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“Unas rafces hay tan gruessas como el brazo, y
mas y menos, y muy semejantes en el sabor y olor y
color a las zanahorias, salvo que no tienen aquella
medula o tallo de en medio duro como la zanahoria
sino todo este fruto o raiz se come muy bien...”

Oviedo

Informagdo recebida de um tal Diego de Molina,
em 1533, recém-chegado de Castilla la Nueva
(atuais Equador, Peru e Bolivia), informando sobre
uma estranha planta, semelhante 2 cenoura,
cultivada pelos nativos no Novo Mundo.
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RESUMO

MADEIRA, N. R. Micropropagacio e indexagio de mandioquinha-salsa.
2004. 139 p. Tese (Doutorado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras.

Este trabalho teve por objetivos estabelecer protocolos eficientes para o cultivo
in vitro e a aclimatizagio de mandioquinha-salsa e avaliar o desempenho
agronémico e a limpeza do material obtido a partir da cultura de tecidos.
Testaram-se os meios de cultura B5 ¢ MS e diferentes concentragtes de
reguladores de cresclmento e de mio-inositol. O meio BS acrescido de 0,1 mg. | By
! de ANA + 0,3 mgL"' de BAP + 0,25 mgL" de GA, foi o melhor meio de
cultivo para a regenerag3o de apices caulinares com 0,4 mm e de gemas apicais,
com 2 e com 5 mm. Para a fase de aclimatizagdo, o uso de casca de arroz
carbonizada combinada com o sistema de irrigagdo por flutuagéo proporcionou
taxas de sobrevivéncia mais altas. O corte basal de calos reduziu as taxas de
sobrevivéncia e de crescimento. O material propagativo originado a partir da
cultura de tecidos produziu plantas mais vigorosas que o material
tradicionalmente cultivado em testes em vaso em casa de vegetagdo. A
produtividade em campo de plantas da cv. Amarela de Senador Amaral obtidas a
partir da cultura de tecidos pela empresa In Vitro foi comparada a plantas
comerciais, produzindo 51% mais. Ensaio preliminar foi conduzido no sentido
de determinar as plantas indicadoras mais apropriadas para a indexag3o para
virus em mandioquinha-salsa, verificando-se o desenvolvimento de lesdes locais
em Chenopodium quinoa e C. amaranticolor e mosaico sistémico em Nicotiana
benthamiana. O material tradicionalmente cultivado no Pais esta infectado com,
pelo menos, um Potyvirus. Das amostras de plantas de cultura de tecidos
inoculadas mecanicamente, 53% das obtidas a partir de dpices caulinares com
cerca de 0,4 mm ndo induziram a formagio de sintomas em plantas indicadoras.
O uso de material propagativo originado a partir da cultura de tecidos com alta
qualidade sanitiria proporciona incrementos produtivos ¢ a adogdo desta
tecnologia depende de estudos de viabilidade técnica e econmica.

Comité Orientador: Dr. Rovilson José de Souza - UFLA (Orientador); Dr.
Fausto Francisco dos Santos - Embrapa Hortalicas; Dr. Jodo Batista
Teixeira - Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia; Dr. André
Neponmceno Dusi -Embrapa Hortaligas.



ABSTRACT

MADEIRA, N. R. Arracacha micropropagation and indexing. 2004.
139 p. Thesis (Doctor in Agriculture) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.

This work aimed to establish efficient protocols for in vitro culture and
acclimatization of arracacha. The agronomic performance and phytosanitary
status regarding virus infections of the micropropagated material were also
evaluated. The development of plants obtained from shoot-tip culture with circa
0,4 mm and from stem apexes with 2 and 5 mm were evaluated in MS and B5
media with different concentration of growth regulators and mio-inositol. The
B5 medium with the addition of 0,1 mg.L' NAA + 0,3 mgL"' BAP + 0,25
mg.L"' GA; resulted in better development of plants. The effect of the addition
of carbonized rice peel (CRP) to the commercial substrate and two irrigation
systems (floating and sprinkling) were tested during the acclimatization. The use
of CRP along with the floating irrigation system resulted in a higher survival
rate compared to the other combinations. The calus basal cut of the corms
reduced both survival and growth rates. The propagation material originated
from tissue culture plants produced more vigorous plants than the traditional
commercial material under pot tests in a greenhouse. The yield of plants of cv.
Amarela de Senador Amaral originated from tissue culture plants by the In Vitro
Company at field level was compared with commercial material and was over
51% higher. A preliminary assay was conducted to determine the appropriate
indicator plants for the indexing tests. Samples of tissue culture material were
mechanically inoculated to Chenopodium quinoa, C. amaranticolor and
Nicotiana benthamiana. Commercial material is infected with at least one
potyvirus species. Fifty three percent of the plants obtained from shoot-tips with
0,4 mm did not induce local lesions on C. amaranticolor and C. quinoa nor
systemic mosaic symptoms on N. benthamiana. The use of tissue culture
propagation material with a high sanitary status improves yield at field level and
the adoption of this technology depends on the technical and economics viability
studies.

Guidance Committee: DSc. Rovilson José de Souza - UFLA (Major Professor),
DSc. Fausto Francisco dos Santos - Embrapa Hortaligas; DSc. Jodo
Batista Teixeira - Embrapa Recursos Genéticos ¢ Biotecnologia; DSc.
André Nepomuceno Dusi - Embrapa Hortalicas.
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1 INTRODUGAO

A propagagio vegetativa faz com que as doencas causadas por virus
sejam intensificadas de forma progressiva ao longo das sucessivas geragdes de
cultivo em condi¢des de campo. Este processo denomina-se degenerescéncia,
afetando culturas como a batata, o morango, o alho e a batata-doce, entre outras.
A mandioquinha-salsa, por ser também propagada vegetativamente, certamente
estd acumulando virus e outros patgenos degenerativos. Possivelmente, a
implementagio da tecnologia de produgdo de mudas sadias com baixos niveis de
patégenos causadores de doengas degenerativas, obtidas a partir da cultura de
apices caulinares (meristemas mais primérdios foliares), contribuiré para que se
obtenham incrementos produtivos significativos.

A produgdo de mudas sadias com alta qualidade sanitéria a partir da
cultura de tecidos é cada vez mais usada em diversas espécies de propagacdo
vegetativa, como ornamentais, frutiferas e hortaligas, com o objetivo de obter
mudas com alta qualidade fisiolégica e sanitéria. A produggio de batata e a de
morango sdo exemplos disso, sendo pratica estabelecida o uso de batata-semente
certificada ou registrada e de mudas sanitizadas de morango, isto ¢, mudas com
alta qualidade sanitéria obtidas a partir da cultura de tecidos, produzidas em
biofbricas, ou seja, empresas de biotecnologia que produzem mudas sadias em
larga escala.

Também, profissionais da 4rea de pesquisa e produgdo reconhecem o
incremento produtivo proporcionado por esta tecnologia em alho e batata-doce,
porém ainda sdo necessarios ajustes para seu emprego em larga escala, de forma
generalizada.

Quanto & mandioquinha-salsa, alguns estudos foram efetuados na area
de cultura de tecidos. No entanto, até hoje niio se chegou ao campo com mudas



sanitizadas para comparagio em relagdo ao material tradicionalmente cultivado
pelos agricultores.

Nio ha relatos oficiais de virus infectando mandioquinha-salsa no
Brasil, logo niio hi estudos relativos & identificagio nem aos danos que eles
podem estar causando.

Os objetivos deste trabalho foram:

- Estabelecer protocolo eficiente de cultivo in vitro para mandioquinha-
salsa, com altas taxas de regeneracdio de dpices caulinares e de gemas apicais.

- Estabelecer metodologia para aclimatizagéo de plantas obtidas a partir
da cultura de tecidos.

- Avaliar a produg#io de plantas obtidas a partir da cultura de tecidos em
comparagio a plantas propagadas convencionalmente.

- Avaliar os indices de ocorréncia de virus no material propagado
convencionalmente e no material obtido a partir da cultura de tecidos._



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Mandioquinha-salsa

A mandioquinha-salsa € originiria da América do Sul, da regifio andina
compreendida entre Bolivia, Peru, Equador e Colombia. Foi introduzida no
Brasil no inicio do século 20 por oferta do general colombiano Rafael Uribe
Uribe 3 entdo Sociedade de Agricultura, tendo os primeiros cultivos se
estabelecido na Regido Serrana do Estado do Rio de Janeiro. Disseminou-se
pelos Estados do Parani, Minas Gerais (maiores produtores atuais), Santa
Catarina, Espirito Santo e S3o Paulo, entre outros, em regides de clima ameno
entre 800 e 1.500 m de altitude. Mais recentemente, a cultura expandiu-se para o
Planalto Central, especialmente para o Distrito Federal, contrariando a idéia
anterior de que era impossivel seu cultivo nesta regido (Santos, 1997a). Recebe
os nomes regionais de mandioquinha (S3o Paulo e Sul de Minas Gerais), batata-
baroa ou baroa (Rio de Janeiro, Zona da Mata de Minas Gerais, Espirito Santo e
Distrito Federal), batata-salsa (Parana e Santa Catarina), batata fitiza ou fitiza
(microregido de Lavras, Minas Gerais), cenoura amarela (Campo das Vertentes,
Minas Gerais), entre outros.

Segundo Pereira (2000), a mandioquinha-salsa faz parte do importante
grupo de alimentos considerados energéticos, ricos em carboidratos. E fonte de
célcio, fésforo, ferro, vitaminas do complexo B, piridoxina-Bs niacina e
riboflavina-B, (fator promotor de crescimento), vitamina A, vitamina C,
proteinas e fibras. Possui alta digestibilidade e apresenta, ainda, propriedades
diuréticas.

Por diversos fatores, constitui 6tima alternativa para pequenos e médios
produtores, especialmente dentro dos conceitos da agricultura familiar.
Apresenta considerédvel demanda por mio-de-obra, principalmente nas fases de



plantio e colheita. Particularmente, o preparo de mudas e o plantio, operagdes
que exigem critério e capricho especiais, limitam o cultivo de grandes éreas,
considerando que o estande varia de 32 a 48 mil plantas por hectare. Portanto,
essa grande exigéncia de mio-de-obra, o que poderia parecer um aspecto
negativo, é na verdade um mantenedor da estabilidade de mercado ¢ uma
garantia de que a cultura ainda € uma das poucas alternativas para a pequena e
média produgdo. E planta bastante nistica, com baixa utilizagio de insumos e
reduzido custo de producéio. Seu mercado ¢é seguro e o efeito sazonal reduzido
(Madeira, 2000a). _

No Brasil, até 1998 observa-se que a mandioquinha-salsa de raizes
amarelas se restringe a poucas cultivares, apesar das diferentes denominagdes -
Amarela, Amarela de Carandai ou Amarela Comum - em decorréncia do
reduzido nimero de clones introduzidos no pais e do fato de a propagacio ser
vegetativa (Bustamante, 1994; Giordano et al., 1995). Inclusive, Soares (1991)
cita que possivelmente no Brasil ocorra um tnico clone de mandioquinha-salsa
de raizes amarelas em funcfio da propagagdo assexuada tradicionalmente
realizada por séculos.

O material mais cultivado no Brasil ainda é a cv. Amarela de Carandaf
ou Amarela Comum, codificado pelo banco de germoplasma de hortaligas
(BGH) da Universidade Federal de Vigosa (UFV) como BGH 5746, acesso
coletado em Minas Gerais, e pelo banco de germoplasma da Embrapa Hortaligas
como CNPH 90134, acesso coletado no Distrito Federal. Na verdade, nio se
trata de cultivar oficial, ndo tendo seus descritores reconhecidos e registrados.
Estd disseminada no pais ha cerca de um século, observando-se alguma
variabilidade entre acessos de diferentes regiGes apesar da denominagdo vulgar
de Amarela Comum. Tem por caracteristicas principais porte mediano (40 a 50
cm), folha verde, peciolo verde claro, base do peciolo verde avermelhado, raizes

de coloragfio amarela, formato conico-cilindrico, com poucas reentrancias e



xilema amarelo claro (Madeira, 2000a). Observa-se em campo, ainda, insergao
das raizes na coroa de tamanho médio (1 a 1,5 cm), 4pice radicular cdnico e
ciclo médio entre 9 a 11 meses.

A cultivar Amarela de Senador Amaral, unica langada oficialmente no
Brasil, com seus descritores morfologicos reconhecidos, ¢ fruto de um programa
de melhoramento genético conduzido pela Embrapa Hortalicas. Tem se
destacado em diversas regides produtoras (Santos & Carmo, 1998; Lima et al.,
1999; Carmo & Santos, 1999). A Amarela de Senador Amaral tem por
caracteristicas porte mediano (35 a 45 cm), folha verde escuro, peciolo verde
avermelhado, base do peciolo violeta avermelhado, raizes de coloragio amarela
intensa, formato cilindrico, com poucas reentréncias e xilema amarelo (Madeira,
2000a). Observa-se em campo, ainda, diminuta inser¢do das raizes na coroa (0,5
a 1 cm), apice radicular circular com bom fechamento e ciclo médio entre 7 e
8,5 meses.

Outros dois materiais sdo cultivados em escala comercial no Brasil. O
primeiro é um clone de porte elevado (50 a 60 cm), reduzido nimero de filhotes
ou propégulos, que sio grandes e extremamente duros, folhas arroxeadas e
raizes conicas de coloragio amarelo-creme. Foi provavelmente repassado para
produtores a partir do BGH da UFV, sendo cultivado por alguns produtores da
regido de Ouro Branco e Conselheiro Lafayette, Minas Gerais. O segundo € um
clone de porte muito elevado (70 a 90 ¢

m), folhas e peciolo verde claro e raizes longas e cdnicas de coloragdo
branca.

Nas regides onde é comum o cultivo da mandioquinha-salsa, o mercado
é amplo em fungéo da oferta inferior 4 demanda. Todavia, nas regides Norte e
Nordeste, na maior parte do Centro-Oeste ¢ no Rio Grande do Sul, a
mandioquinha-salsa ¢, para a maioria da populagio, desconhecida. E crescente a
demanda por mandioquinha-salsa na forma de miniprocessados e como matéria-



prima para indistrias alimenticias na forma de sopas, cremes, pré-cozidos,
alimentos infantis (papinhas), fritas fatiadas (chips) e purés. Com o
processamento, abre-se uma nova oportunidade, a exportagio, dificultada para o
produto in natura em fungio da sua reduzida conservagdo pés-colheita.
Adicionalmente, segundo Henz (2002), apresenta mercado cativo e crescente,
gozando da reputacio de ser produto saudavel, condigo que deve ser preservada
e melhor explorada, adequando-se facilmente a sistemas orgénicos de produgdo
em fung3o de sua rusticidade.

Em 1998, a produgiio de mandioquinha-salsa foi estimada em 32.605 t,
correspondendo a um valor de produgdo superior a R$ 17,6 milhdes (Accarini,
1999). Sabe-se, porém, que boa parte da produgio € comercializada diretamente
do produtor ao varejista, nfo passando pelas centrais de abastecimento e,
consequentemente, no sendo computada em dados oficiais. Santos et al. (2000)
apresentam dados detalhados de que, s6 no Parand, a producgo foi superior a 72
mil t produzidas, em 7.633 ha com produtividade média de 9.513 kg.ha,
envolvendo diretamente cerca de 3.394 familias. Profissionais que trabalham
com a cultura estimam, no Brasil, 4rea de cultivo anual superior a 20 mil
hectares, com produtividade média em torno de 8 a 9 tha™. Para que se tenha
idéia da baixa produtividade, produgGes em tomo de 20 a 25 tha’ sdo
relativamente ficeis de se obter. Esta baixa produtividade € resultado da ndo
adogdo de préticas culturais basicas pela maioria dos produtores, como preparo e
selegio de mudas, adubagdio e irrigagdo adequadas. E, portanto, cultura que
apresenta grande caréncia com relagio & tecnologia, devendo-se buscar
profissionalizagdo na produgiio. Nesse sentido, uma das 4reas a ser desenvolvida
¢ a produgio de mudas selecionadas e com baixos niveis de doengas

degenerativas.



