna (FEITOSA, dados n&o
publicados). Protocolos de transformacdo genética via Agrobacterium estéo
sendo desenvolvidos (FEITOSA, dados n&o publicados).

O nosso trabalho se insere nesse contexto, disponibilizando protocolos
de regeneragdo para 2 cultivares de grande importancia econémica aqui no
Ceara, uma vez que sdo amplamente cultivadas na regido litoranea.

Dessa forma, criam-se as condi¢des de melhoria dessa importante
cultura, incrementando a economia estadual, possibilitando o surgimento de
industrias modernas, desenvolvendo um fator gerador de emprego e renda no

campo.
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2.0BJETIVOS
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2.1. Gerais

Estudar os aspectos da embriogénese somatica e organogénese de
partes aéreas em cultivares de mandioca do Estado do Ceara.

2.2. Especificos

Estudar o efeito de determinados reguladores de crescimento na
inducdo de embriogénese somatica e na formagdo de gemas adventicias e
desenvolvimento de partes aéreas.

Estabelecer os protocolos de indugdo de embrides somaticos primarios
e de manutencado de embriogénese somatica ciclica.

Estabelecer os protocolos de regeneragéo de plantas via organogénese
de partes aéreas em cotilédones somaticos.

Analisar histologicamente os processos de embriogénese somatica e
organogénese de partes aéreas numa das cultivares de mandioca utilizadas.

Avaliar a interacdo do genotipo com os tratamentos estabelecidos.
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3. MATERIAIS
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3.1. Material Vegetal

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizadas as cultivares de
mandioca Tapicinea e Buja Preta, constantes do Banco Ativo de Germoplasma
(BAG) do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceara.

Essas cultivares foram escolhidas por ser amplamente cultivadas na

regido litoranea do estado do Ceara.

3.2. Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico e
estdo relacionados na TABELA 3.
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TABELA 3 — Relag&o de reagentes utilizados nos experimentos

Reagente

Agargel (A-3301)

AIB (I-5386)

Alcool butilico

Azul de astra

Azul de toluidina

BAP (B-3408)

Entellan (resina sintética)
Fosfato de s6dio monobasico
Fucsina

Glutaraldeido

Hipoclorito de sodio
Historresina (glicol metacrilato)
Mistura de vitaminas (M-7150)
Paraformaldeido

Paraplasto

Picloram (P-5575)

Sacarose (S-5391)

Safranina

Sais MS (S-5524)

Sulfato de cobre (C-8027)
Xilol

Procedéncia

Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Reagen (Quimibras Ind. Quimicas S/A)
Reagen (Quimibras Ind. Quimicas S/A)
Merck Sharp & Dohme do Brasil
Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Merck Sharp & Dohme do Brasil

Leica Corporate, USA

Merck Sharp & Dohme do Brasil

Merck Sharp & Dohme do Brasil
Reagen (Quimibras Ind. Quimicas S/A)
Merck Sharp & Dohme do Brasil
Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Reagen (Quimibras Ind. Quimicas S/A)
Reagen (Quimibras Ind. Quimicas S/A)
Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Reagen (Quimibras Ind. Quimicas S/A)
Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Reagen (Quimibras Ind. Quimicas S/A)
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4. METODOS
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4.1. Estabelecimento da Cultura in vitro e Micropropagacéao

Hastes caulinares de aproximadamente 7 cm de comprimento (Fig. 3A)
das variedades Tapicinea e Buja-Preta, foram obtidas de plantas cultivadas no
Jardim Botanico Didatico do Depto. de Biologia da UFC. Apds a retirada das
folhas, o material foi desinfestado em solugdo de hipoclorito de sédio (1 %) por

10 minutos e lavado com agua estéril, sob uma camara de fluxo laminar.

Com o auxilio de um estereomicroscopio (ausJena) procedeu-se a
retirada das gemas laterais (FIGURA 3A) e a dissecagcdo do apice para a
obtencdo da regido meristematica (FIGURA 3B). O material foi inoculado em
meio basico MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com sacarose (2
%), sulfato de cobre (2 uM) e agargel (0,6 %) e o pH ajustado para 5,8. Pode-
se observar o desenvolvimento do meristema apds 10 dias de incubacéo
(FIGURA 3C) e o enraizamento ap6s 30 dias (FIGURA 3D). Todos os meios de
cultura utilizados no presente estudo, foram autoclavados a 121 °C por 15
minutos. A incubagado ocorreu a 27 + 2° C, num fotoperiodo de 16 horas. A
cada 4 semanas, era feita a multiplicacdo do material através da separacao e
inoculagao das regides nodais (+ 5) em meio fresco. As plantas foram mantidas

em sala de cultura com luminosidade de 37 umol.s™*.m=.

Todos os procedimentos que necessitavam de ambiente estéril foram

realizados sob capela de fluxo laminar.

4.2. Embriogénese Somatica Primaria

Todos os experimentos relativos a embriogénese e organogénese foram
realizados de acordo com ZHANG et al. (2000b), com algumas modificagdes.
Apices caulinares de plantas cultivadas in vitro, com aproximadamente 2 a 3

primordios foliares, foram inoculados em placas de Petri de 9,0 cm de didmetro
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FIGURA 3 — Estabelecimento in vitro da cultura de mandioca. (A) Haste caulinar de
plantas cultivadas no campo, onde pode-se observar as gemas axilares
(—). Barra 1cm. (B) Meristema apical (—) com trés primoérdios foliares,
apos dissecacgao do apice caulinar. Barra 1mm. (C) Desenvolvimento do
meristema apical em meio basico MS apds dez dias de incubacédo. Barra
1cm. (D) Enraizamento ap0s trinta dias de incubag&o no meio basico.
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x 2,0 cm de altura, contendo 25 mL de meio sélido indutor de embriogénese
(MIE), ou seja, meio MS completo (sais e vitaminas) suplementado com
sacarose (2,0 %), sulfato de cobre (CuSO4 - 2uM), agargel (0,6 %) e com pH
ajustado para 5,8. Diferentes concentragbes do regulador de crescimento
Picloram (0, 1, 2, 4, 8 e 16 mg/L) foram adicionadas aos meios. Cada
concentragdo diferente de Picloram constituia um tratamento e para cada
tratamento foram feitas trés repeticbes (placas) com 30 explantes cada,
perfazendo um total de 90 explantes por tratamento. A indugcéo ocorreu na total

obscuridade, a uma temperatura de 27 + 2 °C.

