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INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma planta de grande importancia
econdmica por sua alta capacidade de producdo de amido. Sua utilizacgo € predominante na
dieta alimentar humana, principalmente na forma de farinha seca (Mattos & Dantas, 1981).
Por outro lado, cultivares silvestres contém caracteristicas que podem ser incorporadas as
plantas cultivadas por meio de melhoramento tradicional ou engenharia genética (Carvalho et
al., 2004). O cultivo in vitro de novos cultivares permite conhecer as facilidades e
dificuldades dos mesmos para a micropropagacao e conservacao de germoplasma. A técnica
de sementes sintéticas esta sendo proposta na conservacdo de germoplasma como uma
alternativa répida e de baixo custo que permite conservacdo em longo prazo e facilita o
intercBmbio de germoplasma (Piccioni & Standardi, 1995). A cultura in vitro permite ainda
induzir e formar raizes de reserva, servindo de modelos experimentais para estudar e entender
melhor a ontogenia do crescimento secund&io na funcdo do armazenamento de amido
(Cabral et al., 2000).

METODOLOGIA

Material de Campo: Manivas de mandioca (Manihot esculenta Crantz), genétipo F-
5077, contendo gemas dormentes e medindo 200 mm - 300 mm, foram coletadas de um
campo experimental da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em Brasilia, DF. Em
casa de vegetagdo, as manivas foram inseridas verticalmente, até um terco de seu
comprimento, em sacos de polietileno preto contendo vermiculita com irrigagdes manuais
periédicas e mantidas a uma temperatura de 23°C + 3°C. As gemas dormentes comegaram a
desenvolver em 30 dias. Quando os brotos atingiram aproximadamente 100 mm de
comprimento por 5 mm de largura, foram removidos e levados ao laboratério para assepsia e
cultivo in vitro. Os brotos foram lavados com é&gua corrente e detergente e cortados em
segmentos de 10 mm - 15 mm, contendo uma gema axilar em cada (mini-estaca). No fluxo

laminar, as mini-estacas foram lavadas por 10 minutos em hipoclorito de sédio 2,5% (p/v) e



enxaguadas em agua destilada deionizada autoclavada. Depois disso, as mini-estacas foram
submetidas por 30 minutos em solucédo de Benlate 500 (Dupont) e Claforan (Hoechs/Roussel)
0,1% (p/v) respectivamente. As mini-estacas foram inoculadas separadamente em tubos de
ensaio contendo 12 mL de meio SP (Barrueto Cid & Durzan, 2003), totalizando 20 repeti¢oes,
e incubados por 45-60 dias sob condicbes padréo de 27°C + 2°C e 16 horas de fotoperiodo,
com irradianciade 50 mm m? s* fornecidos por tubos de luz fluorescente branca e fria

Sementes Sintéticas. Apds dois meses, brotos emergidos das mini estacas obtidas de
casa de vegetacdo, tiveram suas folhas e raizes removidas. Os caules foram cortados em
segmentos de 5-7 mm contendo uma gema axilar por né. Os segmentos foram separados em
trés grupos. No primeiro (A) e segundo grupo (B), os nos foram transferidos para um copo de
vidro contendo 50 ml de uma solucdo de Alginato de Sodio 3% (p/v) e sacarose 2% (p/v).
Usando uma pipeta Pasteur, os segmentos foram sugados e colocados em 80 mL de solucéo
de Cloreto de Célcio 1% (p/v) para o seu encapsulamento. Sendo que, 0s nds encapsulados do
primeiro grupo foram inoculados em placas Petri contendo meio SP e os nés do segundo
grupo, foram inoculados em placas Petri contendo duas camadas de papel filtro com 5 ml de
a&gua destilada e deionizada. No terceiro grupo (C), os nés ndo foram encapsulados e
inoculados em placas Petri contendo meio SP. Todo o material foi mantido a 15°C no escuro,
durante 30 dias. Depois deste periodo, o materia foi transferido para condicdes padréo de luz
e temperatura. Para cada tratamento foram usadas trés placas, sendo que em cada placa foram
colocadas 12 explantes encapsulados ou ndo, conforme cada tratamento.

Inducdo da tuberizacdo in vitro: Plantasin vitro do genétipo de mandioca F-5077, com
uma altura de aproximadamente 100mm, que vinham sendo cultivadas sob condi¢fes padréo
de luz e temperatura, tiveram suas raizes eliminadas mantendo apenas a parte aérea. Essas
plantas foram inoculadas separadamente em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio SP
suplementado com TDZ (Thidiazuron) nas concentracbes 0,0; 0,5; 1; 1,5; 2; 25 e 3 uM.
Foram feitas quatro repeticbes por tratamento, ou sejaquatro 4 tubos por concentracdo de
TDZ. Os tubos de ensaio foram tampados com pléastico filme. As plantas foram incubadas em

27°C + 2°C e 16 horas de fotoperiodo e irradiancia de 50 mm mi? s*, durante 35 dias.



RESULTADOSE DISCUSSAO

Em relacdo as 20 microestacas obtidas da casa de vegetacéo e cultivas in vitro, trés
tubos apresentaram contaminacdo fungica e oito tubos apresentaram contaminacao bacteriana.
Os outros nove tubos que ndo apresentaram qualquer tipo de contaminagdo, foram mantidos e
serviram de fonte de material para os experimentos subsequientes.

No que diz respeito a sementes sintéticas, apds o periodo de 30 dias, 0os nos
inoculados no grupo A acancaram 70% de conversdo, engquanto o grupo B zero %. Ja o grupo
C apresentou 66% de conversdo. Os resultados do grupo A sugerem que ndo houve agéo
toxica do aginato-Ca nem inibicdo por parte da baixa temperatura. Estes resultados
encorgam a idéia de se usar este procedimento como alternativa de armazenamento in vitro
em mandioca, especialmente considerando, 0 baixo risco de variagdo somaclonal, pelo fato
das plantas provirem de gemas axilares e ndo de gemas adventicias oriundas de calo. Respeito
a0 grupo B, os resultados sugerem que uma acao nutricional € fundamental para a viabilidade
das gemas presentes nos nés, por isso os resultados foram nulos. Por outro lado, os atos
resultados do grupo C mostraram que 0 material usado estava vigoroso, ndo sofrendo
nenhuma danificacdo devido a assepsia.

Em relagdo a inducdo de tuberizagdo in vitro, das diferentes concentragdes utilizadas
de TDZ, somente em 1 uM, 1,5 uM, 2uM houve tuberizacdo com uma média de 1,25
raizes/tubo (1 puM), 0,75 raizestubo (1,5 pM) e 0,25 raizes/tubo (2 uM). Nas demais
concentracdes, aém de ndo tuberizarem, houve morte do eixo caulinar da planta. As plantas
controle formaram apenas raizes adventicias e ndo houve morte do eixo caulinar da planta.
Estes resultaram mostram que TDZ pode ser utilizado neste tipo de estudo especialmente na
contragdo de 1 mM. Entretanto, estudos adicionais tornam-se necessérios para melhor tanto a
otimizagao destes resultados bem como, a compreensdo da tuberizagéo, como por exemplo, 0

crescimento secundario daraiz para armazenamento.

CONCLUSOES
Do ponto de vista experimental, nossos resultados confirmam que em mandioca o
encapsulamento € uma possivel plataforma tecnoldgica que visa melhorar o armazenamento
e a micropropagacéo em grande escala. No caso da tuberizac8o, subsidios experimentais
foram encontrados visando consolidar um modelo de estudo relacionado com a problemética
da sintese de amido.
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