2.2 Propagacio de Mandioquinha-salsa

A propagaciio da mandioquinha-salsa ¢ realizada por meio de filhotes,
também ditos rebentos ou propagulos, que se formam na coroa (Bustamante,

1994), também chamada comumente por touga ou touceira (Figura 1).

FIGURA 1: Plantas de mandioquinha-salsa produzidas nos meios B5 e MS, sem
regulador de crescimento (0), com 0,01 mg.L"! de ANA e com 0,1
mg.L" de ANA + 0,2 mg.L"" de BAP. Brasilia/DF, Cenargen, 2000.



O plantio tradicional ¢ realizado dirctamente no local definitivo,
utilizando-se mudas cortadas em bisel, eliminando-se, aproximadamente, metade
da sua estrutura de reserva (Sediyama & Casali, 1997). Essa forma de plantio
acarreta muitas falhas, desuniformidade de emergéncia ¢, consequentemente,
desuniformidade também no ponto de colheita.

O cnraizamento prévio de mudas e¢m caixas de arcia sob clevada
densidade para transplantio no local definitivo, chamado também por
estratificagio em caixas de arcia, foi primciramente testado em Santa Catarina,
obtendo-se 0timos resultados (Camara, 1993).

Posteriormente, a Embrapa Hortaligas cstabeleceu  metodologia
adequada ao enraizamento de mudas em canteiros, difundindo a técnica a
produtorcs de diversas regies, com a 'denominacﬁo de pré-enraizamento de
mudas. Com esta técnica, elevou-se o indice de pegamento; uniformizou-se a
emergéncia ¢ o ponto de colhenta, reduztrams-sc 0s tratos culturals na fasc inicial;
¢ praticamente s¢ climingu a ocorrehcm dc ﬂorwclmtmto pwcocc no campo
definitivo, poxs as mudag;gue pmdoam oegslonﬁﬁente nos “canteiros de pré-
enraizamento sﬁo ehmmadas Pcmut" "amda, a ‘{J de mudas no transplantio
¢ o escalonamento da producao en algumas rcha’m onde o plantio diretamentc
no local definitivo apresenta bmxos fndices de pegamento em determinadas
¢pocas do ano (Santos, 1997b; Santos & Lima, 1996; Madeira, 2000b), quando
as temperaturas s3o muito elevadas supcmm a 30°C

Entretanto, a pmpagaﬁg} ‘com;ﬁ_f'“ 1, cxchxsrvamente vegetativa, pode
propiciar a ocorréncia de uma carga cm&ﬂlerével de patégenos degenerativos,

como bactérias, fungos, micoplasmas, nquétzins ¢, principalmente, virus.

Ha relatos de produtores de que a simples utilizagio de material
propagativo de campo trazido de outra regifio, d3 mesma variedade cultivada
antériormente, pode melhorar a producio Estd claro que a mera troca nio

garante incremento produtlvo a nfo ser que se recorra a material de



determinadas regides que, por suas condi¢des climiticas, apresentem menor
disseminagdo de viroses e de outras doengas degenerativas (Costa, 1984). O
autor cita estes relatos, mas nio chama a atengdo para o conhecimento embutido
em afirmagGes como esta, através das quais o produtor diz, sem conhecimento
teérico mas de forma pratica, que estd ocorrendo degenerescéncia em sua
variedade (sua planta), muitas vezes semelhante 2 de outro produtor, mas onde,
por diversos fatores, dentre eles os climaticos ¢ os de manejo cultural, pode néio

estar ocorrendo degenerescéncia na mesma taxa.

2.3 Virus em Mandioquinha-salsa

Costa (1984) cita que na década de 70 fizeram-se testes com folhas de
plantas de mandioquinha-salsa por inoculagio mecénica 20 espécies de
plantas indicadoras, visando verificar a ocorréncia de virus. As amostras foram
coletadas em Piedade, Estado de Sao Paulo, 3 época a principal regido produtora
de mandioquinha-salsa do Estado e uma das principais do Brasil. Nenhum
sintoma foi observado. Também na mesma época, testou-se a recuperagiio de
virus de mandioquinha-salsa por meio de inoculagdes usando Myzus persicae,
sem resultados positivos.

E comum encontrar plantas apresentando sintomas tipicos de viroses,
como mosaico, nanismo e deformacdo foliar. De acordo com relatos do Dr.
Elliot Watanabe Kitajima, da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz -
ESALQ, citados por Henz (2002), ja foram constatadas, via microscopia
eletronica, inclusdes do tipo “catavento”, tipicas de potyvirus, em tecido foliar
de mandioquinha-salsa com sintomas de mosaico cultivada em Brasilia, DF.



Nio h4 registro oficial de ocorréncia de virus em mandioquinha-salsa no
Brasil, mas eles podem estar presentes causando degenerescéncia, reduzindo o
potencial produtivo da planta (Madeira, 2000a; Santos et al., 2000; Henz, 2002).

Ainda que os materiais nacionais nio estejam infectados, o que é
improvavel em virtude da caracteristica de propagacdo vegetativa, 0 dominio da
técnica de obtengio de mudas de mandioquinha-salsa com baixos niveis de
doengas degenerativas asseguraria a produgéo para o caso da entrada de
patégenos no pais. Adicionalmente, a maior sanidade, vigor e homogeneidade de
mudas, por si s6, provavelmente irdo assegurar incremento produtivo.

Nos paises de origem, hé relatos de alguns virus infectando
mandioquinha-salsa.

Jones & Kenten (1978) e Kenten & Jones (1979) descreveram,
respectivamente, os nepovirus Arracacha virus A (AVA) e Arracacha virus B
(AVB). O AVA ¢ facilmente transmitido por inoculagéio mecénica a uma ampla
gama de hospedeiros, mas naturalmente, a campo, s6 tem sido encontrado
mandioquinha-salsa. Em tentativas de transmiss@o do virus pelo afideo Myzus
persicae nio se obteve sucesso. Suspeita-se de que, provavelmente, a
transmissio se dé por nematbides. Provoca sintomas de mosaico amarelo nas
folhas jovens. Plantas infectadas naturaimente com o AVB somente ndo
apresentam sintomas; porém quando ocorre infecdo mista com AVA, os
sintomas podem estar presentes, fazendo com que a infecgio pelo AVB
geralmente passe despercebida. O AVA jé foi relatado no Peru e 0 AVB, no
Peru e na Bolivia (Kenten & Jones, 1979; Figueira, 1995). Outro nepovirus
infecta mandioquinha-salsa, o Potato black ring spot virus - arracacha
(PBRSV-A ou PBRV-A) (Lizérraga et al., 1994; Hermann, 1997).

Dois virus do género carlavirus, Arracacha virus 3 (AV-3) e Arracacha
virus 2 (AV-2), foram relatados no Peru, mas sua identificagéio ¢ validag@o ainda
estio incompletas (Henz, 2002). Virus deste género sdo transmitidos ou
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mecanicamente, ou por afideos em uma relago do tipo nio-persistente ou, no
caso de alguns destes virus, por sementes (Regenmortel et al., 2000).

Dois virus do género Potyvirus infectam mandioquinha-salsa, o
Arracacha potyvirus 1 (AP-1) e o Arracacha potyvirus Y (AVY). Segundo
Regenmortel et al. (2000), induzem & produgdo de inclusGes celulares do tipo
catavento. Sdo transmitidos mecanicamente e por afideos em uma relagio de
transmissdo do tipo néo persistente.

Em uma amostra de 40 plantas de 10 acessos equatorianos de
mandioquinha-salsa, Lizdrraga (1997) encontrou infecgGes virais simples e
multiplas em 77% das plantas, sendo os virus AP-1 e AV-3 os mais freqiientes,
com incidéncia de 53 e 38%, respectivamente.

Ainda niio estd muito claro como estes virus afetam as plantas de
mandioquinha-salsa e sua produgéio. A exemplo do que ocome com outras
hortaligas propagadas vegetativamente, como batata, morango, alho e batata-
doce, plantas de mandioquinha-salsa infectadas por virus podem apresentar
menor desenvolvimento e produgio em relagio a plantas sadias, livres de virus.

Na verdade, antes do advento da tecnologia de produgio de plantas
livres de virus, era impossivel avaliar o efeito da utilizagio de plantas
sanitizadas. Carvatho (1986) escreveu que, em decorréncia da transmissao via
bulbilhos e do actimulo de virus, as cultivares de alho no Brasil, talvez sem
excegdo, acumularam virus de tal forma que, quando se dispuser de clones
avirdticos destas cultivares, os agricultores e os consumidores acreditardo tratar-
se de uma nova cultivar, tal o vigor vegetativo das plantas e o conseqiiente
aumento no tamanho dos bulbos. Isso porque 4 época nio se havia obtido plantas
livres de virus, nem sequer identificado quais virus infectam alho ¢ os niveis de
danos causados por eles, permanecendo desconhecido o potencial produtivo das
cultivares tradicionalmente utilizadas pelos alicultores.
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A colocagdo feita por Carvalho (1986), apesar de obsoleta para alho,
expressa perfeitamente o que pode estar ocorrendo com a mandioquinha-salsa.

Em um futuro proximo, é imprescindivel realizar levantamento
sistematizado da ocorréncia de virus em mandioquinha-salsa, com técnicas
adequadas de detecgdio. Sua identificagdo permitird a adogio de medidas de
controle, evitando sua dissemina¢fo. Virus em mandioquinha-salsa podem ser
de grande importancia em vista de a propagag@o ser vegetativa e do intercimbio

de materiais entre as diversas regides produtoras do Brasil.

2.4 Obtenciio de Plantas Livres de Virus

Existem algumas formas de obter plantas livres de virus. Primeiramente,
pela propagacdo seminifera, que atua como um filtro para a maioria dos virus.
Também se pode obtér plantas livres de virus pela cultura de tecidos, mais
especificamente pela cultura de dpices caulinares (meristemas mais primérdios
foliares), por vezes erroneamente chamada cultura de meristemas. Finalmente,
outras técnicas disponiveis siio a termoterapia, a quimioterapia e a eletroterapia,
normalmente utilizadas em associagdo a cultura de tecidos (Torres et al., 1998).

Em sua grande maioria, 0s virus nfo sdo transmitidos pelas sementes
botanicas. Portanto, é possivel obter plantas livres de virus provenientes de
plantas infectadas utilizando suas sementes como fonte de propagacéo.
Entretanto, Ishikawa (1985), trabalhando com batateira, cita que a propagagdo
sexuada s6 tem interesse para o melhoramento genético, em vista da
heterozigose e consegiiente segregacio da progénie. Em mandioquinha-salsa
ocorre 0 mesmo. Além disso, mandioquinha-salsa € planta al6gama e tetrapdide
(Hermann, 1997). Em fung&o da alogamia, verifica-se endogamia quando ocorre
auto-fecundagdo, provavelmente pela expressio de genes degenerativos com
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conseqiiente baixo vigor da progénie (Bustamante, 1994), enquanto a
tetraploidia aumenta as possibilidades de combinagGes alélicas, o que, por um
lado, aumenta a variabilidade, mas, por outro, aumenta a probabilidade de
expresséo de genes degenerativos.

O programa de melhoramento genético em mandicquinha-salsa
realizado pela Embrapa Hortaligas desde 1985, culminou com o langamento da
cultivar Amarela de' Senador Amaral em 1998. Possivelmente, a superioridade
desta cultivar se deve ao processo de propagagdo seminifera. E plausivel que a
propagagio sexuada do clone comumente cultivado, 0 Amarelo Comum, a partir
do qual se originou a cv. Amarela de Senador Amaral, tenha levado & obtencao
de um material que, além de diferenciado geneticamente da planta matriz que o
gerou, esteja ainda livre de virus ou com baixa concentragio viral. O material foi
selecionado pelas caracteristicas de interesse comercial (formato e coloragdo de
raizes, produtividade e precocidade), mas provavelmente a expressio plena
destas caracteristicas s6 foi possivel em fung3o da baixa carga viral presente. Se
esta hipétese for verdadeira, pode estar havendo reinfestagio gradual e
conseqiiente processo degenerativo, o que pode reduzir a produtividade da
Amarela de Senador Amaral em locais com grande pressao de inéculo.

Observa-se hoje, seis anos apés o lancamento da Amarela de Senador
Amaral, em algumas regides produtivas onde a pressdo de inéculo € intensa, que
a superioridade em produtividade ji ndo é t3o marcante como no primeiro e
segundo plantios (Darley Gongalves Rosa, produtor em Senador Amaral, MG;
Silvana Catarina Bueno, extensionista e pesquisadora da Coordenadoria de
Assisténcia Técnica Integral do Estado de S3o Paulo — CATI-SP — infomagdes
pessoais). Isso ocorre em fungio do manejo, como plantio lado a lado de
material possivelmente infectado e nio tratamento das mudas, e do clima, pelo
favorecimento da elevagdio da populagiio de vetores. Segundo relatos do Dr.
Fausto Francisco dos Santos, pesquisador dedicado & cultura hd quase duas
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décadas, no municipio de Angelina, Estado de Santa Catarina, a cultura foi
introduzida hd poucos anos, cultivando-se quase que exclusivamente a cv.
Amarela de Senador Amaral. Isso cria um efeito de isolamento, visto que,
mesmo na presen¢a de vetores, o inéculo é reduzido, o que se reflete na
manuten¢ao de elevados niveis de produtividade ao longo do tempo.

A cultura de tecidos, mais especificamente a cultura de apices caulinares
€ sua micropropagacio, é técnica que consiste em reproduzir plantas a partir de
tecidos livres de patégenos. A eficiéncia deste processo é aumentada quando as
plantas matrizes s&o, anteriormente 2 excisdo dos dpices caulinares, submetidas a
termoterapia (Conci & Nome, 1991). Apés a fase de desenvolvimento in vitro,
as plantas obtidas sdo aclimatizadas, isto é, passam por um processo de
adaptacdo as condigdes ambientais. Sdo, posteriormente, indexadas,
descartando-se plantas que se apresentem infectadas por doengas. O material que
reagiu negativamente aos testes sanitdrios ¢ entdo multiplicado sob_condig¢des
controladas (Daniels, 1977; Conci et al., 1986; Conci & Nome, 1991).

Para a obteng3o de plantas sadias a partir de material infectado, usa-se a
cultura de 4pices caulinares, isto é, meristema mais um ou dois primérdios
foliares, associada ou nio 4 quimioterapia ou a termoterapia. Esta metodologia
permite rdpida multiplicagdo do material vegetal, produzindo plantas sadias a
partir de um unico individuo em curto periodo de tempo, independentemente de
local e estacéio do ano (Souza & Souza, 1986).

Limasset & Cornuet, citados por Bonin (1988), demonstraram que as
particulas virais em plantas infectadas sistemicamente ndo estdo uniformemente
distribuidas e que a concentragdio viral decresce da base para o dpice da planta,
especialmente nas regiGes meristeméticas de ativo crescimento.

Segundo Lizarraga et al. (1991), a distribuig@o de virus dentro da planta
varia muito, ¢ nem todas as células de uma planta enferma encontram-se
infectadas. Os tecidos meristeméticos de raizes e brotos terminais de uma planta
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virdtica estdio, algumas vezes, livres de virus. Estudando o Potato virus X (PVX)
em batateira, somente a clipula meristemética e os primeiros primérdios foliares
encontram-se livres deste virus.