Apods 3 semanas de incubagdo a contagem dos embrides era realizada,
através da inspecdo de cada placa de Petri, utilizando-se um microscopio

estereoscopico (ausJena).

Os agrupamentos de embrides (estadio torpedo) obtidos no meio MIE,
eram transferidos para placas de Petri (9,0 cm x 2,0 cm) contendo 25 mL de
meio de maturacdo de embrides (MM). Esse meio consistia do meio MS
completo, suplementado com sulfato de cobre (2 uM), sacarose (2,0 %), BAP
(0,1 mg/L), solidificado com agargel (0,6 %) e com o pH ajustado para 5,8. O
material foi incubado nas mesmas condi¢des de inducio, porém, na presenca

de luz.

4.3. Embriogénese Somatica Secundaria

Cotilédones verdes, de embrides somaticos primarios germinantes, com 3
a 4 semanas de maturagao, foram utilizados como fonte de explantes para a
obtencao de embriogénese somatica secundaria (ciclica). Os cotilédones foram
secionados em areas de aproximadamente 0,25 cm? e os fragmentos
transferidos para placas de Petri (9,0 cm x 2,0 cm) contendo MIE. As diferentes
concentragbes de picloram foram as mesmas utilizadas na embriogénese
primaria. O material foi incubado nas mesmas condi¢cbes descritas para a
embriogénese primaria. Para cada tratamento foram feitas 6 repeticoes
(placas) de 45 explantes cada, perfazendo um total de 270 explantes. Apoés trés
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semanas de incubagcdo o numero de embrides secundarios, presentes nos

diferentes tratamentos, foi avaliado.

4.4. QOrganogénese de Partes Aéreas

Foram utilizados, para a indugdo de organogénese, cotilédones verdes
germinantes, obtidos a partir de embrides somaticos secundarios (ciclicos). Os
mesmos foram secionados em areas de aproximadamente 0,25 cm? e
inoculados em placas de Petri (9,0 cm x 2,0 cm) contendo 25 mL do meio de
organogénese de partes aéreas (MO), que consistia do meio MS completo,
suplementado com sacarose (2,0 %), sulfato de cobre (2,0 uM), solidificado
com 0,6 % de agargel e com os reguladores de crescimento AIB e BAP. O
experimento foi idealizado para a formagdo de um fatorial 5 x 5 entre os dois
reguladores, com as seguintes concentragdées cada um: 0,0; 0,25; 0,5; 1,0 e 3,0
mg/L, perfazendo um total de 25 meios diferentes. Os explantes foram
incubados no escuro a 27 + 2°C. ApOs 4 semanas, a formacado de partes
aéreas foi avaliada. Para cada tratamento foram feitas trés repeticdes (placas)
com 50 explantes cada.

As partes aéreas foram separadas e inoculadas em placas de Petri
contendo meio de alongamento (MA) que consistia do meio MS completo,
suplementado com sacarose (2 %), sulfato de cobre (2 uM), 0,4 mg/L de BAP e
0,6 % de agargel. Apés uma semana, o material foi transferido para o meio de
enraizamento (MS completo, sem regulador de crescimento), suplementado

com sacarose (2 %), sulfato de cobre (2 uM) e 0,6 % de agargel.
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4.5. Histologia

4.5.1. Embriogénese

Para a analise histolégica, fragmentos de cotilédones somaticos com 0,
3, 6, 10 e 15 dias de incubacdo no MIE foram fixados em uma solugdo de
paraformaldeido 1 % e glutaraldeido 4 % em tampé&o fosfato 0,1 M por cerca de
24 horas (KARNOVSKY, 1965). Em seguida, para a retirada de residuos do
fixador, os fragmentos foram lavados com tampé&o fosfato 0,1 M, desidratados
em série etilica gradual (alcool 10 % até 100 %) e incluidos em historresina-
Leica (glicol metacrilato). Os materiais incluidos foram secionados
transversamente em micrétomo rotatério modelo Leica 2065. As secgdes com
espessura de 3 um foram distendidas em agua e montadas em laminas.
Posteriormente, essas foram coradas com azul de toluidina 0,12 % em borax 5
% por 15 minutos e fucsina basica 0,05 % por 2 segundos (JUNQUEIRA,
1990). Apdés as laminas estarem secas, foram banhadas em xilol puro e

montadas em resina sintética (Entellan).

4.5.2. Organogénese

Para o estudo da organogénese, fragmentos de cotilédones com 0, 4, 8
e 13 dias de incubagdo no MO foram fixados e lavados como descrito para
embriogénese, desidratados em série butilica (JOHANSEN, 1940) e incluidos
em paraplasto. Os cortes seriados transversais, com 10 um de espessura,
foram corados com safranina e azul de astra (GERLACH, 1969) e laminas
semi-pemanentes foram montadas em gelatina glicerinada (JOHANSEN,
1940).

As fotomicrografias foram obtidas em fotomicroscopio Zeiss modelo
Jenalumar com a utilizagdo de filme Kodak ultra, asa 400. As escalas foram
obtidas através de projecdes de ldminas micrométricas nas mesmas condigdes

opticas utilizadas para as ilustracoes.
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4.6. Analise estatistica

Uma vez que nao houve distribuicdo normal dos valores das variaveis,
ou seja, ndo houve homogeneidade de variancia entre os tratamentos, nao foi
possivel avaliar os resultados através de uma analise de variancia. Os dados
foram analisados através de estudos de dispersao de frequéncia, utilizando-se
tabelas de contingéncia, o coeficiente de correlagdo de Pearson (r) e o teste
qui-quadrado (y?). Foi escolhido o nivel de significancia (o) de 5,0 %, ou seja,
com uma probabilidade de até 5,0 % de se rejeitar Ho (hipotese da nulidade),
quando Ho é verdadeiro. Assim foi possivel verificar se haveria independéncia
ou aderéncia entre as frequéncias de uma mesma variavel, como também a
correlagdo entre as variaveis, usando o programa SAS (SAS Institute, Inc.,
1989) (MIZE et al., 1999; COMPTON & MIZE, 1999).
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5.1. Embriogénese Somatica Primaria

Os resultados brutos dos experimentos de indugdo de embriogénese
somatica primaria para as cultivares Tapicinea e Buja Preta estéo
apresentados na TABELA 4. Pode-se observar que o regulador de crescimento
Picloram foi efetivo na indugdo de embriogénese em apices caulinares das 2
cultivares, e que a variagdo crescente de concentracdo do regulador, foi
acompanhada por um aumento na frequéncia de indugcdo, como também na
produtividade (N° de embrides/ explante).

As TABELAS 5 e 6, mostram a distribuicdo de frequéncia dos resultados
dos diferentes tratamentos (niveis de Picloram) para as cultivares Tapicinea e
Buja Preta, respectivamente.

O valor calculado do %2, com um nivel de significancia de 5%, foi
altamente significativo em ambas as cultivares, indicando que realmente existe
diferencga entre as frequéncias de inducédo dos diferentes tratamentos. Porém,
esse teste ndo nos diz entre quais tratamentos ha diferenca.

A maneira que encontramos de resolver esse problema foi especificar
entre quais 2 valores, separadamente, deveriamos testar a aderéncia (ou ndo)
entre os resultados.

No caso da cultivar Tapicinea o teste do 2 foi feito entre os niveis de
Picloram 4:8 mg; 8:16 mg; 4:16 mg, apresentando diferenga significativa
apenas entre 4:16 mg. Dai a indicagédo do nivel 8 mg de Picloram como o mais
adequado a indugéo de ESP nessa cultivar

Para a cultivar Buja Preta avaliou-se apenas o resultado entre os niveis
8:16 mg de Picloram, cujo resultado foi ndo significativo, indicando-se, também,

o nivel 8 mg com o mais apropriado.
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TABELA 4 - Efeito do Picloram na inducdo de embrides somaticos primarios a
partir de apices caulinares de plantas das variedades Tapicinea e Buja Preta,

cultivadas in vitro.

Tapicinea Buja Preta

Picloram Frequéncia N° Emb./Explante Frequéncia N° Emb./Explante

(mg/L) (%) (%)
0 0,0 - 0,0 -
1 0,0 - 6,7 0,6
2 21,5 3,0 16,0 3,0
4 35,8 5,0 26,6 5,0
8 46,3 10,0 60,0 12,0
16 51,7 15,0 70,0 10,0

Avaliagéo apos 21 dias de incubagédo no meio indutor.
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TABELA 5 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados de inducdo de embrides
somaticos primarios em apices caulinares de plantas da cultivar Tapicinea,

cultivadas in vitro.

Picloram Embriogénese
e Total % de Sucesso
(mg/L) Negativo Positivo
0 90 0 90 0,00
1 90 0 90 0,00
2 77 13 90 14,44
4 58 32 90 35,56
8 49 41 90 45,56
16 44 46 90 51,11

v2 = 125,4947 (altamente significativo, P< 0,0001)
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TABELA 6 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados de indugcdo de embrides
somaticos primarios em apices caulinares de plantas da cultivar Buja Preta,

cultivadas in vitro.

Picloram Embriogénese
e Total % de Sucesso
(mg/L) Negativo Positivo
0 90 0 90 0,00
1 88 2 90 2,22
2 82 8 90 8,89
4 75 15 90 16,67
8 38 52 90 57,78
16 33 57 90 63,33

v2 = 193,7505 (altamente significativo, P< 0,0001)
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Na maioria dos trabalhos sobre a indugdo de embriogénese somatica na
mandioca (LI et al., 1998, RAEMAKERS et al., 1993a), o regulador de
crescimento mais utilizado com a finalidade de induzir embrides somaticos
primarios € o 2,4-D. SOFIARI et al. (1997), fizeram uma comparagéo sobre a
capacidade das auxinas 2,4-D e ANA de induzirem embriogénese somatica
primaria em lobos foliares de mandioca e concluiram que apenas o 2,4-D era
capaz de induzir embriogénese somatica primaria, muito embora embriogénese
somatica secundaria possa ser induzida tanto por 2,4-D quanto por ANA. Por
outro lado, o regulador de crescimento picloram (1-12 mg/L) é uma auxina
também usada na indugdo de embrides somaticos primarios, onde a eficacia
depende do explante e do gendtipo usado (ZHANG et al., 2001).

Ao dados obtidos na TABELA 7 permitem uma comparagido com 0s

resultados obtidos por diversos autores.
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TABELA 7 — Frequéncia de inducido de embrides somaticos primarios

Cultivar

Tapicinea
Buja Preta
Agua morna
Rosinha
Rosa

Regulador de
crescimento
(mg/L)
16,0
16,0
12,0
12,0

0)

Picloram )
Picloram )
Picloram )
Picloram )

Picloram

(
(
(
(
(2,
(

Amansa-burro Picloram (16,0)

Nanzhi 188
Nanzhi 188

Mcol 22

Mcol 22

Tjurug

2,4-D (10,0)
Picloram (4,0)

2,4-D (8,0)

2,4-D (8,0)

2,4-D (1,0)

*Dados nao publicados

Frequéncia
(%)

51,7
70,0
55,5
80,0
56,6
50,0
89,6

87,7

4,8

48

Explante

Apice caulinar
Apice caulinar
Apice caulinar
Apice caulinar
Apice caulinar
Apice caulinar

Folhas
imaturas
Folhas
imaturas
Folhas
imaturas

Folhas
imaturas
Folhas
imaturas

Citacao

BASTOS, tese
BASTOS, tese
FEITOSA, *dnp
FEITOSA, *dnp
PONTE, 2002
PONTE, 2002
MA, 1998

MA, 1998

SOFIARI et al.,
1997
LI et al., 1998

RAEMARKER
Setal, 1993a
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5.2. Embriogénese Somatica Secundaria

Os resultados brutos dos experimentos de indugdo de embriogénese
somatica secundaria para as -cultivares Tapicinea e Buja Preta estédo
apresentados na TABELA 8. Pode-se observar que o padrédo de distribuicdo
dos valores dos resultados foi semelhante a embriogénese primaria, porém,
com o regulador de crescimento Picloram sendo mais efetivo em
concentragdes mais baixas, o que esta de acordo com literatura (RAEMAKERS
et al., 1993a) que afirma haver uma maior competéncia dos cotilédones
somaticos, em relagcdo aos apices caulinares ou lobos foliares imaturos, para a
inducao de embrides.

Os dados das TABELAS 9 e 10, mostram a distribuicdo de frequéncia
dos resultados diferentes dos diferentes tratamentos (niveis de Picloram).

O valor calculado do %2 foi altamente significativo em ambas as
cultivares, indicando que ha diferenca entre as frequéncias de indugao dos
diferentes tratamentos.