Desconhece-se a razdo exata para esse fato, porém hé pelo menos trés
hipéteses para explici-lo, as quais podem estar atuando simultaneamente.
Primeiramente, a intensa atividade metabélica na regidio meristematica. Os virus
multiplicam-se acompanhando o curso do metabolismo do hospedeiro;
entretanto, eles ndo conseguiriam acompanhar o ritmo metabélico nesta regido.
Em segundo, a caréncia de tecido vascular organizado na regido meristematica,
visto que as células ainda ndo estio diferenciadas. Portanto, se os virus
disseminam-se rapidamente através do sistema vascular, a regido meristemética
estaria isenta deste processo. Os virus que infectam tecidos nio vasculares
disseminam-se de uma célula para outra através dos condutos intercelulares
(plasmodesmos); contudo, este processo ¢ lento, o que provavelmente inviabiliza
a infecgdio de tecidos meristeméticos, ja que esses estio com intensa sintese
protéica e processo de divisdo celular. Finalmente, a alta concentracdo de
auxinas nos tecidos meristeméticos pode, segundo alguns autores, inibir a
multiplicagdo dos virus (Lizérraga et al., 1991).

Luz et al. (1997) citam que a cultura de 4pices maiores que 0 meristema
pode ser suficiente para garantir a limpeza de patégenos como nematéides,
bactérias e fungos, uma vez que em condi¢des de cultivo eles sdo facilmente
detectados no meio de cultura. Entretanto, para micoplasmas, virus e virides,
que utilizam o sistema vital da planta para sua multiplicagio, esses podem ser
mantidos nos propagulos vegetativos, comprometendo a qualidade do clone.
Para obter plantas livres de virus, utiliza-se a cultura de meristemas, com
tamanho méximo de até 1mm, com um ou dois primérdios foliares.

Em condigdes 6timas de cultivo, o tamanho do explante é fator
determinante na capacidade regenerativa de plantas livres de virus. A

15



sobrevivéncia e a posterior regenera¢io de meristemas aumentam 4 medida que
se aumenta o tamanho do explante. Contudo, porgGes com tamanho superior a
0,5 mm de comprimento diminuem as chances de obtengédo de plantas livres de
virus. A presenca de primérdios foliares aumenta as taxas de regeneragdo e
facilita o desenvolvimento radicular (Bonin, 1988).

De acordo com Graichen et al. (1988), as variagGes no estagio de
desenvolvimento das folhas primérias que recobrem o meristema e, em ultima
instincia, a habilidade e a pritica humana de extragio de meristemas,
proporcionam taxas varidveis de elimina¢do de virus entre diferentes clones,
ainda que de uma mesma cultivar. Trabalhando com alho, Resende et al. (1995)
observaram ampla variagdo na produtividade e no peso médio de bulbos entre
clones de uma mesma cultivar, a Gigante Roxo, obtidos a partir da cultura de
meristema, atribuindo as diferencas observadas a variagdes na taxa de
eliminagdo de virus.

Embora plantas obtidas através de cultura de meristema tenham alta
fidelidade fenotipica e, normalmente mantenham a identidade e a estabilidade
genética, variagio somaclonal pode ocorrer em fun¢io da manutengio destas
plantas por longo periodo em sucessivos cultivos in vitro em meio de cultura,
principalmente quando esses sio enriquecidos com reguladores de crescimento.
E, portanto, recomendével que se efetuem, periodicamente, novos isolamentos
(Grattapaglia & Machado, 1990).

A cultura de é4pices caulinares tem éxito nio s6 em programas para
propagagio de material sadio, mas também auxilia no intercdmbio de
germoplasma, garantindo a sanidade do material ¢ minimizando a possibilidade
de transmissdo de patégenos ex6ticos a uma determinada regidio ou pais (Assis,
1999b). ‘

De forma geral, patégenos virais tém sido considerados os mais
importantes na regulamentago de troca internacional de germoplasma. Isso
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porque, por serem parasitas intracelulares, ndo podem ser eliminados
simplesmente por tratamento quimico e cultura de gemas esterilizadas, exigindo
a cultura de 4pices caulinares, por vezes associada a termoterapia (Caldas et al.,
1998).

Fletcher & Fletcher (2001) citam que acessos de trés espécies de raizes
andinas, oca (Oxalis tuberosa), ulluco (Ullucus tuberosus) e mandioquinha-salsa
(Arracacia xanthorrhiza), foram importados pela Nova Zeléndia, permanecendo
sob quarentena. Usando os métodos Elisa - Membrana Nitrocelulose, plantas
hospedeiras ¢ microscopia eletronica, verificou-se a infecgdo dos materiais por
virus, no caso da mandioquinha-salsa, com 0 AVA. De modo a atender as
exigéncias da quarentena, os virus tiveram que ser eliminados. Obteve-se
sucesso na eliminagiio do virus AVA em mandioquinha-salsa por meio de um
protocolo in vitro associado a termo e quimioterapia. Gemas apicais foram
estabelecidas em meio de cultura contendo 50 mg.L™ de ribavirina. Os explantes
foram previamente submetidos a 10 dias continuos de termoterapia, alternando 4
horas a 35° C com luz e 4 horas a 31° C no escuro, estando ao final desse
periodo com gemas alongadas, com cerca de 1 cm de comprimento, prontas para
excisio. As plantas desenvolveram-se em sala de crescimento a 24° C, luz
fluorescente e fotoperiodo de 16 horas. As plantas desenvolvidas foram entéo
levadas a casas de vegetacdo para aclimatizagiio e posteriores ensaios €
avaliagdes a campo, de modo a se introduzir no pais material livre do virus
AVA.

17



2.5 Cultura de Tecidos em Mandioquinha-salsa

Alguns trabalhos ja foram realizados na area de micropropagacdo de
mandioquinha-salsa no Brasil e no exterior.

Senna Neto (1990) testou diferentes meios de cultura de tecidos e
concentra¢des de fitorreguladores com a finalidade de induzir a diferenciag@o de
explantes de mandioquinha-salsa. Os binémios tempo x concentragdo mais
eficientes para a desinfestagdo dos explantes foram 10, 15 ou 20 minutos de
imers#io em solucfio de hipoclorito de sédio a 0,6 ou 0,9%. O material utilizado
foi o clone BGH 5746, uma populagio da cultivar Amarela de Carandai, ou
Amarela Comum, e os explantes foram meristemas apicais mais dois primérdios
foliares. Testaram-se, ainda, segmentos de folhas, peciolos e raizes. Avaliaram-
se os meios de cultura de Gamborg, MS, Knudson ¢ White, concluindo-se que
estes trés ultimos meios ndo foram eficientes para promover crescimento e
desenvolvimento de plantas e de fragmentos de calos que tiveram crescimento
inicial em outros meios de cultura. Segmentos de folhas, peciolos e raizes nio
foram regenerados em nenhum dos quatro meios de cultura testados. O autor
obteve indugdo & regeneragéo de meristemas no meio de Gamborg, sendo que o
melhor desenvolvimento de plantas foi obtido com o uso de 0,02mg.L" de ANA
(4cido naftalenoacético) + 0,lmg.L’ de BAP e de 0,02mgL’ de ANA +
0,2mg.L" de BAP, verificando, aos 107 dias, plantas com parte aérea mais
desenvolvida e maior nimero de raizes, inclulsive com pequenas rafzes de
reserva. Reduzidas concentragdes de ANA e baixas proporgdes de ANA/BAP
(0,01 e 0,02 mgL"' e 0,6, 1,0 e 1,4 mgL", respectivamente) no meio de
Gamborg promoveram desenvolvimento lento e irregular. No meio Knudson,
liquido, houve paralisagdo do crescimento. Nos meios MS e White o
crescimento foi muito lento e irregular, com auséncia de folhas expandidas e
presenca de folhas pontiagudas. O autor obteve os melhores resultados com
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meio de Gamborg, 0,02 mgL' ANA + 0,1- 0,2 mgL' BAP para o
desenvolvimento do sistema radicular e 0,1- 0,2 mg.L" BAP para o
desenvolvimento da parte aérea.

Castillo (1991) cita a existéncia de alguns problemas para o cultivo in
vitro de mandioquinha-salsa, entre eles a elevada contaminagdo dos explantes
por bactérias endégenas, levando a que se faga o tratamento com bactericidas,
prética pouco recomendada por ser reconhecidamente promotora de mutagdes. O
uso de plantas matrizes fornecedoras de explantes cultivadas em casas de
vegetacdo pode reduzir este problema. O autor verificou, ainda, rpida formacéo
de calos nos explantes, aspecto nio desejado também por ser promotor de
modificagSes genéticas e por exaurir os nutrientes em detrimento da formagéo
de folhas e raizes. Para minimizar este problema, o autor recomenda que se
realizem micropropagagdes sucessivas, formando plantas normais, devendo-se,
neste caso, utilizar frascos largos, como majentas, permitindo melbor
crescimento das plantas.

De acordo com Grattapaglia & Machado (1990), a ocorréncia de calos
na base das plantas pode ocorrer em conseqiiéncia da elevada concentragdo de
auxinas no meio de cultivo, comprometendo o desenvolvimento das raizes ¢ da
parte aérea.

De acordo com Castillo (1991), para a fase de introdugdo in vitro, pode-
se utilizar o meio MS (Murashige e Skoog, 1962) adicionado de sacarose a 3%,
4gar a 0,8%, 2 mg.L" de sulfato de adenina e 2 ppm de pantetonato de célcio e
dos reguladores de crescimento GA; (4cido giberélico) a 0,25 ppm + AlA (4cido
3-indolacético) a 0,05ppm ou BAP (6-benzilaminopurina) a 5 mgL" + AIB
(4cido indolbutirico) a 0,05 mg.L"' ou GA; a 0,25 ppm + AJA a 0,05 ppm +
BAP a 0,01 ppm. No entanto, deve-se estudar com maior profundidade a
conservagiio in vitro no caso de manuten¢éo de germoplasma.
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Segundo Cevallos & Castillo (1991), avaliando a resposta da introdugio
in vitro de oito linhas de mandioquinha-salsa, o0 melhor meio de cultivo foi o MS
+ 0,25 ppm GA; + 2 ppm de pantotenato de célcio + 0,05 ppm de AIA + 3 % de
sacarose + 0,8 % de dgar. Para multiplicagdo, os melhores meios foram MS + 5
mg.L" de tiamina + 0,5 mg.L" de 4cido nicotinico + 0,05 ppm ABA +2 % de
sacarose + 0,8 % de 4gar. Os autores observaram, ainda, que explantes menores
que 4 mm apresentam crescimento limitado e que a resposta foi diferenciada
entre os genotipos.

Duque (1993) recomenda, como meio de cultivo minimo in vitro para
mandioquinha-salsa, 4,6 g de meio MS adicionado de 0,25 ppm de GA3, 2 ppm
de pantotenato de célcio, 0,25 ppm de AlA, de sacarose a 3% e de agar a 0,8%, a
um pH final de 5,7.

Luz (1993), visando obter plantas de mandioquinha-salsa isentas de
virus a partir de cultura de meristemas, realizou trés experimentos em meio de
cultivo B5: um de cultura de meristemas, outro de multiplicagéio e outro de
enraizamento. Foram extraidos meristemas de plantas selecionadas, obtendo-se
melhor desenvolvimento com a combinaggo de 0,1 mg.L™" de ANA + 0,2 mg.L"
de BAP acrescido ao meio de cultivo. Para multiplica¢do, o autor testou brotos
com uma folha e touceiras com 3 a 5 folhas. Os melhores resultados para
multiplicago foram conseguidos em touceiras com 0,1 € 0,2 mg.L™" de BAP.

Pessoa et al. (1994) tomaram se¢Ses de peciolos jovens com Smm de
plantas da cv. Amarela Comum com oito semanas ¢ cultivadas em meio MS,
adicionado de 2.3 uM de 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) somente ou 2.3,
4.5 ou 8.9 uM de 2,4-D + 1.1 ou 8.9 uM de BA (6-benziladenina). As plantas
foram entdo mantidas a 25°C no escuro ou sob fotoperiodo de 16 horas por 4
semanas antes do subcultivo para um meio basico. Todos os tratamentos
apresentaram abundante formac8o de calos apés 3 semanas. Os 4pices caulinares
foram colocados em solugdo nutritiva com .regulador&s de crescimento,
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resultando na indugdio 4 formacfio de raizes nas porgSes basais em 19% dos
explantes. Apés a inoculagdo em meio de cultura, o material foi colocado em
sala de crescimento. Posteriormente ao desenvolvimento in vitro, as plantas
foram aclimatizadas em casa de vegetagiio, passando para as condigdes in vivo.

Na fase de aclimatizagdo podem acontecer insucessos que estdo
relacionados a elevada taxa transpiratéria, 4 passagem da condigo heterotréfica
para autotrofica, & perda de condigdo de alta disponibilidade de nutrientes e,
ainda, 4 perda do ambiente asséptico (Luz, 1993).

Utilizando substrato terra:areia:vermiculita na proporgdo 1:1:1 em peso,
Senna Neto (1990) transferiu 13 plantas completas e oito sem sistema radicular
aos 107 dias apés a introdug3o in vitro, quando algumas plantas apresentavam
inclusive raizes de reserva. Até o 14° dia ocorreu a morte de todas as plantas,
sem que houvesse enraizamento ou desenvolvimento foliar.

Luz (1993) obteve aclimatizagdo de 65,5 % de plantas, isto €, 19 plantas
de um total de 27, utilizando substrato comercial Plantmax® esterilizado,
irrigagdo e cobertura com sacos de polietileno em ambiente com temperatura de
26° C e luz a 70 %, transferindo-as apés 10 a 15 dias para telado e, finalmente,

para vasos.

2.6 Limpeza Clonal a partir da Cultura de Tecidos

Em um programa de limpeza clonal, a etapa seguinte 3 obtencio de
plantas de mandioquinha-salsa obtidas a partir da cultura de meristemas ou de
4pices caulinares é a indexag3o para virus.

Praticamente, nenhum virus provoca sintomas no cultivo in vitro, sendo,
por isso, fundamental monitorar os materiais pré-bdsicos com testes de alta
sensibilidade (Avila & Beek, 1987).
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A indexacdo do material obtido a partir da cultura de tecidos pode ser
feita por diferentes técnicas, testes sorolégicos, microscopia eletrbnica ou pelo
uso de plantas indicadoras. Como exemplo de indexag@o por testes sorolégicos,
tipo Elisa, tem-se a batata (Assis, 1999a); por microscopia eletrnica, o alho
(Torres et al., 2001); e pelo uso de plantas indicadoras, o morango, em que se
usa enxertia em Fragaria vesca (Teixeira, 1988), e a batata-doce, em que a
indicadora é Jpomoea setosa (Love et al., 1987).

O teste Elisa (Enzyme-linked Immunosorbent Assay), comumente
utilizado em batata (Assis, 1999a) e outras culturas, tem por vantagens a alta
sensibilidade e a possibilidade de testar grande niimero de amostras em curto
espago de tempo (Figueira, 2000). Por outro lado, € especifico. Portanto, ha que
se dispor do anti-soro para o virus a ser testado, o que muitas vezes nao ocorre
(Dusi, 1989).

A utilizag@io de plantas indicadoras é técnica muito sensivel e de baixo
custo; todavia, apresenta o inconveniente de demandar muito tempo e espago,
tornando-se invidvel quando se trata de um grande niimero de amostras a serem
testadas (Avila & Beek, 1987).

. No caso da mandioquinha-salsa, porém, a inoculagio mecinica em
circulo de hospedeiros pode ser eficiente para testar plantas matrizes bésicas,
fornecedoras de explantes para a multiplicagéio de plantas matrizes F1, filhas de
plantas matrizes bésicas. Especificamente para os pricipais virus relatados
infectando mandioquinha-salsa, AVA, AVB, AP-1, AV-3 e PBRSV, pode-se
trabalhar com testes sorolégicos, desde que se disponha de anti-soro.