Procedeu-se, novamente, mesma maneira como na embriogénese
primaria e foram estabelecidos os niveis de Picloram entre os quais se deveria
fazer a comparagédo. Para a cultivar Tapicinea foram escolhidos os niveis 2 e 4
mg, cujo resultado foi altamente significativo, recomendando-se o nivel 4 mg.

Para a cultivar Buja Preta foram definidos os niveis 4 e 8 mg, sendo o
resultado altamente significativo, também, ou seja, o regulador de crescimento
Picloram deve ser adicionado ao meio de indugdo de embriogénese
secundaria, no caso da Buja Preta, numa concentragdo de 8 mg/L para uma
frequéncia de inducdo mais efetiva, diferindo do resultado para a Tapicinea,
cujo valor foi metade daquele, indicando um resultado gendtipo dependente
também, como descrito por varios autores (KONAN et al., 1994; STAMP &
HENSHAW, 1986; ZHANG et al., 2001; LI et al., 1998).
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TABELA 8 - Efeito do Picloram na indu¢do de embrides somaticos secundarios

a partir de cotilédones de embrides somaticos primarios.

Tapicinea Buja Preta

Picloram  Frequéncia N° Emb./Explante Frequéncia N° Emb./Explante

(mg/L) (%) (%)
0 0,0 - 0,0 -
1 18,7 2,4 16,6 3,7
2 26,8 3,1 20,0 7,0
4 43,2 6,0 32,0 8,0
8 41,3 9,0 50,0 10,1
16 41,3 12,0 28,0 12,0

Avaliagéo apos 21 dias de incubagédo no meio indutor.
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TABELA 9 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados de indugcdo de embrides
somaticos secundarios em cotilédones de embrides somaticos primarios da

cultivar Tapicinea.

Picloram Embriogénese
e Total % de Sucesso
(mg/L) Negativo Positivo
0 270 0 270 0,00
1 222 48 270 17,78
2 198 72 270 26,67
4 147 123 270 45,56
8 159 111 270 41,11
16 159 111 270 41,11

v2 = 203,0871 (altamente significativo, P< 0,0001)
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TABELA 10 - Distribuicao de frequéncia dos resultados de inducdo de embrides
somaticos secundarios em cotilédones de embrides somaticos primarios da

cultivar Buja Preta.

e Total % de Sucesso
(mg/L) Negativo Positivo
0 270 0 270 0,00
1 207 63 270 23,33
2 192 78 270 28,89
4 183 87 270 32,22
8 132 138 270 51,11

16 216 54 270 20,00

v? = 196,3671 (altamente significativo, P< 0,0001)
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Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por RAEMAKERS et al,,
(1993b), onde observaram que embrides somaticos utilizados como explantes
para a indu¢ao de novos embrides, produzem mais embrides de que explantes
foliares.

A TABELA 11 apresenta uma comparagao entre os resultados obtidos
na embriogénese somatica secundaria de algumas cultivares.

A FIGURA 4 mostra os embrides somaticos (tanto primarios quanto
secundarios) em diversos estadios de desenvolvimento e esses mesmos
embrides apdés 20 dias no meio de maturagdo (MM). Pode-se observar
(FIGURA 4E) que a indugao de embrides ndo é sincronizada, ou seja, existem
no mesmo explante embrides em diferentes estadios de desenvolvimento,
caracterizando o gradiente de absorgdo do regulador de crescimento, que se
forma no explante em fung¢do do contato parcial com o meio (RAEMAKERS et
al., 1993a e 1993b).
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TABELA 11 — Frequéncia de indugéo de embrides somaticos secundarios.

Regulador de

Frequéncia
(%)

Explante

Citacao

Picloram (4,0)

Cultivar crescimento
(mg/L)
Tapicinea
Buja Preta Picloram (8,0)
Aguamorna  Picloram (15,0)
Rosinha Picloram (6,0)
Rosa Picloram (2,0)

Amansa-burro  Picloram (8,0)

Mcol 1505 ANA (10,0)
Nanzhi 188 2,4-D (9,0)
M. glaziovii 2,4-D (18,0)
Mcol 22 2,4-D (6,0)

43,2

50,0

84,9

87,0
75,0
50,0

89,6
85,0

83,0

cotilédone

cotilédone

cotilédone

cotilédone

cotilédone

cotilédone

cotilédone

cotilédone
cotilédone

cotilédone

BASTOS,
2003
BASTOS,
2003
FEITOSA,
*dnp
FEITOSA,
*dnp
PONTE, 2002
PONTE, 2002
TAKAHASHI
et al., 2000
MA, 1998
JOSEPH et
al., 2000
LI et al., 1998

*Dados nao publicados
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FIGURA 4 — Indugao e maturagao de embrides somaticos de mandioca, cultivar Buja Preta. (A)
Embrides somaticos primarios no estadio de torpedo (—), induzidos a partir de
apices caulinares em meio MS suplementado com Picloram. Barra 1mm. (B)
Embrides somaticos secundarios em estadio de torpedo e cotiledonar, induzidos a
partir de fragmentos de cotilédones somaticos primarios. Barra 1mm. (C)
Agrupamentos de embrides somaticos secundarios, formados diretamente nos
explante. Barra Tmm. (D) Observagéo da estrutura bipolar do embrido. Barra 1mm.
(E) obtencéo de embrides somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento,
mostrando auséncia de sincronismo na indugao direta. Barra 1mm. (F) Embrides

somaticos apos vinte dias de incubagdo no meio de maturagéo. Barra 2cm.
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5.3. Organogénese de Partes Aéreas

Os dados das TABELAS 12 e 13 contém a distribuicdo de frequéncia
dos resultados das diferentes combinagbes entre os reguladores de
crescimento AIB e BAP. O valor do %2 foi altamente significativo, indicando
diferengas nos tratamentos.

Pode-se observar no caso da Tapicinea, que as melhores combinacdes
se situavam entre 0,25 mg/L e 1,0 mg/L para ambos os reguladores, fato esse
que corresponde ao citado na literatura (LI et al., 1996; ZHANG et al., 2001).

A combinacdo AIB/BAP (3,0/0,5) apesar de apresentar uma alta
frequéncia, ndo deve ser utilizada devido a intensa oxidacdo que provocou no
explante, diminuindo a produtividade.

Outro fato que chama a atencao € a inducéo de partes aéreas nos niveis
AIB/BAP (0,0/0,0), embora com pequena frequéncia.

A TABELA 14 apresenta a correlagdo entre as diferentes variaveis
observadas no experimento de indugdo de organogénese de partes aéreas
para cultivar Tapicinea. Se a probabilidade (valor inferior) for maior que o
modulo de r (coeficiente de Pearson), ndo ha correlacéo.

Da sua analise pode-se deduzir que existe uma altissima correlagao
negativa entre frequéncia de formagado de raiz e frequéncia de formacéo de
calos, ou seja, a formagado de calos inibe fortemente a organogénese de raiz.
Ha também uma inibicdo na produtividade de partes aéreas, pelo mesmo
motivo.

Porém, ndo houve correlagdo (nem positiva nem negativa) entre a
formacao de calos e a frequéncia de formacao de partes aéreas.

ZHANG et al. (2001) indicam o uso de nitrato de prata na otimizag&o da
frequéncia de partes aéreas devido a inibicdo de formagao de calos promovida

pelo reagente e, com isso, aumentando a frequéncia de partes aéreas, uma
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TABELA 12 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados de inducdo de
organogénese de partes aéreas em cotilédones de embrides somaticos

secundarios da cultivar Tapicinea.

AIB / BAP Organogénese

— . Total % de Sucesso
(mg/L) Positivo Negativo
0,00/0,00 11 139 150 7,33
0,00/0,25 18 132 150 12,00
0,00/0,50 21 129 150 14,00
0,00/1,00 12 138 150 8,00
0,00/ 3,00 15 135 150 10,00
0,25/0,00 4 146 150 2,67
0,25/0,25 15 135 150 10,00
0,25/0,50 13 137 150 8,67
0,25/1,00 13 137 150 8,67
0,25/ 3,00 9 141 150 6,00
0,50/0,00 13 137 150 8,67
0,50/0,25 30 120 150 20,00
0,50/0,50 30 120 150 20,00
0,50/1,00 20 130 150 13,33
0,50/ 3,00 12 138 150 8,00
1,00/0,00 7 143 150 4,67
1,00/0,25 10 140 150 6,67
1,00/ 0,50 34 116 150 22,67
1,00/1,00 20 130 150 13,33
1,00/ 3,00 8 142 150 5,33
3,00/0,00 27 123 150 18,00
3,00/0,25 12 138 150 8,00
3,00/0,50 35 115 150 23,33
3,00/1,00 20 130 150 13,33
3,00/ 3,00 4 146 150 2,67

v2 = 128,4465 (altamente significativo, P< 0,0001)
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TABELA 13 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados de inducdo de
organogénese de partes aéreas em cotilédones de embrides somaticos
secundarios da cultivar Buja Preta.

AIB / BAP Organogénese

(o)

(mg/L) Positivo Negativo Total 7o de Sucesso
0,00/0,00 2 148 150 1,33
0,00/0,25 9 141 150 6,00
0,00/0,50 18 132 150 12,00
0,00/1,00 27 123 150 18,00
0,00/ 3,00 1 149 150 0,67
0,25/0,00 3 147 150 2,00
0,25/0,25 8 142 150 5,33
0,25/0,50 4 146 150 2,67
0,25/1,00 1 149 150 0,67
0,25/ 3,00 0 150 150 0,00
0,50/0,00 1 149 150 0,67
0,50/0,25 2 148 150 1,33
0,50/0,50 6 144 150 4,00
0,50/1,00 1 149 150 0,67
0,50/ 3,00 3 147 150 2,00
1,00/0,00 17 133 150 11,33
1,00/0,25 21 129 150 14,00
1,00/0,50 4 146 150 2,67
1,00/1,00 8 142 150 5,33
1,00/ 3,00 6 144 150 4,00
3,00/0,00 28 122 150 18,67
3,00/0,25 8 142 150 5,33
3,00/0,50 28 122 150 18,67
3,00/1,00 27 123 150 18,00
3,00/ 3,00 3 147 150 2,00

v? = 256,4078 (altamente significativo, P< 0,0001)
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TABELA 14 - Correlagdo entre as variaveis medidas no experimento de

organogénese para a cultivar Tapicinea.

Frequéncia  *N°PA/ Frequéncia Diametro Frequéncia

PA Explante de Calos  dos Calos de Raiz

Freq. PA - 0,01264"  -0,07426"  0,02481' 0,13748'
- 0,91432 0,52662 0,83262 0,2395?2

N° PA/Exp 0,01264" -0,12710"  -0,21642"  0,15039'
0,91432 0,27722 0,06222 0,19782

Freq. calos -0,07426" -0,12710° 0,72753"  -0,69750"
0,52667 0,27722 <0,00012  <0,00012

Diam. Calos 0,02481" -0,21642"  0,72753' -0,70077"
0,83267 0,0622? <0,00012 <0,00012

Freq. Raiz 0,13748'  0,15039'  -0,69750" -0,70077"
0,23952 0,19782 <0,00012 <0,00012

1 — Valor do coeficiente de correlagéo de Pearson (r). Variagdo: —1 <r < +1.
2 — Probabilidade (P)

Se P > | r |, aceita-se Ho, ou seja, ndo ha correlagdo entre as variaveis
Nivel de significancia (o) 5%.

*PA — Parte aérea
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vez que os calos inibem a sua formac&o. Nos nossos resultados (TABELA 14)
nao ficou evidenciada essa correlacao.

A TABELA 15 mostra as frequéncias de inducdo de partes aéreas em
diferentes cultivares.

A FIGURA 5 mostra os aspectos gerais da organogénese. Na FIGURA
5C observa-se com bastante clareza o aspecto caracteristico da estrutura que
se forma em funcdo da organogénese, que ndo deve ser confundida com
embrido somatico, formado eventualmente, como consequéncia da presenca
de auxina e citocinina no meio.

A FIGURA 5D mostra as partes aéreas alongadas, apés uma semana no
meio de alongamento e a FIGURA 5E mostra a estrutura enraizada em meio
basico.

A FIGURA 5F mostra a intensa formacao de raizes e a auséncia de
calos no meio AIB x BAP (3,0 x 0,0).

A FIGURA 6 apresenta o fluxograma das etapas envolvidas na

regeneracgao de novo de plantas de mandioca cultivadas in vitro.
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TABELA 15 — Frequéncia de indugcdo da organogénese de partes aéreas, em

diferentes cultivares de mandioca.