No desenvolvimento de um programa de saneamento de mudas de
mandioquinha-salsa através do cultivo in vitro, deve-se trabalhar com as
melhores cultivares disponiveis, em produtividade e qualidade, de modo a
maximizar o potencial produtivo da cultura.
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Aspecto que deve ser considerado em um programa de produgdo de
mudas sanitizadas é a taxa de reinfecgdio no campo por patégenos degenerativos,
fazendo com que o incremento produtivo inicialmente observado seja reduzido a
niveis que inviabilizem economicamente a técnica. Portanto, é importante
avaliar o nimero de geragGes até quando o material obtido a partir do cultivo in
vitro pode ser reutilizado com lucratividade. Para tanto, é imprescindivel que se
efetue, paralelamente, a caracterizagdo dos virus que infectam a cultura, que se
desenvolvam ferramentas para a diagnose rapida destes virus, e ainda, que se
estabelecam padrdes para a certificagdo de mudas.

Lunello et al. (2001), de modo a viabilizar economicamente o uso de
alho livre de virus, citam que a multiplicagiio de material livre de virus deve ser
feita em regides isoladas de outros cultivos ou de plantas hospedeiras dos virus
que infectam a cultura. Assim, mesmo com a presenga de vetores, ndo haverd
fonte de inéculo. Quando, posteriormente, este material for levado as regiGes
produtoras, certamente ocorrera a reinfestagio gradual. Contudo, no caso do
alho, esta reinfestagio niio ocorre abruptamente, permitindo aos produtores que
melhorem seus rendimentos em até 70% inicialmente, caindo com o passar dos
anos.

A grande causa de reinfecgdio no campo, considerando o cultivo de
materiais isentos de virus, reside na presenca de populagéo de vetores e de fonte
de indculo, plantas hospedeiras infectadas (seja da espécie comercial em
questZo, seja de planta espontinea hospedeira).

De acordo com Melo Filho (2003), falando de alho, o controle de virus é
dificultado devido & propagacdo vegetativa e as peculiaridades no processo de
transmiss3o. Em condi¢des naturais, a doenga ocorre pelo uso de material
propagativo contaminado e a transmissdo por meio de vetores, principalmente
afideos. A pulverizagio com inseticidas ¢ ineficiente porque os pulgdes vetores
de virus pertencentes aos géneros Potyvirus e Carlavirus os adquirem de forma
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nio-persistente, durante vdos de reconhecimento em picadas de prova, podendo
transmiti-los em poucos segundos, antes que morram em decorréncia da ingestdo
do produto. Como medida preventiva para o controle de viroses, a principal
prética é a utilizagdo de material propagativo certificado. No campo, deve-se
eliminar restos culturais contaminados e controlar as plantas daninhas
hospedeiras de afideos proximas a lavoura.

A seguir, apresentam-se algumas culturas em que se tem trabalhado com
o objetivo de obter plantas sanitizadas, plantas matrizes de alta qualidade
fisioldgica e fitossanitaria a partir da cultura de tecidos.

Na cultura da batata (Solanum tuberosum L.) é prética estabelecida a
produgio de batata-semente com alta qualidade genética, fisioldgica e
fitossanitaria, com baixos indices de virus e bactérias sistémicas que causam suva
degenerescéncia (Assis, 1999a). Avila & Beek (1987) citam a existéncia de pelo
menos 25 virus infectando a batateira. As referéncias com relagdo as perdas
oscilam entre 35 e 90 % na produtividade, conforme as condigSes climéticas, a
carga viral e a suscetibilidade das cultivares testadas (Centro Internacional de la
Papa - CIP, 1983; Camara et al.,, 1986; Castro & Daniels, 1991; Mérton et al.,
1993).

A bataticultura atual tem por base a pureza do material e a adogdo de
priticas culturais que minimizam a contamina¢do no campo. Inicialmente, a
partir de tecidos meristemiticos sfio produzidos microtubérculos in vitro
(semente genética). Estes sdo cultivados em casas de vegetagdo, em canteiros
elevados de alvenaria ou em hidroponia, sob rigoroso controle sanitirio,
produzindo a semente pré-basica que, por sua vez, ¢ multiplicada em campos
isolados, sob manejo especifico, por alguns ciclos. Em ordem decrescente de
sanidade, a batata-semente pode assumir as classificagdes: bésica, registrada e
certificada (subclasses A e B), segundo normas pré-estabelecidas (Ministério da
Agricultura, 1989). Nos principais Estados produtores nacionais existem
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programas de certificagdo de semente. Para garantia de manuteng3o dos baixos
indices de ocorréncia de virus e certificacio da batata-semente, realizam-se
testes sorolégicos do tipo DAS-ELISA em larga escala, com resultados répidos e
seguros, pela alta sensibilidade, descartando-se as plantas que apresentaram
resultado positivo (Assis, 1999a). Segundo Souza-Dias (2001), o sustenticulo da
bataticultura moderna no Brasil é a batata-semente de alta sanidade, com baixos
indices de contaminago por virus.

Em morango (Fragaria x ananassa Doch), as doengas viréticas devem
ser controladas preventivamente pela aquisi¢io de plantas matrizes livres de
virus. No Brasil existem viveiristas especializados na produgdo de mudas de
morangueiro a partir de matrizes isentas de virus. A termoterapia associada
micropropagacio de meristemas permite a obtencfio de mudas sadias. Nos
viveiros, as plantas matrizes, apds a fase in vitro, sio mantidas em casas de
vegetagdio protegidas por tela anti-afidica. Efetua-se rigoroso controle sanitario
(Assis, 1978; Groppo e Tessaroli Neto, 1993; Betti, 1996; Dias, 1999).

De acordo com Dias (1999), a diagnose com relagéo a presenga de virus
deve ser feita por meio de inoculagiio e/ou enxertia de folhas infectadas em
plantas indicadoras. Estas plantas sio, na maioria dos casos, clones de
morangueiro que reagem especificamente para cada virus ou combinagdo de
virus.

A produgio de mudas de morangueiro modernizou-se sobremaneira nos
ultimos anos. Tém sido cada vez mais empregadas mudas produzidas em
biofdbricas pelo processo de cultura de meristemas e micropropagagio, seguida
de aclimatizagdo em ambientes isolados em casas de vegetagdo sob condigSes
controladas (Assis, 1999b). O uso de mudas sanitizadas contribuiu enormemente
para a elevagio da produtividade e do padrio de qualidade, assim como para a
redugio do uso de agroquimicos pela maior sanidade e vigor das mudas.
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Com relagdo & cultura do alho (Allium sativum L.), tanto no Brasil
quanto em outras partes do mundo, tem sido reportado que as cultivares
comerciais de alho encontram-se infectadas por um complexo viral, verificando-
se sua degenerescéncia (Carvalho, 1986; Walkey et al., 1987; Pavan et al., 1989;
Conci & Nome, 1991; Conci et al., 1992; Resende, 1993; Dusi et al.,, 1994;
Myers et al., 1997).

Conci & Nome (1991) e Torres et al. (2001) descrevem a metodologia
para obtenciio de plantas a partir de meristemas cultivados in vitro ¢ a
aclimatizagfio em telados. Dusi (1989) validou a metodologia para indexagdo do
material no cultivo in vitro e no telado, utilizando testes serolégicos e inoculagéo
em plantas indicadoras.

Com relagéo ao desempenho agronémico, no Brasil e no exterior foram
observados desempenhos semelhantes em relagdo 4 superioridade do material
proveniente de cultura de tecidos, com ganhos de até 138% para produtividade ¢
145% para peso médio de bulbos (Garcia et al., 1989; Walkey Dusi (1989 Antill,
1989; Resende, 1993; Siqueira, 1997; Fajardo, 1998; Tanabe, 1999; Melo Filho,
2003; Siqueira et al., 2003). Deve-se salientar que os trabalhos que utilizaram
material indexado apresentam maior seguranga com relagdo aos resultados
obtidos.

Estd comprovada a eficiéncia do alho-semente com alta qualidade
sanitiria obtido a partir da cultura de tecidos. O entrave para o estabelecimento
de um amplo programa de produgdo de alho-semente certificado € o custo de
producgo, que ¢ alto em funcgo das baixas taxas de multiplicag@o, inicialmente
de até 3,5:1 na fase de multiplicagiio in vitro (Torres et al., 2001; Garcia Dusi
(1989 Bima, 2003), atingindo 7:1 a 10:1 nas multiplicacSes em telados ou em
campo aberto (Peters et al, 1989a; Dusi et al., 2003). As multiplicagdes em
telados ou em campo aberto, inclusive, s6 podem ser realizadas, por questdes
climaticas, uma vez ao ano. Portanto, um sistema de produg#o de bulbilhos-
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semente requer tempo € investimentos consideriveis. Deve-se multiplicar o
alho-semente advindo de laboratério com alta qualidade fitossanitéria em areas
isoladas de outros cultivos de alidceas e sob rigoroso controle de plantas
daninhas hospedeiras de virus que infectam alho, de modo a ocorrer baixa
pressio de inéculo e, consequentemente, baixas taxas de reinfestagdo. A
multiplicagio em campo nestas condigdes € a alternativa para reduzir custos,
podendo viabilizar a tecnologia, aumentando o mimero de geragGes com
lucratividade satisfatéria. Para tanto, é imprescindivel que se estabelecam
normas para a certificagdo do alho-semente.

Em batata-doce (Jpomoea batatas (L.) Lam), hé relatos de perdas de até
90% na produtividade comercial de batata-doce em decorréncia da
degenerescéncia do material cultivado (Brioso et al., 1989; Ngeve, 1990; Silva et
al., 1991; Pozzer, 1993; Kitajima Dusi (1989 Pozzer, 1995). A obten¢do de
ramas de batata-doce livres de virus através da cultura de meristema associada
ou ndo a termoterapia ja foi estudada (Peters et al., 1989b; Carvalho Dusi (1989
Leal, 1990), verificando-se incrementos produtivos de até 168% pelo uso desta
tecnologia.

Os ganhos de produtividade pelo uso de ramas sadias, no entanto, caem
rapidamente nos plantios sucessivos, sendo que apdés um ou dois ciclos de
produgido campo nio se verificam diferencas significativas entre material
proveniente de cultura de tecidos e material propagativo convencional (Carvalho
Dusi (1989 Leal, 1990; Pozzer, 1993; Pozzer et al., 1994). Em contrapartida, em
dreas isoladas, Pozzer et al. (1992), Reis (1995) e Cecilio Filho et al. (1998)
obtiveram superioridade produtiva, mesmo apés dois ou trés anos de exposi¢éo
a0 campo.

Torres et al. (1996) apresentam protocolo eficiente para a obtengdo
direta e rdpida de plantas de batata-doce livres de virus, sem formagéo de calo a
partir de apices caulinares com um primérdio foliar. As plantas foram indexadas
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via enxertia em Jpomoea setosa e por microscopia eletronica, sendo que, de um
total de 60 plantas, 71% apresentaram-se livres de virus.

A utilizacfio de ramas de batata-doce livres de virus € técnica eficiente,
ainda mais se considerarmos a extrema facilidade de multiplicagZo in vitro e in
vivo do material obtido a partir de plantas sadias, com taxas de 600:1 (Peters et
al., 1989b) em quatro meses, reduzindo custos. Acontece, porém, que a cultura é
caracteristicamente realizada em pequenas unidades produtivas que praticam o
policultivo. Portantb, nas condi¢cdes de produgdio da maioria dos produtores, a
tecnologia pode ndo ser vidvel em fungfio da rdpida reinfestagdo a campo.
Entretanto, se houver isolamento da cultura, o que se mostrou relativamente
eficiente, ¢ com o controle de plantas espontineas hospedeiras do virus,
principalmente as convolvulaceas, a técnica pode ser vidvel.

Lizérraga et al. (1999) apresentaram trabatho desenvolvido com ulluco,
um tubérculo andino, pelo Centro Internacional de la Papa (CIP), citando que
este tubérculo pode servir como fonte de inéculo de importantes virus que
infectam batata e mandioquinha-salsa. Utilizando plantas matrizes livres de
virus, os autores verificaram incremento produtivo entre 37 ¢ 62%, além do
efeito de protegio a culturas de maior importincia econdmica pela reducdo da
fonte de in6culo. Observaram, ainda, reduzida reinfestagio apés um ciclo de
exposi¢io no campo, indicando que a produgéo de plantas matrizes livres de
virus pode ser viavel.

Portanto, em culturas de propagacdio assexuada, o uso de material
propagativo oriundo do cultivo in vitro com alta qualidade sanitéria ¢ tecnologia

que proporciona incrementos produtivos significativos.
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MATERIAL E METODOS

Neste trabalho sdo apresentados 10 experimentos, seis relativos ao
desenvolvimento in vitro de mandioquinha-salsa (1.1 a 1.6), dois & aclimatizagdo
de plantas obtidas a partir da cultura de tecidos (2.1 e 2.2) e dois ao
desenvolvimento in vivo (3.1 e 3.2). Além disso, no item 4 séo apresentados os
trabalhos relativos a virus.

No experimento 1.1, foram testadas as combinagdes entre meios de
cultura e reguladores de crescimento encontradas em literatura que apresentaram
os melhores resultados para o desenvolvimento in vitro de mandioquinha-salsa,
comparando-se o meio B5, recomendado por Senna Neto (1990) e Luz (1993),
ao meio MS, recomendado por Cevallos & Castillo (1991) e Duque (1993).

No experimento 1.2, testou-se o meio MS a 50%, visto que, pelo
resultado do experimento anterior, levantou-se a hipétese de que este meio
pudesse estar com concentragio de sais acima do ideal para mandioquinha-salsa,
a semelhanca do que ocorre com plantas consideradas risticas, como o ginseng
brasileiro e a samambaia-espada, em fungdo da baixa exigéncia nutricional que
apresentam (Guimarées et al., 1999; Russowski & Nicoloso, 2003). Avaliou-se,
ainda, outro tipo de auxina, em comparagdo com a utilizada anteriormente.

No experimento 1.3, apés determinado um meio de cultura com elevada
taxa de regeneragdo para gemas apicais, trabalhou-se com tamanho de explante.

Os experimentos 1.4, 1.5 e 1.6 objetivaram, respectivamente, um ajuste
fino quanto a concentragdo de citocinina, de 4cido giberélico e de mio-inositol,
de modo a incrementar a regeneragio de plantas e o desenvolvimento in vitro e
reduzir a formacéo de calos.

Quanto 2 aclimatizagdo das plantas obtidas a partir da cultura de tecidos,
foram testados dois tipos de irrigacio e a adi¢io de casca de arroz carbonizada
ao substrato comercial Plantmax® no experimento 2.1.
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Em fungdo da elevada formagdo de calos na parte basal das plantas a
aclimatizar, no experimento 2.2 foi testado o efeito do corte basal do calo, de
forma semelhante a feita quando do plantio convencional, em que se efetua um
corte em bisel para aumentar a drea de enraizamento.

As plantas aclimatizadas foram entio avaliadas quanto ao
desenvolvimento inicial em vasos, em casa de vegeta¢do, no experimento 3.1.
Este material nio foi levado para campo aberto, primeiramente pelo limitado
nimero de plantas; em segundo, porque a primeira e a segunda geragdes
apresentam porte reduzido em relagdio a plantas convencionais, recuperando o
porte normal & medida que avan¢am as geragdes.

No experimento 3.2, foi comparado o material oriundo de cultura de
tecidos ao material convencionalmente utilizado pelos produtores, propagulos da
cultivar Amarela de Senador Amaral obtido junto a lavouras comerciais.

Foram testadas plantas indicadoras de modo a identificar as methores
espécies a serem utilizadas em um programa de indexagdo no ensaio 4.1. No
experimento 4.2, foi efetuada a indexagdo das matrizes e do material obtido a
partir de cultura de tecidos nos experimentos 1.1 a 1.6, havendo plantas que
foram multiplicadas por um ciclo e por dois ciclos em vasos em casa de
vegetagdo. No item 4.3 sio apresentados indicativos para a caracterizagdo, ao
nivel de género, de virus que infecta mandioquinha-salsa no Brasil.

3.1 Cultura de Tecidos

De maneira geral, para os experimentos relativos ao cultivo in vitro, a
desinfestagdio do material oriundo do campo foi feita inicialmente na sala de
preparo, concluindo-se o trabalho na sala de transferéncia sob capela de fluxo
laminar, seguindo os passos abaixo descritos:
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Na sala de preparo:

- Cortes laminares superficiais, deixando-se 22 3 cm de reservae 1 a
2 c¢m de peciolo;

- imersdo em 4lcool 70% por 3 minutos;

- imersdo em agua destilada para retirada do excesso de dlcool;

- cortes laminares superficiais, deixando-se 1 a 1,5 cm de reserva e
0,5 a 1 cm de peciolo;

- imersdo em 4lcool 70% por 1 minuto;

- imersdo em 4gua destilada para retirada do excesso de dlcool;

- imersdo em solugdo de hipoclorito de sédio a 1,25% por 10 minutos;

Na sala de transferéncia, em capela de fluxo laminar:

- imers3o em agua autoclavada por 3 vezes para a retirada do excesso
de cloro;

- cortes laminares superficiais, obtendo-se o explante para inoculagio
nos tubos de ensaio. '

Os explantes foram extraidos de plantas matrizes vigorosas, sem
sintomas visuais de doengas, com idade em torno de seis meses. As matrizes
foram identificadas individualmente e, de cada uma, retiraram-se cerca de 15
filhotes.

Os explantes foram cultivados individualmente em tubos de ensaio,
utilizando-se cerca de 15 mL de meio autoclavado, e mantidos em salas de
crescimento a 25 + 2° C com 14 horas de fotoperiodo ¢ iluminagdo fluorescente
com intensidade luminosa tomo de 40 pmolm?s?. Para todos os

tratamentos, adicionaram-se sacarose a 3% e agar a 0,7%.

31



A taxa de regenerag#o, o tamanho do calo, o niimero e altura de folhas, o
nimero e comprimento de raizes, quando presentes, foram avaliados apds quatro
semanas.

A taxa de regeneragfo foi dada pela razio entre o mimero de plantas
vidveis obtidas e o mimero de explantes utilizados, considerando-se plantas
vidveis aquelas que apresentaram crescimento foliar minimo de 1 cm, tomando-
se este valor como um minimo para a aclimatizagdo.

O tamanho do calo foi avaliado pela maior medida transversal do calo
formado na parte basal de cada planta.

O mimero de folhas por planta é obtido pela contagem simples das
folhas formadas por cada planta, desde que jé com os foliolos visiveis. A altura
méxima das fothas representa a altura da maior folha de cada planta, medida da
inser¢io no caule até seu apice. A altura média das folhas refere-se ao seu
tamanho médio, obtido pela razio entre o somatério da aitura de cada folha de
uma planta e o mimero de folhas da mesma.

O ntmero de raizes é dado pela contagem de raizes por planta. O
comprimento médio de raizes ¢ obtido pela razéio entre o somatério do
comprimento de cada raiz de uma planta e o mimero de raizes da mesma. O
comprimento méximo de raizes representa a medida da raiz mais comprida de
cada planta.

As medidas referentes aos calos, folhas e raizes foram efetuadas
externamente ao tubo de ensaio com o crescimento foliar (ICF), obtido a partir
da multiplicagiio do mimero de folhas pela tamanho médio destas, de modo a
reduzir distorgdes nos valores com relagio a tamanho médio de folhas, como no
caso em que plantas bem desenvolvidas com muitas folhas confundem-se com

plantas estioladas com poucos ou mesmo um \inico broto.
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3.1.1 Avaliagiio dos meios BS e MS.

O experimento foi realizado no laboratério de cultura de tecidos do
Centro Nacional de Recursos Genéticos e Bioteconologia (Cenargen) da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) em novembro e
dezembro de 2000.

Como explantes, utilizaram-se gemas apicais com cerca de 2 mm, da
cultivar Amarela de Senador Amaral.

Testaram-se os meios B5 (Gamborg et al., 1968) e MS (Murashige &
Skoog, 1962), puros e adicionados de 0,0lmg.L" de 4cido naftaleno acético
(ANA) e de 0,lmg.L" de ANA + 0,2mg.L" de 6-benzilaminopurina (BAP),
tendo por base os resultados obtidos por Luz (1993), Senna Neto (1990) e
Pessoa et al. (1994), recomendando o meio B3, e por Castillo (1991) e Duque
(1993), citando que o meio MS é adequado ao desenvolvimento in vitro de
mandioquinha-salsa.

Trata-se, portanto, de um experimento em fatorial 2 x 3 (meios de
cultura x reguladores de crescimento), montado no delineamento experimental
de blocos casualizados com quatro repetigdes. Cada parcela foi constituida por

oito tubos de ensaio. Efetuaram-se anélises de varidncia e testes de média Tukey.

33




3.1.2 Avaliacgdo do tipo de auxina e da concentragio do meio MS.

O experimento foi realizado no laboratério de cultura de tecidos da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) em janeiro e fevereiro de 2001.

Utilizaram-se como explantes gemas apicais com aproximadamente 2
mm, da cultivar Amarela de Senador Amaral. No caso especifico deste
experimento, utilizaram-se plantas matrizes com 12 meses, isto €, plantas
maduras que ja haviam passado da fase juvenil. Para promover estiolamento da
regido meristematica, de modo a facilitar a retirada dos apices caulinares, as
plantas matrizes ficaram em caixas de areia em casa de vegetagdo por 20 dias,
sob elevado adensamento e luminosidade reduzida.

Foi testado o meio MS em sua composi¢do normal e a 50%, ou seja, o
meio MS com metade de sua concentragdo de sais. Avaliaram-se, ainda, dois
tipos de auxina, ANA e acido indol butirico (AIB), adicionados a 0,2 mg.L"' de
BAP, concentragdo que proporcionou bom desenvolvimento de plantas no
experimento anterior. O controle constituiu-se dos meios de culturaMS a 50 e a
100% sem nenhum regulador de crescimento.

Trata-se, portanto, de um experimento em fatorial 2 x 3 (concentragdes
de sais do meio MS x tipo de auxina), montado no delineamento experimental de
blocos casualizados com quatro repeti¢cdes. Cada parcela foi constituida por oito

tubos de ensaio. Efetuaram-se analises de varidncia e testes de média Tukey.
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3.1.3 Avaliacio do tamanho de explante.

O experimento foi realizado no laboratério de cultura de tecidos da
Embrapa Recursos Genéticos e Bioteconologia (Cenargen), em margo € abril de
2001.

Utilizou-se o Meio BS (Gamborg et al., 1968), adicionado de 0,1 mg.L*
de ANA + 0,2 mgL' de BAP, tendo por base os resultados obtidos nos
experimentos anteriores.

Foram utilizadas as cultivares Amarela de Senador Amaral (ASA) e
Amarela Comum (AC).

Os tratamentos foram constituidos de diferentes tamanhos de explantes,
testando-se dpices caulinares meristeméaticos com aproximadamente 0,4 mm e
gemas apicais com cerca de 2 mm e 5 mm. Os dpices caulinares foram extraidos
sob lupa com aumento de 20 vezes.

Trata-se, portanto, de um experimento em fatorial 2 x 3 (cultivares x
tamanho de explante), montado no delineamento experimental de blocos
casualizados com quatro repeti¢des. Cada parcela foi constituida por seis tubos
de ensaio. Efetuaram-se anélises de variancia e testes de média Tukey.
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3.1.4 Avaliacdo da concentracio de BAP.

O experimento foi realizado no laboratério de cultura de tecidos da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), em margo € abril de
2001.

Utilizaram-se as cultivares Amarela de Senador Amaral e Amarela
Comum e explantes com cerca de 2 mm.

Testaram-se as concentragdes de 0; 0,2 € 0,4 mg.L"' de BAP adicionadas
a0 meio BS, acrescido de 0,1 mg.L"' de ANA, tendo por base os resultados
obtidos nos experimentos anteriores.

Trata-se, portanto, de um experimento em fatorial 2 x 3 (cultivares x
concentragio de BAP), montado no delineamento experimental de blocos
casualizados com quatro repeti¢des. Cada parcela foi constituida por seis tubos
de ensaio. FEfetuaram-se anilises de varidncia e testes de média Tukey para a
fonte de variagfio cultivar e analise de regressdo para niveis de BAP.
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3.1.5 Avaliacio da concentraciio de Acido Giberélico.

O experimento foi realizado no laboratério de cultura de tecidos da
Embrapa Hortaligas, em setembro e outubro de 2002.

Foram utilizadas as cultivares Amarela de Senador Amaral Amarela
Comum e explantes com aproximadamente 2 mm.

Testaram-se as concentragdes de 0; 0,125 ¢ 0,250 mgL"' de acido
giberélico (GA;) adicionado ao meio BS5, acrescido de 0,1 mg.L" de ANA + 0,2
mgL! de BAP, tendo por base os resultados obtidos nos experimentos
anteriores.

Trata-se, portanto, de um experimento em fatorial 2 x 3 (cultivares x
concentragio de GAj;), montado no delineamento experimental de blocos
casualizados com quatro repetiges. Cada parcela foi constituida por seis tubos
de ensaio. Efetuaram-se analises de variincia e testes de média Tukey para a
fonte de variacéo cultivar e analise de regress@o para niveis de GAs.
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3.1.6 Avaliaciio da concentraciio de Mio-inositol.

O experimento foi realizado no laboratdrio de cultura de tecidos da
Embrapa Hortaligas, em setembro e outubro de 2002.

Foram utilizadas as cultivares Amarela de Senador Amaral Amarela
Comum e explantes com aproximadamente 2 mm.

Testaram-se as concentragdes de 0; 50 ¢ 100 mgL"' de mio-inositol
adicionados ao meio BS, acrescido de 0,1 mg.L™! de ANA + 0,2 mgL" de BAP,
tendo por base os resultados obtidos nos experimentos anteriores.

Trata-se, portanto, de um experimento em fatorial 2 x 3 (cultivares x
concentragdo de mio-inositol), montado no delineamento experimental de blocos
casualizados com quatro repeti¢des. Cada parcela foi constituida por seis tubos
de ensaio. Efetuaram-se anilises de varidncia e testes de média Tukey para a

fonte de variaggio cultivar ¢ anélise de regresséo para niveis de mio-inusitol.
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3.2 Aclimatizacdo

As plantas obtidas a partir da cultura de tecidos foram transplantadas em
bandejas de poliestireno expandido (isopor), com 128 células. No momento da
retirada das plantas dos tubos de ensaio, elas foram lavadas para retirada de meio
de cultura aderido as raizes e aos calos.

Utilizou-se o substrato comercial Plantmax®, amplamente utilizado para
trabalhos deste tipo.

Foram utilizadas plantas oriundas da cultura de tecidos das cultivares
Amarela de Senador Amaral e Amarela Comum.

3.2.1 Avaliacio do sistema de irrigag¢iio e da adicio de casca de arroz

carbonizada.

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo na Empresa
Hortalicas, em janeiro e fevereiro de 2603.

Foi avaliada a adi¢io de casca de arroz carbonizada (CAC) ao substrato
na proporgio de 1 de CAC: 3 de Plantmax®.

Testou-se também o sistema de irrigagéo por flutuagio em comparagio
com o de microaspersiio, tradicionalmente utilizada na produgdo de mudas e
aclimatizacio de plantas (Minami, 1995; Filgueira, 2000). A irrigacio por
flutuagiio foi obtida pela manuten¢do permanente de lamina d’4gua de 2 a 3cm
sob as bandejas de mudas, utilizando-se bandejas plasticas. |

As bandejas foram mantidas em casa de vegetagdo, onde as temperaturas
oscilaram entre 19 € 24°C 4 noite e 25 e 42°C durante o dia.

O experimento foi montado no delineamento em blocos casualizados
com 4 repeticdes, disposto em parcelas subdivididas; as parcelas foram
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constituidas pelo sistema de irrigag3o e a adi¢do ou ndo de CAC e as cultivares
representaram as subparcelas. A parcela foi constituida por 8 plantas. Efetuaram-
se analises de varidncia e testes de média Tukey.

Quatro semanas apés o transplantio das plantas avaliaram-se a
sobrevivéncia, o niimero e a altura de folhas.

3.2.2 Avaliaciio do corte basal nas plantas.

O experimento foi realizado em casa de vegetagio na Empresa
Hortaligas, em fevereiro e margo de 2003.

Testou-se o efeito do corte da parte basal das plantas no momento do
transplantio para a aclimatizacdo, em funcéio da excessiva formagdo de calo e
fraco enraizamento observado em todos os tratamentos que apresentaram bos
formagio da parte aérea da planta.

Foram avaliadas, ainda, as cultivares Amarela de Senador Amaral e
Amarela Comum.

As plantas obtidas a partir da cultura de tecidos foram transplantadas em
bandejas de poliestireno expandido (isopor) com 128 células. No transplantio,
isto é, no momento da retirada das plantas dos tubos de ensaio, as plantas foram
levadas para retirada de meio de cultura aderido as raizes e aos calos.

Utilizou-se o substrato comercial Plantmax®, adicionado de casca de
arroz na proporgio de 3:1, em fungSo do resultado obtido no experimento
anterior.

As bandejas foram mantidas em casa de vegetagdo, onde as temperaturas
oscilaram entre 19 e 24°C a noite e 25 ¢ 42°C durante o dia. A irrigacdo utilizada

foi a por microaspersdo.
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O delineamento foi em blocos casualizados com 5 repeti¢des, em faixas
(com e sem corte basal). Efetuaram-se analises de varidncias ¢ testes de média
Tukey.

Quatro semanas apds o transplantio das plantas, avaliaram-se a

sobrevivéncia, o namero ¢ a altura de folhas.

3.3 Desenvolvimento In Vivo
3.3.1 Avaliacio do Desenvolvimento Inicial

As plantas obtidas a partir de cultura de tecidos foram testadas quanto ao
vigor, avaliando-se o desenvolvimento inicial das mudas de mandioquinha-salsa.
Como controle, tomaram-se mudas de plantas matrizes que foram fornecedoras
de explantes para a cultura de tecidos.

As mudas foram plantadas em vasos de 2 L, em casa de vegetagio, em
margo de 2003, Utilizou-se substrato composto por 3 partes de terra de barranco,
1 parte de esterco bovino curtido, 1 parte de casca de arroz carbonizada,
corrigido e enriquecido por 1,2 kg de calcario dolomitico e 400 g de NPK 04-14-
08 por m® de substrato.

Testaram-se plantas matrizes e plantas de 1° e de 2° geragdo apés a
cultura de tecidos.

Foi utilizado o delincamento em blocos casualizados, com cinco
reepticGes. As parcelas foram compostas por 10 vasos para plantas de 1° e de 2°
geracdo apds a cultura de tecidos e por quatro vasos para plantas matrizes.

Foram avaliadas as caracteristicas taxa de sobrevivéncia, mimero e
altura de folhas. A produtividade comercial nio foi avaliada porque,
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semelhanga do que ocorre com alho que passa pela cultura de tecidos, a primeira
e a segunda geragGes apresentam-se menores ¢ produzem poucos filhotes,

geralmente trés a cinco.