Regulador de

Cultivar crescimento Frequencia Explante Citacéo
(%)
(mg/L)

Tapicinea AIB/BAP 23,0 cotiiédone  BASTOS, tese
(1,0/0,5)

Buja Preta AIB/BAP 14,0 cotilédone  BASTOS, tese
(1,0/0,25)

Agua morna AIB/BAP 11,7 cotilédone FEITOSA,
(0,5/1,0) *dnp

Rosinha AIB/BAP 22,0 cotilédone FEITOSA,
(0,5/1,0) *dnp

Rosa AIB/BAP 56,0 cotilédone  PONTE, 2002
(0,5/1,0)

Amansa-burro AIB/BAP 20,0 cotilédone PONTE, 2002
(0,5/1,0)

Mcol 22 AIB/BAP 59,0 cotilédone LI et al., 1998
(0,5/1,0)

Nanzhi 188 BAP (1,0) 46,4 cotilédone MA, 1998

*Dados nao publicados
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FIGURA 5 — Organogénese de partes aéreas de mandioca — cultivar Tapicinea. (A) Indugéo
apos vinte dias de incubacdo de fragmentos de cotilédones somaticos
secundarios em meio MS suplementado com AIB e IBA. Barra 1mm. (B) e (C)
Aspecto geral do desenvolvimento de estruturas caulinares, com a presenca de
folhas caracteristicas, que auxiliam na distingdo entre parte aérea e embrido.
Barra 1mm. (D) Alongamento de partes aéreas (—) apds sete dias de incubacgéo.
(E) Partes aéreas enraizadas apos trinta dias no meio basico MS. Barra 2,5cm.
(F) Resultado da incubagédo de fragmentos de cotilédones somaticos em meio
MS suplementado com 3,0 mg/L de AIB, apds vinte e um dias. Nota-se a intensa

formacéo de raizes e auséncia de calos. Barra 2cm.
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Inducdo de embrides Maturagéo de Embriogénese somatica
somaticos embrides ciclica

Obtencao de parte aérea
via organogénese

Alongamento de
parte aérea Enraizamento

FIGURA 6 — Fluxograma da indugdo de embrides somaticos e da regeneragéo de plantas via

organogénese de partes aéreas.
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5.4. Histologia

A FIGURA 7 mostra os resultados da analise histolégica sobre a
embriogénese secundaria em Buja Preta. O explante (FIGURA 7A) apresenta
um mesofilo com células parenquimaticas ricas em cloroplastos, epidermes
bem definidas e algumas regides com feixes vasculares em formagao.

Na FIGURA 7B (explante ap6s 6 dias de incubagdo) € possivel
identificar algumas areas onde se inicia a formag¢ao de célula embriogénicas.
Essas ocorrem préximas aos feixes vasculares em diferenciacdo, o que indica
ser de origem da bainha de feixe. Essas areas caracterizam-se pelas células
de citoplasma denso e nucleo conspicuo.

De acordo com TSUKAHARA & KOMAMINE (1997) em dicotiledéneas
as células embriogénicas se iniciam nas regides vasculares. Em Cocos
nucifera L. BUFFARD-MOREL et al. (1992) observaram que as formacgodes
embriogénicas resultam de divisbes mitdticas perivasculares, havendo a
diferenciacdo de uma camada semelhante ao periciclo da raiz. Os resultados
obtidos com Buja Preta corroboram com os obtidos por esses autores.

Aos 10 dias (FIGURA 7C) observa-se a formagao de uma faixa central
continua de células isodiamétricas de citoplasma denso e nucleo evidente,
vacuolos pequenos e, por vezes, nota-se células em divisdo. Essas
caracteristicas sdo similares aquelas observadas em células meristematicas.
Segundo MICHAUX-FERRIERE & SCHWENDIMAN (1992), células
embriogénicas lembram células meristematicas. De acordo com EMONS
(1994) essas caracteristicas sdo comuns entre espécies estudadas para
embriogénese somatica.

Em café a formacao de embrides inicia-se a partir de células com planos
de divisdo predominantemente periclinais (QUIROZ-FIGUEROA et al. 2002).

Em amendoim, em explantes com sete dias, as divisdes periclinais também
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FIGURA 7 — Embriogénese somatica secundaria em mandioca — cultivar Buja Preta. (A)

Aspecto geral da estrutura interna do explante. Epidermes definidas (ep),

mesofilo esponjoso (me) e células ricas em cloroplasto. Barra 60um. (B) Inicio da

formagéo de células embriogénicas em areas internas do mesofilo, apds seis
dias de incubagéo. Barra 100pm. (C) Faixa central de células embriogénicas em

divisdo, apés dez dias (*), mostrando algumas estruturas globulares em inicio de

formagéo (»). Barra 250um. (D) Aspecto das células do mesofilo (*), separadas

das células embriogénicas por uma camada de células com muitos vacuolos

(™). Nota-se celulas em divisdo periclinal na faixa embriogénica (—). Barra
60um. (E) Detalhe das estruturas globulares indicadas em C. Barra 60um.
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foram predominantes, mas a partir do 15° dia ocorreram divisdes anticlinais
(CHENGALRAYAN et al. 2001). Nas FIGURAS 7D E 7E é possivel visualizar
em detalhe, células em divisdo periclinal (anafase). Algumas estruturas
globulares em formagdo, oriundas de divisdes periclinais e anticlinais, se
destacam da massa de células embriogénicas. A auxina & entendida como
responsavel pelas divisbes periclinais que culminam com a formagdo de
estruturas embriogénicas.

Circunvizinhas as células embriogénicas ocorre uma camada de células
com vacuolos conspicuos e 0 nucleo evidente, que isola as células
embriogénicas daquelas que constituem o parénquima restante do explante.

Em ervilha os embrides somaticos sdo de origem multicelular e as
células que circundam as estruturas embriogénicas contém amido. Em Buja
Preta, embora ndo tenha sido realizado o teste para amido, a camada de
células circundante das células embriogénicas é facilmente detectada.

A FIGURA 8 apresenta os resultados da analise histologica sobre a
organogénese onde é possivel observar em 8A o inicio da diferenciagédo
celular, em camadas sub-epidérmicas. A FIGURA 8B mostra em detalhe essa
regido onde se pode observar que as células sdo menores que aquelas do
restante do explante e apresentam nucleo (nucléolo) bem evidente, indicando
intensa atividade celular.