3.3.2 Avaliacdo da Producio em Campo

Plantas de mandioquinha-salsa da cv. Amarela de Senador Amaral
produzidas a partir da cultura de gemas apicais pela empresa In Vitro, localizada
no Gama, Distrito Federal,-foram multiplicadas por um ciclo em campo aberto,
distante 100 m de outras plantas de mandioquinha-salsa. No segundo ano, este
material, codificado por ASA-CT, foi comparado ao material
convencionalmente utilizado pelos produtores, propigulos das cultivares
Amarela de Senador Amaral (ASA) obtidos junto a lavouras comerciais.

Efetuou-se o preparo de mudas e o plantio em canteiros para pré-
enraizamento em junho de 2003 segundo Madeira (2000b). Seguiram-se as
recomendagdes técnicas citadas por Santos & Carmo (1998) e Santos et al.
(20Q0). A colheita foi realizada oito meses ap6s o transplantio em fevereiro de
2004.

O plantio foi efetuado faixas e cada faixa se constituiu de um
material, ASA e ASA-CT. Efetuaram-se avaliagdes com relagdio ao desempenho
produtivo, tomando-se seis parcelas em cada faixa. A parcela foi constituida por
5 plantas.

Avaliou-se, em numero e peso, a produgdo por classe comercial,
utilizando-se a classificagio proposta pelas Companhia de Entrepostos e
Armazéns Gerais de S3o Paulo - Ceagesp (2002). Os dados foram submetidos a
testes de média.
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Foram observadas as caracteristicas morfolégicas do material obtido a
partir da cultura de tecidos, comparando-se com o material tradicionalmente
cultivado, de modo a observar se houve variagio somaclonal em fungdo do
cultivo in vitro. Para tanto, utilizou-se a descrigiio efetuada por Santos (2003),
em que sio apresentados os descritores morfologicos para a cv. Amarela de
Senador Amaral. As caracteristicas observadas foram as seguintes: porte da
planta, cor das folhas, cor do peciolo, cor da base do peciolo, cor externa das
raizes, formato das raizes, inser¢io das raizes na coroa, coloragdo do xilema,

fechamento do &pice radicular e quantidade de reentrancias nas raizes.
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3.4 Virus em mandioquinha-salsa no Brasil
3.4.1 Inoculagiio mecdnica em circulo de hospedeiros

Efetuaram-se testes de inoculagdo mecénica em doze plantas indicadoras
para determinagiio das melhores espécies a serem utilizadas quando da
realizagio de um niimero maior de amostras a testar. A escolha das plantas a
serem testadas foi baseada nas informacGes relativas a plantas hospedeiras, ndo
hospedeiras e indicadoras relacionadas aos virus que infectam mandioquinha-
salsa (Regenmortel et al., 2000). As plantas indicadoras estudadas foram
Gomphrena globosa, Physales floridana, Nicandra physaloides, Datura
stramonium, D. metel, Nicotiana benthamiana, N. tabacum, N. sansum,
Chenopodium quinoa, C. amaranticolor, Capsicum annum cv. P1 679, Capsicum
annum cv. Ykeda, Cucurbita pepo e Cucumis sativum.

Testaram-se amostras de uma planta matriz da cultivar Amarela de
Senador Amaral, que foi codificada por S1, fomecedora de explantes para a
cultura de tecidos, e de plantas obtidas a partir da cultura de gemas apicais com
cerca de 5 mm da planta matriz S1, codificadas por S1-1, §1-2, S1-3, S14. As
amostras constituiram-se de pedagos de folhas com aproximadamente 1 cm’.

Utilizou-se a metodologia descrita por Dijkstra & Jager (1998), que
consiste, resumidamente, na macera¢do de amostras foliares com cerca de 1 cm?
em solugfio tampdo de inoculagio e friccdio leve em plantas indicadoras
previamente polvilhadas com abrasivo. Como controle negativo, tomaram-se
amostras de folhas de plantas indicadoras sadias.



3.4.2 Indexagio pela inoculaciio mecinica em plantas indicadoras

Utilizaram-se as plantas indicadoras Chenopodium quinoa, C.
amaranticolor e Nicotiana benthamiana para indexacdo de virus em
mandioquinha-salsa, tendo por base os resultados obtidos no ensaio anterior, em
que estas trés plantas apresentaram sistematicamente sintomas caracteristicos,
indicando a ccorréncia de virus.

Foram testadas amostras de plantas matrizes das cultivares Amarela de
Senador Amaral e Amarela Comum, fornecedoras de explantes para a cultura de
tecidos, e de plantas obtidas a partir da cultura de dpices caulinares ¢ de gemas
apicais, de primeira e de segunda geragéo de cultivo em telados. As amostras
constitufram-se de pedacos de folhas com aproximadamente 1 cm’.

Utilizou-se a metodologia descrita por Dijkstra & Jager (1998).

Como controle negativo, tomaram-se amostras de folhas de plantas
indicadoras sadias e plantas obtidas por via seminifera, o que teoricamente
excluiria a ocorréncia da maioria dos fitovirus.

As plantas que apresentaram reagiio negativa foram retestadas outras
duas vezes para confirmacdo do resultado, exceto quando ocorreu a morte de
plantas, inviabilizando a possibilildade de repetir o teste.
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3.4.3 Indicativos para a caracterizacio de virus em mandioquinha-salsa no
Brasil

Trabalhos efetuados pela equipe técnica da Embrapa Hortalicas no
sentido de caracterizar o virus que estd infectando mandioquinha-salsa no Brasil
sio brevemente relatados neste item.

Efetuaram-se testes soroldgicos Elisa indireto para AP-1.

Foi feito o sequenciamento parcial da capa protéica de um virus que
infecta mandioquinha-salsa.

Amostras de plantas sintométicas para virus foram preparadas para

microscopia eletronica.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Cultura de Tecidos

A taxa de contaminagdo, principalmente por bactérias enddgenas,
especialmente Erwinia spp., verificada nos experimentos com cultura de tecidos
foi de 8,4%, valor relativamente baixo, demonstrando que a metodologia de
desinfestagdo utilizada foi eficiente. Castillo (1991) cita que um dos principais
problemas para o cultivo in vitro de mandioquinha-salsa é a contaminag&o por
bactérias enddgenas. Neste trabalho, isso nfo se verificou e a contaminagdo do
material ndo constituiu fator limitante ao desenvolvimento in vitro de
mandioquinha-salsa. E fundamental que as plantas matrizes fornecedoras de
explantes apresentem-se vigorosas, sauddveis e, preferencialmente, juvenis. Ha
duas hipéteses para esta excessiva contaminagio: ou as plantas utilizadas ndo se
apresentavam em bom estado fisolégico e sanitério ou o tamanho dos explantes
utilizado foi relativamente grande, o que, segundo Caldas et al. (1998), aumenta
as taxas de contaminag3o.

Os altos valores de CV verificados para as variéveis mimero de raizes,
comprimento miximo das raizes e comprimento médio das raizes devem-se, na
verdade, ao fato de que o enraizamento foi extremamente reduzido. Em fungdo
disso, quando houve formagfio de algumas raizes esporadicamente em uma ou
outra planta, verificou-se um valor altissimo para a variabilidade, gerando um
CV muito alto. Apesar disso, os dados apresentaram distribuicdo normal,
permitindo sua anélise sem necessidade de transformagdo dos mesmos.
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4.1.1 Avaliaciio dos meios BS ¢ MS.

Os valores médios para as caracteristicas taxa de regeneragdo, tamanho
de calos, mimero de folhas, altura média e maxima das fothas, mimero de raizes
¢ comprimento médio e maximo das raizes sio apresentados na Tabela 1.

As anélises de variincia do experimento 1.1 estdo nas Tabelas 1A a 17A
(Anexo A), em que se verifica que a interagéo meios de cultura x reguladores de
crescimento foi altamente significativa para tamanho de calo (p=0,0009), altura
média e mixima das folhas (p=0,0009 e p=0,0000, respectivamente) e indice de
crescimento foliar (p=0,0008).

TABELA 1: Taxa de regeneragiio, tamanho de calos, desenvolvimento da parte
aérea e do sitema radicular em fungiio do meio de cultura e do
regulador de crescimento. Brasflia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot.,
2000.

Taxa Tam. Parte aérea Sistema radicular
Meio Reg. Regen. Calos Nim. A.Mix. AMéd Num. C.Miéx. C.Méd.
Cult. Cresc. (%) (mm) Folhas (mm mm) Raizes (mm) (mm
MS 0 55,0 0 1,6 30,7 273 0,4 1,6 1,5
MS ANA! 70,0 0 1,4 26,6 248 14 3,5 3,1
MS ANA+BAP? 950 7,5 51 229 154 O 0 0
BS 0 70,0 0 | ] 283 229 0,6 8,9 7,5
BS ANA! 850 16 1,2 213 199 1,0 12,7 7,1
BS ANA+BAP? 1000 139 4 64,7 31 01 06 06
CV(%) - 12,70 35,89 19,89 2240 21,52 11522 182,73 131,57
AMix. = Alura méixima das folhas; AMéd. = Altura média das folhas; C.Mdx. =
Comprimento méximo das raizes; C.Méd. = Comprimento médio das raizes.

1 - ANA na concentragdo de 0,01mg.L”
2 - ANA+BAP nas concentragdes de 0,1mg.L" e de 0,2 mg.L", respectivamente.
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Desdobrando-se a interagio meios de cultura x reguladores de
crescimento, observa-se a superioridade do meio B5 quando se utilizam os
reguladores de crescimento ANA e BAP associados para as caracteristicas altura
média e méaxima das folhas, ICF e tamanho de calos (Tabela 2). O calejamento
excessivo ocorreu em consequéncia do maior desenvolvimento da planta como
um todo e niio por um efeito negativo de calejamento excessivo.

Com relagiio a taxa de regeneragio, ao nimero de folhas e ao mimero e
comprimento de raizes, nio foram verificadas interages significativas entre os
fatores de variagdo. Para estas caracteristicas, nio se verificaram diferencas
significativas entre os meios B5 e MS, com 79,2% de plantas regeneradas,
contendo em média 2,5 folhas e 0,6 raizes por planta.

Entre os reguladores de crescimento, os tratamentos com ANA e BAP
associados foram superiores com relagio a taxa de regeneragio, seguidos dos
tratamentos somente com ANA. Para mimero de folhas, ANA e BAP associados
superaram os demais tratamentos (Tabela 3). Isso provavelmente ocorre em
fungdio do reconhecido efeito destes reguladores de crescimento na multiplicagéo
e alongamento celulares (Caldas et al., 1998).

De forma geral, os tratamentos que receberam a adigiio somente da
auxina ANA, na concentracio de 0,1 mg.L", produziram maior ntimero de raizes
quando comparados aos demais tratamentos, confirmando o reconhecido efeito
enraizador das auxinas (Tabela 3).
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TABELA 2: Tamanho de calos de plantas in vitro de mandioquinha-salsa em
funcdo do meio de cultura e de reguladores de crescimento.
Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2000.

Tamanho de calos

Meio de Casca de arroz carbonizada (CAC)
Cultura 0 (sem) ANA' ANA + BAP'* p
MS 0aB 0aB 7,5 bA 0,0000
BS 0 aB 1,6 aB 13,9 aA 0,0000
p 1,0000 0,1208 0,6000

Altura Média de Folhas
MS 27,3aA 24,8 aA 154 bB 0,0110
BS 229a B 199a B 319aA 0,0116
P 0,2412 0,1921 0,0004

Altura Maxima de Folhas
MS 30,7 aA 26,6 aA 229 bA 0,3347
B5 283a B 21,3a B 64,7 aA 0,0000
P 0,6436 0,3184 0,0000
Indice de Crescimento Foliar

MS 44aB 33aB 78 bA 0,0048
BS 34aB 22aB 139 aA 0,0000
P 0,4424 0,3856 0,6001

1 - ANA na concentragio de 0,01lmg.L™
2 - ANA+BAP nas concentragdes de 0,1mg.L" e de 0,2 mg L™, respectivamente.

Médias seguidas pela mesma letra, miniscula nas colunas e maitiscula nas linhas, nio
diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos confirmam as observagges feitas por Senna Neto
(1990) e Luz (1993) de que a~combinagio 0,1 mg.L" de ANA e 0,2 mgL" de

BAP gerou mais plantas e estas foram mais vigorosas.
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TABELA 3: Taxa de regeneragio, nimero de folhas ¢ niimero de raizes em
fungdio do regulador de crescimento. Brasilia/DF, Embrapa Rec.

Gen. ¢ Biot., 2000,
Reg. Taxa Nim. Nim.
Cresc Regen. (%) Folhas Raizes
0 625 ¢ 16 b 0,5ab
ANA! 775 b 1,3 b 1,2a
ANA+BAP? 97,5a 4,7a 01 b
p 0,0000 0,0000 0,0096

:
Ep 3,555 0,177 0,234

1 - ANA na cancentracgo de 0,01mg.L™

2 - ANA+BAP nas concentragtes de 0,Img.L e de 0,2 mg. L, respectivamente.

Médias seguidas pela mesma letra nfo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de

probabilidade.

Portanto, o tratamento BS + 0,ImgL' de ANA + 0,2mg.L’ de BAP
destacou-se entre 0s meios testados como o melhor meio de cultivo para
mandioquinha-salsa. Entretanto, s30 necessérios ajustes para reduzir a formagiio
de calos ¢ methorar o enraizamento.

A supericridade do meio BS para o desenvolvimento in vitro de
mandoquinha-salsa pode cstar associada 4 sua menor concentragio de sais. A
mandioquinha-salsa ¢ cultura ristica ¢ seu desenvolvimento em campo ocorre
plenamente em solos de fertilidade mediana (Balbino et al., 1990; Souza, 1992).
Portanto, a semelbanga do que ocorre em campo, é possivel que se obtenha bom
desenvolvimento in vitro utilizando um meio basico de cultura com menor
concentragio de sais. A Figura 2 apresenta plantas de mandioquinha-salsa
produzidas nos meios basicos BS ¢ MS.
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OlmgL ANA
ozmgL"BAP

0 0,01 mg.L' ANA

FIGURA 2: Plantas de mandioquinha-salsa produzidas nos mmos B5 e MS, sem
regulador de crescimento (0), com 0,01 mg.L"' de ANA e com 0,1
mg.L" de ANA + 0,2 mgL" de BAP. Brasilia/DF, Embrapa Rec.

Gen. e Biot., 2000.
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4.1.2 Avaliacio do tipo de auxina e da concentragiio do meio MS.

As anilises de varidncia do experimento 1.2 estio nas Tabelas 18A a
26A (Anexo A), em que se verifica que ndo houve interagdo significativa entre
os fatores de variagio para nenhuma das caracteristicas avaliadas.

Na Tabela 4 sfio apresentados os valores médios para as caracteristicas
taxa de regeneragio; tamanho de calos, nimero de folhas, altura média e
méxima das folhas, nimero de raizes e comprimento médio e méximo das raizes
em fungio da concentragio do meio MS e tipo de auxina.

Neste segundo experimento, foram avaliadas duas concentrages do
meio MS, a composi¢io normal e a equivalente a 50% dos sais, de modo a
verificar se este meio de cultura realmente nio promove bom desenvolvimento
in vitro de mandioquinha-salsa. Também foram testadas as auxinas AIB e ANA.

TABELA 4: Taxa de regeneracdio, tamanho de calos, desenvolvimento da parte
aérea e do sitema radicular em fungiio da concentragéio do meio de
cultura e do regulador de crescimento. Lavras/MG, Ufla, 2001.