Aos 8 dias de incubagdo no meio indutor de organogénese de partes
aéreas (FIGURA 8C) é possivel observar o aparecimento de protuberancia ao
nivel da epiderme, provavelmente provocado por divisdes anticlinais das
células sub-epidérmicas.

Estruturas semelhantes a apices meristematicos caulinares, com
organizagao tunica-corpo e primordios foliares podem ser identificadas aos 13
dias de incubacédo (FIGURA 8D). Note-se a presenga de procambio que se
estende até a parte adulta do explante, indicando uma conexao vascular entre

ambas as estruturas, fato que ndo pode ser observado na embriogénese.
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Figura 8 - Organogénese de partes aéreas em mandioca — cultivar Buja Preta. (A) Aspecto
geral da estrutura interna do explante, apos 4 dias de incubagéo no meio indutor
mostrando o inicio da desdiferenciagéo de células da regido sub-epidérmica (—).
Barra 200 ym. (B) Detalhe da regido indicada em A, mostrando células com nucleos
bem evidentes. Barra 100 pym. (C) Formagdo de gema adventicia apds 8 dias de
incubagéo. Barra 250 ym. (D) Estruturagéo da parte aérea, mostrando o apice com
uma organizagao tunica-corpo caracteristica e primordios foliares, aos 13 dias de
incubag&o. Barra 250 ym.
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LI et al. (1998) obtiveram sucesso na regeneragdo de plantas via
organogénese de partes aéreas utilizando como explante, cotilédones de
embrides somaticos da cultivar MCol22, apdés a cultura em meio de
organogénese contendo BAP 1 mg/L e IBA 0,5 mg/L durante 20 dias. Apos
passagem para meio de alongamento (meio MS suplementado com BAP 0,4
mg/L), as partes aéreas regeneradas foram enraizadas em meio livre de
reguladores e foram transplantadas para o solo. Esse protocolo foi aplicado

com sucesso em outras cultivares.

MA (1998), desenvolveu protocolos de organogénese de partes aéreas,
em cotilédones somaticos, para a cultivar Nanzhi 188, utilizando diferentes
combinagdes de citocininas e auxinas, com uma alta frequéncia de indugao
sendo obtida com TDZ (4,4 uM) e ANA (1,1 uM).

Segundo ZHANG et al, (2001), o nitrato de prata inibe a formacéo de
calos, que sdo os responsaveis pela inibicdo da organogénese de partes
aéreas. Segundo esse autor, um coeficiente de correlagdo negativo de —0,82
foi encontrado entre concentracao de nitrato de prata e formacgao de calos

No caso da cultivar Tapicinea, ndo encontramos correlacdo entre
formacao de calos e inducdo de partes aéreas, porém uma forte correlagao
entre formacgao de calos e formacgao de raizes.
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5.5. Regeneracio das Plantas

A TABELA 16 apresenta os resultados do experimento da regeneracéo
de plantas da cultivar Tapicinea apds alongamento em meio com diferentes
concentragdes de BAP.

Os resultados sugerem que a concentragdo de 0,4 mg/L de BAP foi a
melhor para o alongamento e posterior enraizamento das partes aéreas, o que
coincide com a literatura (LI et al., 1996; ZHANG et al., 2001)

Na auséncia de BAP n&o ha alongamento e as partes aéreas
degeneram. Ja com um alto nivel de BAP (0,8 mg/L) ocorre a oxidagdo do

material vegetal.
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TABELA 16 - Regeneracgéao de plantas a partir do desenvolvimento de partes

aéreas obtidas via organogénese para a cultivar Tapicinea.

*BAP **Comprimento _ N° PA com
N° PA N° PA Normais
(mg/L) PA (cm) Raiz
0,0 40 0,0 -
0,2 40 0,8 27 27
0,4 40 1,0 32 32
0,8 40 0,3 20 20

*Meio de alongamento de Partes Aéreas: MS + BAP
PA — Partes Aéreas
** Comprimento médio apds 7 dias
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Os resultados dos experimentos com a Tapicinea e a Buja Preta,
mostraram um comportamento dessas cultivares, semelhante ao de outras
cultivares de mandioca citadas, com ambas se adequando aos protocolos
desenvolvidos, porém, como era esperado, com uma forte correlacdo entre
resposta e genotipo.

A anadlise histolégica evidenciou, tanto na embriogénese somatica
quanto na organogénese, aspectos caracteristicos aqueles mencionados na
literatura, com as nossas cultivares apresentando um padrdo de
desenvolvimento das estruturas observadas, semelhante ao encontrado na
maioria das dicotiledéneas.

As plantas regeneradas apresentaram aspecto fenotipico normal,

semelhante ao das plantas parentais
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Pretende-se, a partir deste trabalho, avaliar a influéncia de outros
reguladores de crescimento nos processos de embriogénese somatica e
organogénese, como, também, desenvolver protocolos de indugdo de
embriogénese somatica ciclica em meio liquido.

Segundo RAEMAKERS et al, (1993b), a utilizagdo do meio liquido, para
a embriogénese somatica secundaria facilita o isolamento dos embrides,
remove mecanicamente os calos que se formam nos explantes além de
apresentar uma produgao superior € mais sincronizada. Constitui-se, também,
num excelente material para os experimentos de transformagao genética, que

se pretende iniciar com os genotipos estudados.
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7. CONCLUSOES
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Este trabalho propiciou o desenvolvimento de protocolos para a regeneragéo
de plantas de mandioca, via organogénese de partes aéreas, utilizando como
explante, cotilédones de embrides somaticos mantidos em cultura, cujos
protocolos de indugdo (embrides primarios e secundarios) haviam sido
desenvolvidos inicialmente.

Foi possivel observar a diferenca marcante entre os padrdes de
embriogénese e organogénese através da analise histologia. A embriogénese
somatica, provavelmente € de origem pluricelular, tendo inicio proximo aos
feixes vasculares e a organogénese inicia-se nas camadas sub-epidérmicas.

Sem regulador de crescimento ndo ha embriogénese, porém pode haver
organogénese.

O sistema de multiplicagao in vitro em meio basico foi adequado para a
manuteng¢ao das culturas, obtendo-se a cada trinta dias 5 ou 6 novas plantas,
através da inoculacéo de apices e regides nodais em meio fresco.