Taxa Tam Parte aérea Sistema radicular
Conc. MS Reguls. Regen. Calos Nium. AMix AMéd Num. C.Max.C.Méd.
(%) Cresc. (%) (mm) Folhas . (mm) . (mm) Raizes (mm) (mm)
50 0 22,0 2,0 10 192 192 13 57 46
100 0 27,7 34 12 125 123 00 00 00
50 AIB+BAP 93,3 6,2 32 192 139 00 00 00
100 AIB+BAP 823 6,6 37 168 125 03 08 08
50 ANA+BAP 94,0 7,1 31 20,0 144 04 09 08
100 ANA+BAP 86,7 2,2 1,7 200 166 00 00 00
CV(%) - 56,52 53,54 34,88 38,62 39,95 217,76 224,77 218,07
AMaéax. = Altura mixima das folhas; A Méd. = Altura média das folhas; C.Max. =
Comprimento méximo das raizes; C.Méd. = Comprimento médio das raizes.
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TABELA 8: Taxa de regeneragdo, tamanho de calos, desenvolvimento da parte
aérea e numero de raizes em fun¢io da cultivar. Embrapa
Hortaligas, Brasilia, DF, 2004.

Taxa Tam. Parte aérea
Cv. Regen. Calos Num. AMiax. AMé.  Indice Num.
(%) (mm) Folhas (mm) (mm) Cresc.Fol. Raizes
AC 993a 17,5a 51a 699a 3838a 198 a 0,la
ASA 1000a 166a 41 b 616a 413a 1569 b 02a
p 0,3332  0,0409 0,0003 0,0073  0,2150 0,0005 0,5636
Ep 0,501 0,274 0,160 1,889 1.356 8,628 0,099
AMiax. = Altura mixima das folhas; A Méd. = Altura média das folhas; C.Méx. =
Comprimento méximo das raizes; C.Méd. = Comprimento médio das raizes.
Médias seguidas pela mesma letra nfio diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. :

Verificou-se maior nimero de folhas na cultivar Amarela Comum e,
consequentemente, maior ICF, provavelmente por uma caracteristica varietal de
maior porte. Para as demais caracteristicas, ndo foram observadas diferencas
significativas (Tabela 8). Esta superioridade em mimero de folhas observada na
cv. Amarela Comum ndo interfere no nimero de plantas a aclimatizar dentro do
sistema de produciio in vitro proposto, visto que se objetiva, neste trabatho, a
obte;u;io de uma planta para cada explante trabalhado. Contudo, plantas com
maior nuimero de folhas para um mesmo tamanho médio dos mesmos
apresentam maior capacidade de estabelecimento durante a aclimatizag3o.

Os épices caulinares com 0,4 mm apresentaram menor
crescimento para as varidveis tamanho de calos e altura média ¢ méxima
das folhas em relagio aos dois tamanhos de gemas apicais (Tabela 9,
Figura 3). Com relagdo ao ICF, é4pices caulinares com 0,4 mm n#o
diferiram estatisticamente de gemas apicais com 2 mm e foram
significativamente menores que gemas apicais com 5 mm. Os dois

tamanhos de gemas apicais ndio diferiram estatisticamente. Isso ji era
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TABELA 9: Taxa de regeneragio, tamanho de calos, desenvolvimento da parte
aérea ¢ numero de raizes em fungdo do tamanho de explante.
Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

Taxa Tam. Parte acrea
Tamanho Regen. Calos Num AMix AMéS. Indice  Num.
Explante (%) (nm) Folhas (mm) (mm) Cresc.Fol. Raizes
A.Caul 989a 134 b 48a 564 b 335 Db 158 b 00a
Gema2 100,02 18,la 45a 674a 415a 187ab O,1a

GemaS 1000a 196a 45a 73,6a 452a 200 a 03a
P 0,3911 0,0000 05923 0,0003 0,0006 0,0371 0,3754
Ep 0,613 0,335 0,196 2,315 1,661 10,567 0,122
A.Mix. = Altura méxima das folhas; A.Méd. = Altura média das folhas.

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

csperado em fungdo da maior quantidade de reservas em gemas apicais, o que
promove crescimento inicial mais intenso em relagfio a explantes menores.
Como o desenvolvimento foi semelhante entre gemas apicais com 2 ¢
com 5 mm, deve-se preferencialmente trabalhar com gemas menores, visto que,
quanto menor € o explante, mais provével ¢ a limpeza com relagiio a patogenos
fingicos e bacterianos. Quanto a virus ¢ outros patégenos causadores de docngas
degenerativas, mesmo explantes com 2 mm ndo sdo suficientcs para produzir
plantas isentas destas doengas. Para tanto, deve-se utilizar explantes menores,
apices caulinares meristematicos (Caldas et al., 1998). Em um programa de
limpeza clonal, a producio de plantas a partir de gemas apicais s6 é aplicavel
quando se utilizam plantas matrizes isentas de virus, multiplicadas em local

isolado com tela antiafidica, acesso restrito e criterioso controle fitossanitario.
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FIGURA 3: Plantas de mandioquinha-salsa produzidas em meio B5 +0,1 mg.L"
de ANA + 02 mgL' de BAP a partir de apices caulinares

meristematicos com cerca de 0,4 mm e de gemas apicais com cerca
de 2 ¢ 5 mm. Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. ¢ Biot., 2001.
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4.1.4 Avaliacio da concentragiio de BAP

As anilises de varidncia do experimento 1.4 estdo nas Tabelas 36A a
44A (Anexo A), em que se verifica que niio houve interagdo significativa entre
os fatores de variagfio para nenhuma das caracteristicas avaliadas.

Este experimento teve por objetivo obter um ajuste fino com relagdo a
concentragio ideal de. BAP, principalmente no sentido de avaliar a possibilidade
de reducio do tamanho excessivo de calos.

Os valores médios para as caracteristicas taxa de regeneragéo, tamanho
de calos, nimero de folhas, altura média e mixima das folhas, nimero de raizes
e comprimento médio e méaximo das raizes em fun¢fio da cultivar e da
concentracio de BAP sdo apresentados na Tabela 10.

TABELA 10: Taxa de regeneragdo, tamanho de calos, desenvolvimento da parte
aérea ¢ do sistema radicular em fungdo da cultivar e da
concentragdo de BAP. Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot.,
2001.

Conc. Taxa Tam. Parte aérea Sistema radicular

Cv. BAP Regen. Calos Nim. AMAx. AMéd Nim CMax. C.Méd.
(mg.L") (%) (mm) Folhas (mm) (mm) Raizes (mm) (mm)

AC 0 50,0 22,2 1,6 944 823 0,2 23 2,2
ASA 0 97,0 206 1,5 94,7 849 0,2 2,0 2,0
AC 02 1000 200 4,5 816 484 03 1,7 1,0
ASA 02 1000 18,5 38 745 473 0,5 58 4,1
AC 04 1000 174 6,2 604 355 0,1 1,4 09
ASA 04 1000 175 4,3 504 324 02 1,5 1,3

CV(%) - 887 631 1569 11,14 1525 129,54 137,66 132,14

AMiéx. = Altura méxima das folhas; A.Méd. = Altura média das folhas; C.Mix. =
Comprimento maximo das raizes; C.Méd. = Comprimento médio das raizes.
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Assim como no experimento anterior, observou-se maior mimero de
folhas e maior ICF na cultivar Amarela Comum (Tabela 11).

Niveis crescentes de BAP proporcionaram plantas com mais folhas
(Tabela 12, Figura 4), porém de menor tamanho (Tabela 12, Figura 5). A
auséncia de BAP levou a formagio de plantas estioladas, com poucas folhas, o
que pode ser observado pelos elevados valores de altura méxima de folhas,

associados a um baixo niimero de folhas (Tabela 12).

TABELA 11: Taxa de regenerag#o, tamanho de calos, desenvolvimento da parte
aérea e nimero de raizes em fungio da cultivar. Brasilia/DF,

Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

Taxa  Tamanho Parte aérea
Cv. Regen. (%) Calos Nim. AMix AMéd Indice Nam.
{mm) Folhas (mm) (mm) Cresc.Fol. Raizes
AC 96,7 a 199a 4,1a 788a 554a 190 a 02a
ASA 990a 18,9 a 32 b 732a 548 a 145 b 03a
p 0,5202 0,0655 0,0010 0,1258  0,8785 0,0029  0,5242
Ep 2,593 0,405 0,247 2,593 3,430 9,006 0,088
AM#x. = Altura maxima das folhas; A.Méd. = Altura média das folhas.

Médias seguidas pela mesma letra nfo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

60



TABELA 12: Taxa de regeneracdo, tamanho de calos, desenvolvimento da parte
aérea ¢ nimero de raizes em fungdo da concentragio de BAP.
Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. ¢ Biot., 2001.

Conc. Taxa Tam. Parte aérea
BAP Regen. Calus Nim. AMix, AMéd. Indice Niim.
(mgl") (%) (mm) Folhas  (mm) (mm)  DesFol.  Raizes

0 93,5 214 1,5 94,5 83,6 136 0,2
02 1000 193 4,1 78,0 479 195 04
04 1000 174 5,2 554 339 176 0.1
Ep 3,192 0499 0304 4,223 3,193 11,088 0,108

A Mix. = Altura maxima das folhas; A.Méd. = Altura média das folhas.

O aumento na concentragio de BAP reduziu a formagdo de calos
(Tabela 12, Figura 4), entretanto promoveu, proporcionalmente, maior reducdo
no desenvolvimento da parte aérea (Tabela 12, Figura 5), o que se pode verificar
pelo ICF. Portanto, nio se pode aumentar muito o nivel de BAP e a relag3o
BAP/ANA, de modo a nio comprometer o pleno desenvolvimento das plantas.
Deve-se buscar o balanco ideal para concentragiio de BAP, isto ¢, um ponto
intermedirio que proporcione bom desenvolvimento da parte aérea em tamanho
e nimero. Também se deve considerar que um menor tamanho de calo ¢
interessante. Pelos resultados obtidos, concentragdes em torno de 0,3 mg.L" de
BAP foram as que conciliaram as melhores caracteristicas, tamanho de calo
relativamente reduzido, em torno de 18,4 mm, e bom desenvolvimento da parte
aérea, com cerca de 4,5 folhas com altura média de 43 mm. A Figura 6 mostra
plantas de mandioquinha-salsa produzidas sob diferentes concentra¢des de BAP.
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Diametro de calos (mm)
Numero de brotos (un)

Concentragao de BAP (mg.L™")

FIGURA 4: Numero de folhas e tamanho de calos em fun¢do da concentragio
de BAP. Brasilia/DF Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.
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FIGURA 5: Altura média e maxima das folhas em fungdo da concentragdo de
BAP. Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot. 2001.
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FIGURA 6: Plantas de mandioquinha-salsa produzidas em meio B3 +0,1 mg.L"
de ANA ¢ sob diferentes concentragdes de BAP (0;0.2 ¢ 0,4 mg L™
de BAP). Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. ¢ Biot., 2001.
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4.1.5 Avaliagiio da concentragdio de Acido Giberélico.

As andlises de varidncia do experimento 1.5 estio nas Tabelas 45A a
SO0A (Anexo A), em que se verifica que nfio houve interagdio significativa entre
os fatores de variag3o para nenhuma das caracteristicas avaliadas.

Os valores médios para as caracteristicas taxa de regeneragio, tamanho
de calos, nimero de folhas, altura média e maxima das folhas e mimero de raizes
em fungdo da cultivar ¢ da concentragdo de acido giberélico utilizada sdo
apresentados na Tabela 13,

Tabela 13: Taxa de regeneragfio, tamanho de calos, desenvolvimento da parte
aérea ¢ nimero de rafzes em fungfio da cultivar ¢ da concentragio
de GA;. Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2002.

Conc. Taxa Tam. Parte aérea
Cv. GA; Regen. Calus Nim. AMix AME Nim.
mglh) %) (mm) Folhas (mm) (mm) Raizes

AC 0 87,5 7,0 3,7 21,8 15,0 0,0
ASA 0 87,5 6,0 29 20,0 14,0 0,0
AC 0,125 82,5 7,0 32 24,6 16,2 0,0
ASA 0,125 75,0 6,0 2,5 22,9 16,4 0,0
AC 0,250 100,0 88 35 31,5 19,9 0,0
ASA 0,250 90,0 7,0 2,8 34,8 21,2 0,0
CV(%) - 14,46 15,81 21,24 16,75 11,63  0,0000

A.Mix. = Altura méxima das folhas; A.Méd. = Altura média das folhas.
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Assim como nos dois experimentos anteriores, obteve-se maior nimero
de folhas e maior ICF na cv. Amarela Comum (Tabela 14).

O aumento na concentragdo de GA; promoveu elevagao significativa na
altura média e maxima das folhas e tendéncia discreta de aumento no tamanho
de calos (Tabela 15, Figura 7). A concentragdo de GA; néo teve influéncia sobre
o numero de folhas e o tamanho de calos (p=0,0633 e p=0,054,
respectivamente). A Figura 8 mostra plantas de mandioquinha-salsa produzidas
sob diferentes concentragdes de GAs;.

Pelos resultados apresentados na Tabela 15, pode-se constatar o efeito
benéfico promovido por este regulador de crescimento. A curva de resposta a
GA; para altura das plantas é apresentada na Figura 7. Castillo (1991), Cevallos
& Castillo (1991) e Duque (1993), em concordancia com os resultados obtidos,
recomendam a adigdo de 0,25 mg.L‘I de GA; ao meio de cultivo, ainda que

tendo trabalhado com o meio MS como meio basico.

TABELA 14: Taxa de regeneragédo, tamanho de calos, desenvolvimento da parte
aérea e numero de raizes em funcdo da cultivar. Brasilia/DF,
Embrapa Hortaligas, 2002.

Taxa Tam. Parte aérea
Cv. Regen. Calos Nim. A.Max. AMéd. Indice Num.
(%) (mm) Folhas (mm) (mm) Cresc.Fol. Raizes
AC 90,0a 76a 3,5a 26,0 a 17,1a 59 a 0,0a

ASA 842a 63 b 27 b 259a 172a 47 b 00a
Pr>Fc 0,2744 0,0130 0,0149  0,9669 0,8561 0,0206 -
Ep 3,666 0,318 0,190 1,255 0,574 3,245 0
AM3x. = Altura maxima das folhas; A.Méd. = Altura média das folhas.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.
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TABELA 15: Taxa de regeneracdo, tamanho de calos, desenvolvimento da parte
aérea e numero de raizes em fung¢do da concentragdo de GA;.
Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2002.

Parte aérea
Conc. GA; Taxa Tam. Niim. A Maix. AMeéd. Nuam.
{mg.L‘l) Regen. (%) Calos (mm) Folhas (mm) (mm) Raizes
0 87.5 6,5 33 20,9 14,5 0,0
0,125 78,8 6,5 29 23,8 16,4 0,0
0,250 95,0 7.9 3,2 33,2 20,6 0,0
Ep 4,452 0,389 0,234 1,537 0,704 0

A.Max. = Altura maxima das folhas; A.Méd. = Altura média das folhas.
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Concentragdo de GA; (mg.L™)

FIGURA 7: Altura média e méxima das folhas em fungdo da concentragdo de
GA;. Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2002.

66



Portanto, para as condi¢gdes do experimento, a concentra¢do de 0,25

mg.L"' de A4cido giberélico adicionado ao meio de cultura promoveu

desenvolvimento de plantas maiores e mais vigorosas.