Novas pesquisas devem ser desenvolvidas no sentido de otimizar os
protocolos através da utilizagdo de novos explantes ou diferentes reguladores
de crescimento e adaptar esses protocolos aos sistemas de transformacao

genética disponiveis para a mandioca, visando o melhoramento da cultura.
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A lenda da mandioca

O morubixaba tinha-se entregue ao descanso conferido aos velhos. A mulher tratava
da cozinha, escalava o peixe, enfileirava-o nos emboiras do fumeiro, moqueava a cacga e
punha-a de reserva na gamela, para que nao faltasse alimento nos maus dias de chuva ou de
prolongada estiagem.

A filha, de animo sossegado, levava e existéncia singela das outras jovens da tribo. De
manha e de tarde, atravessava a nado o ribeirdo, sob os ramos inclinados dos ingazeiros. De
volta trazia os frutos e flores, ndo raro uma cabacga de mel colhido no oco de um pau.

Em casa, tirava as fibras do tucum, fiava e mediante uma agulha feita de taquara, tecia
redes para a pesca. Tratava da arara, cumulava-a de blandicias e de coquinhos verde.
Confeccionava belas redes de repouso, vistosos cocares de penas para os mogos da taba, e
quando nao tinha mesmo nada que fazer, repetia cantigas de guerra ou de amor que lhe
haviam chegado através das geracoes.

Nada mais singelo, nem mais puro. No entanto, de um dia para outro sentiu-se gravida.
Correu a contar a novidade ao pai, o velho morubixaba. Este ndo aceitou, absolutamente, a
estéria que a pobre mocga lhe contava, com lagrimas nos grandes olhos pretos, doces como
jabuticabas. O velho indio sentiu-se enganado e, por todos os meios ao seu alcance, tratou de
investigar quem seria o pai de seu futuro neto.

Quando chegou o dia do parto, num ambiente carregado, apareceu certo homem
branco, daqueles que pela austeridade e pelas atitudes, impunham desde logo confianga.
Procurou o velho chefe e lhe disse que, realmente, sua filha se tornara mae em pleno estado
de virgindade. Assim a jovem india e sua filhinha encheram o rancho de alegria.

Mas ao cabo de um ano, sem qualquer doenga, a pequena Mani (assim se chamava
ela) fechou os olhinhos negros e morreu, sendo enterrada nas proximidades do rancho. E,
segundo o costume da tribo, sua sepultura era regada todas as manhas.

Certo dia porém, para surpresa de todos, brotou naquele local uma planta muito bonita
a que a maezinha saudosa, em lembranca da pequenina Mani, deu o nome de maniva.
Desenvolveu-se, deu grossas raizes de leitoso suco. Dela, os indios passaram a tirar o cauim,
bebida que antes era fabricada com outros elementos. E a farinhal

A aldeia passou a chamar a planta de Mandioca, em cujo som se encontra Mani, a
crianga morta, e Oca, a casa do indio, onde a maniveira é aproveitada das folhas as raizes,

como simbolo de alegria e abastanca.

http://www.ifolclore.com.br/lendas/gerais/g_mandioca.htm

FONTE:#:(LESSA, Barbosa - Estorias e Lenda do Rio Grande do Sul)
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TABELA t1 - inducdo de organogénese (parte aérea e raiz) e calogénese em
cotilédones somaticos de mandioca - cultivar Tapicinea.

AlIB / BAP Freq. *PA N °*PA/ Freq.Calos @ Calos Freq. Raiz

(mg/L) (%) Explante (%) (mm) (%)
(A) 0,00/0,00 7,3 1,9 0,6 0,6 22,6
(B) 0,00/0,25 12,0 1,9 38,6 2,5 24,6
(C)0,00/0,50 14,0 3,1 62,6 2,8 23,3
(D) 0,00/1,00 12,0 1,3 65,3 4,0 4,0
(E) 0,00/3,00 10,0 1,5 63,3 5,3 0,0
(F)0,25/0,00 2,6 3,5 0,0 0,0 88,0
(G)0,25/0,25 10,0 2,4 47,3 4,0 34,0
(H) 0,25/0,50 8,6 1,8 77,3 3,8 20,6
(1)0,25/1,00 8,6 2,4 55,3 3,7 6,6
(J) 0,25/ 3,00 6,0 1,5 72,6 3,6 8,6
(K) 0,50/0,00 8,6 3,1 0,0 0,0 100,0
(L) 0,50/0,25 20,0 2,1 51,3 1,6 42,6
(M) 0,50/0,50 20,0 1,7 46,6 3,5 23,3
(N)0,50/1,00 13,3 1,7 67,3 4.1 24,0
(0) 0,50/ 3,00 8,0 1,6 86,0 3,1 4,0
(P) 1,00/0,00 4.6 1,2 1,3 0,8 90,0
(Q) 1,00/0,25 20,0 1,5 26,6 1,7 66,6
(R)1,00/0,50 22,6 2,0 38,6 2,3 45,3
(S) 1,00/1,00 13,3 2,3 48,6 2,2 47,3
(T)1,00/3,00 5,3 2,0 76,0 4.1 2,6
(U) 3,00/0,00 18,0 1,3 11,3 2,2 100,0
(V) 3,00/0,25 8,0 2,2 67,3 3,1 68,6
(X) 3,00/0,50 23,3 2,4 51,3 2,5 51,3
(Y) 3,00/1,00 13,3 2,7 75,3 2,8 48,6
(Z2) 3,00/3,00 2,6 1,5 83,3 3,5 12,0

Avaliagédo apos 4 semanas - 150 explantes / tratamento
*PA — parte aérea
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TABELA t2 - Fatorial entre as diferentes concentracbes de AIB e BAP para a

inducao de organogénese em mandioca - cultivar Tapicinea.

AIB \ BAP

(mg/L) 0,00 0,25 0,50 1,00 3,00
0,00 A B C D E
0,25 F G H I J
0,50 K L M N (0]
1,00 P Q R S T
3,00 U Vv X Y z

Observagoes:

v' Maior freqiiéncia de formacgéo de Parte Aérea: L, M, R e X.

v' Maior freqiiéncia de formacgéo de calos: H, J, 0, T, Y e Z.

v" Maior didmetro dos calos: E, J, N, T e Z.

v Nao formam calos: A, F, Ke P.

v' Maior freqiiéncia de enraizamento: F, K, P e U.

v" Meios que nao enraizaram: E, ou enraizam muito pouco: O e T

v" O meio A formou PA, mesmo sem regulador de crescimento adicionado,

sendo a sua frequéncia maior que a do meio Z.