I

0,25 mg.L" GA; 0,125 mg.L" GA; 0 GA;

FIGURA 8: Plantas de mandioquinha-salsa produzidas em meio B5 + 0,1 mg.L"
de ANA + 0,2 mg.L"' de BAP e sob diferentes concentragdes de
GA; (0; 0,125 e 0,25 mgL"' de GA;). Brasilia/DF, Embrapa

Hortaligas, 2002.
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4.1.6 Avaliaciio da concentraciio de Mio-inositol

As anilises de varidncia do experimento 1.6 estdio nas Tabelas 51A a
56A (Anexo A), em que se verifica que niio houve interagdo significativa entre
os fatores de variagio para nenhuma das caracteristicas avaliadas.

Os valores médios para as caracteristicas taxa de regeneragdo, tamanho
de calos, mimero de folhas, altura média € maxima das folhas, niimero de raizes
¢ comprimento médio ¢ miximo das raizes em fungio da cultivar ¢ da
concentragdo de mio-inusitol utilizada s3o apméntados na Tabela 16.

A cultivar Amarela Comum produziu maior nimero de folhas, maior
ICF, maior tamanho de calos e taxa de regeneragiio mais elevada (Tabela 17).

TABELA 16: Taxa de regeneragdo, tamanho dc calos, desenvolvimento da parte
aérea e nimero de raizes em fungfo da cultivar ¢ da concentragio
de mio-inositol. Brasflia/DF, Embrapa Hortaligas, 2002.

Conc. Taxa Tam. Parte aérca
Cv. Mio-In. Regen. Calos Nim. AMix. AM&. N
megl?) (%) (mm) Folhas  (mm) (mm)  Raizes

AC 0 85,0 6,3 3,2 21,5 15,0 0,0
ASA 0 77,5 55 29 20,7 14,8 0,0
AC 50 93,8 5,6 3,9 16,3 11,8 0,0
ASA 50 62,8 50 2,6 17,9 13,5 0,0
AC 100 87,5 6,5 3,2 18,8 13,7 0,0
ASA 100 87,5 5,6 2,6 20,1 13,9 0,0
CV(%) - 11,81 11,03 12,42 15,71 12,38 0

A.Mix. = Altura mixima das folhas; A.Méd. = Altura média das folhas.
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TABELA 17: Taxa de regeneragdo, tamanho de calos, desenvolvimento da parte
aéreca ¢ numcro de raizes em fungio da cultivar. Brasilia/DF,
Embrapa Hortaligas, 2002,

Taxa Parte aérea
Cv.  Regen Tam, Nim. AMix AMéd. Indice Nim.
(%) Calos(mm) Folhas (mm) (mm) Des.Fol. Raizes

AC 88,0a 6,2a 35a 189a 13,5a 47a 00a
ASA 759 b 54 b 27 b 196a 141a 38 b 00a
P 0,0056 _ 0,0099 0,0003 0,5694 . 0,4099 0,0144 -
Ep 2,806 0,184 0,111 0,871 0,494 1,928 0

AMix. = Altura mixima das folhas; AMé&. = Altura média das folhas; CMax. =
Comprimento maximo das raizes; C.Méd. = Comprimento médio das raizes.

Médnassegmdaspelammaleﬂanﬂodlfaunmﬂesnpelotstemkeya 5% de
probabllxdade.

Nio foram cbservadas diferencas significativas entre os niveis de mio-
inositol para nenhuma das caracteristicas avaliadas (p>0,0548). O crescimento
de calos nio foi reduzido pela diminui¢@o dos niveis de mio-inositol no meio de
cultivo. Portanto, a concentragio comumente utilizada na composigio do meio
B5 nilo foi a causadora da excessiva formagfio dc calos, contrariando a hipétese
suscitada com basc no seu conhecido efeito estimulador do crescimento de calos
(Caldas et al., 1998). Nas concentracdes em que se obteve menor niimero de
folhas (0 ¢ 100 mg.L™) verificou-se, em compensacdo, maior tamanho. Contudo,
estas diferencas niio foram significativas pelo teste F (p>0,055). Os valores
médios obtidos foram de 82,4% para taxa de regencragiio, 5,8 mm para tamanho
de calos ¢ 3,1 folhas com 13,8 mm dec altura média. A Figura 9 mostra plantas de
mandioquinha-salsa produzidas sob diferentes concentragdes de mio-inusitol.
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0 Inusitol 50 mgL'Inus. 100 mg.L" Inus.

FIGURA 9: Plantas de mandioquinha-salsa produzidas em meio BS + 0,1 mg.L"!
de ANA + 0,2 mg.L" de BAP e sob diferentes concentragdes mio-
inOsitol (0; 50 e 100 mg.L™"). Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas,
2002.
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4.2 Aclimatizagiio

4.2.1 Avaliacio do sistema de irrigaciio e da adicio de casca de arroz

carbonizada.

As anslises de varidncia do experimento 2.1 estdo nas Tabelas 57A a
62A (Anexo A). Na tabela 36B, verifica-se que houve interaco significativa
entre as varidveis sistema de irrigagdo e casca de arroz carbonizado (CAC) para
a caracteristica taxa de sobrevivéncia (p = 0,0169).

Os valores médios para as caracteristicas taxa de sobrevivéncia, nimero
de folhas e altura média e méxima das folhas em fung#io da cultivar, do sistema
de irrigacio e da adi¢do ou niio de CAC ao substrato sdo apresentados na Tabela
18.

TABELA 18: Taxa de sobrevivéncia e desenvolvimento da parte aérea em
funciio da cultivar, do sistema de irriga¢do e da adigdio de casca
de arroz carbonizada ao substrato Plantmax®. Brasilia/DF,
Embrapa Hortaligas, 2003.

Sist. Cascade  Taxa Nim.  Altura Méx Altura Méd
Cultivar __ Irrigagio Arroz Carb. Sobrev. Folhas _ Folhas (cm) Folhas (cm)

AC Flutuagéio Com 96,0 2,5 25,1 18,1
ASA Flutuago Com 92,0 2,2 343 24,5
AC Flutuacdo Sem 32,0 2,8 233 154
ASA Flutuagdo Sem 46,0 2,1 28,1 20,7
AC Aspersio Com 49,0 1,7 22,6 17,7
ASA Aspersio Com 92,0 2,5 28,7 20,5
AC Aspersiio Sem 47,0 1,6 16,5 13,7
ASA Aspersio Sem 71,0 2,7 243 16,5
CV(%) - - 36,47 18,65 26,28 21,90
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Com relagio a4 taxa de sobrevivéncia, quando se utilizou CAC
adicionada ao substrato comercial Plantmax®, verificou-se superioridade do
sistema de irrigacdo por flutuagéio. Entretanto, quando foi utilizado o substrato
sem adigiio de CAC, o sistema de irrigagdo por aspersdo foi superior (Tabela 19,
Figura 10). Isso ocorreu, provavelmente, pela manutengéo da umidade constante
em um substrato bastante arejado como no caso do Plantmax® + CAC,
proporcionando bom desenvolvimento das plantas em aclimatizagdo. Em
contrapartida, quando o substrato nfo foi adicionado de CAC, observou-se
menor taxa de sobrevivéncia de plantas em funcfo, provavelmente, da falta de
arejamento provocada pelo excessivo molhamento que o sistema de irrigagéo
por flutuaggo proporcionou.

Para as caracteristicas relativas ao desenvolvimento da parte aérea
(nimero, altura média e méaxima das folhas), ndo se verificou interagdo

significativa entre sistema de iirigacdo e adi¢do de CAC ao substrato.

TABELA 19: Taxa de sobrevivéncia em % de plantas de mandicquinha-salsa,
cvs. Amarela de Senador Amaral € Amarela Comum em fungdo
do sistema de irrigagdo e da adicio de CAC ao substrato.
Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2003.

Casca de arroz carbonizada (CAC)
Sistema de imrigagdo Com Sem p
Flutuagdo 94,0 aA 390 b B 0,0002
Aspersio 70,5 _bA 59.0aA 0,3417
0,0604 0,1058

P
Médias seguidas pela mesma letra, mimiscula nas colunas e maigscula nas linhas ndo
diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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TABELA 22: Taxa de sobrevivéncia ¢ desenvolvimento da parte aérea em
funcdo da cultivar. Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2003.

Taxa Nimn. Altura Méx. Altura Méd.
Cultivar Saobrev. Folhas Folihas (cm) Folhas (cm)
AC 56,0 b 22a 219 b 16,2 b
ASA 753 a 24a 27,7a 20,6a
P 0,0168 0,1108 0,0020 0,0025
Ep 5,351 0,095 1,489 0,901

Médias seguidas pela mesma letra niio diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Possivelmente, a automagdo de um sistema de microaspersao regulado
para as necessidades da mandioquinha-salsa na fase de aclimatizagdo tenha
efeito positivo.

Entretanto, para as condi¢des do experimento, o sistema de irrigagdo por
flutuagéio com adi¢@o de CAC ao Plantmax® foi o tratamento que apresentou os
melhores resultados, assegurando clevadas taxas de sobrevivéncia (96% para a
cv. Amarela de Senador Amaral ¢ 92% para a cv. Amarela Comum) ¢ melhor
desenvolvimento de plantas durante a aclimatizacio e estabelecimento.
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'

FIGURA 10: Aclimatizagiio de plantas de mandioquinha-salsa em substrato
comercial adicionado ou nio de CAC ¢ sob dois sistemas de
irrigagdo, flutuagdo e aspersdo. Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas,
2003.
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Foi obtido maior nimero de folhas no sistema de irrigagéo por fltuagao,
provavelmente em consequéncia do efeito benéfico apés o pegamento da planta
do molhamento initerrupto. Com relagio i altura média e & mixima das folhas,
nio foram observadas diferencas significativas; entretanto, percebe-se uma
tendéncia de superioridade do sistema de irrigagdo por flutuacdo (p = 0,0556
para altura maxima das folhas) (Tabela 20).

As plantas desenvolveram-se e apresentaram maior altura média e
méxima em substrato comercial Plantmax® adicionado de casca de arroz
carbonizada na proporgio de 1:3 (casca de arroz : substrato comercial),
provavelmente pelo efeito de arejamento do substrato, tornando-o mais leve,

facilitando o enraizamento inicial das plantas em aclimatizagio (Tabela 21).

TABELA 20: Desenvolvimento da parte aérea em fungio do sistema de
irrigag#o. Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2003.

Sistema de Irrigagdo Nim. Altura Max. Altura Méd.
Folhas Folhas Folhas

Flutuagdo 25a 276a 19,7a

Aspersdo 21 b 23,5a 17,7a

P 0,1235 0,0872 0,1163

Ep 0,134 2,107 1,274

Médias seguidas pela mesma letra nfo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.
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TABELA 21: Desenvolvimento da parte aérea em fun¢io da adicdo de CAC ao
substrato Plantmax®. Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2003.

Sistema de Irrigacéo Num. Altura Max. Altura Méd.
Folhas Folhas Folhas

Flutuagdo 22a 277a 20,2 a

Aspersio 23a 23,1a 16,6 a

p 0,4173 0,0087 0,0377

Ep 0,095 2,609 1,489

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

Entre as duas cultivares, a Amarela de Senador Amaral apresentou
maior taxa de sobrevivéncia e maior altura média € maxima das folhas (Tabela
22). As temperaturas maximas oscilaram entre 34 e 41°C, muito acima do ideal
para a cultura da mandioquinha-salsa. E possivel que a cv. Amarela de Senador
Amaral seja mais tolerante a altas temperaturas. Esta hipotese é baseada na
origem dos dois materiais em questio.

A cultivar Amarela Comum foi introduzida no Brasil no inicio do século
passado, vinda diretamente de regido pertencente ao centro de origem da cultura,
vales andinos da Colombia, regides de clima ameno, com altitudes em tomo de
2500 m. Diferentemente, a cultivar Amarela de Senador Amaral foi obtida a
partir de sementes botinicas coletadas no Sul de Minas Gerais. Os clones
originados destas sementes foram entdo avaliados e selecionados no Distrito
Federal. Logo, o ambiente em que se realizou a selegio muito provavelmente
interferiu para que a cv. gerada fosse mais adaptada a temperaturas mais
elevadas que aquelas cultivadas nas tradicionais regiGes de cultivo, mais frias
que o Distrito Federal.
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4.2.2 Avaliaciio do corte basal das plantas

As anilises de varidncia do experimento 2.2 estio nas Tabelas 63A a
66A (Anexo A), em que se verifica que nio houve interagdo significativa para
nenhuma das caracteristicas avaliadas.

Em razio da excessiva formagio de calos ¢ do fraco enraizamento,
observados sempre que se obteve o desenvolvimento de plantas aptas &
aclimatizaco, foi testado, neste experimento, o efeito do corte basal do calo. Se,
por um lado, um corte basal poderia estar promovendo melhor enraizamento, a
semelhanca do que ocorre com mudas convencionais no momento do plantio in
vivo, em que usualmente se efetua um corte em bisel, por outro, o corte do calo
poderia estar atrasando o desenvolvimento das plantas, em fungo da perda de
reservas e do estresse da muda em etapa delicada como a aclimatizagio, e
servindo como porta de entrada para infecgdes bacterianas que sdo propagadas
pela 4gua de irrigagdio, especialmente bactérias do género Erwinia.

Os valores médios para as caracteristicas taxa de sobrevivéncia, mimero
de folhas e sua altura média e maxima em fungdo da cultivar e da execugio ou
ndo de corte basal sao apresentados na Tabela 22.

Entre as duas cultivares niio foram verificadas diferencas significativas
para nenhuma das caracteristicas avaliadas, com taxa de sobrevivéncia média de
63,5%, 3,2 folhas, altura média das folhas de 41,8 mm e altura méixima das
folhas de 54,2 mm.
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TABELA 22: Taxa de sobrevivéncia e desenvolvimento da parte aérea em
fungio da adiciio da cultivar e do corte basal das plantas.
Brasilia/DF, Embrapa Hortalicas, 2003.

Corte Taxa Num. Altura Méd. Alwra Max.
Cultivar Basal Sobrev. (%)  Folhas Folhas (cm) Folhas (cm)
AC Com 44,7 2,6 35,1 45,8
ASA Com 48,8 2,5 31,9 41,9
AC Sem 78,0 3,7 52,4 68,5
ASA Sem 82,2 3,6 48,6 60,3
CV(%) - 23,78 39,44 12,33 16,64

As plantas sem corte foram superiores em tedas as caracteristicas
avaliadas (Tabela 23). Possivelmente, o enraizamento ccorre mais prontamente
quando ndo se corta o calo na parte basal das plantas. A ocorréncia de
apodrecimento caracteristico de infecgdo bacteriana por Erwinia sp., em que as
plantas, antes de seu murchamento tinham sua porgéo basal amolecida e em
seguida apodrecida, foi observada principalmente quando se efetuou o corte
basal. Este corte funciona como porta de entrada, expondo camadas internas do
calo, aumentando a ocorréncia de apodrecimento de plantas e resultando
menor taxa de sobrevivéncia. Cabe ressaltar que & época em que foi realizado
este experimento, fevereiro e margo, a temperatura atingiu até 42°C na casa de
vegetagdo, temperatura extremamente favordvel ao desenvolvimento de
bactérias. De forma semelhante, no plantio convencional em épocas ou locais
sob altas temperaturas, o corte basal efetuado nos propégulos de mandioquinha-
salsa para formar as mudas proporciona elevada ocorréncia de infecgdo
bacteriana.

A Figura 11 mostra esquematicamente plantas de mandioquinha-salsa
que receberam o corte basal bisel no momento da aclimatizacio, em
compara¢do a mudas que nfo receberam corte.
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TABELA 23: Taxa de sobrevivéncia ¢ desenvolvimento da parte aérea em
fungdo do corte basal das plantas. Brasilia/DF, Embrapa
Hortaligas, 2003.

Corte Taxa Nam. Altura Méd. Altura Max.
Basal Sobrev. (%) Folhas Folhas (cm) Folhas (cm)
Com 46,7 b 3,1a 33,1 b 437 b
Sem 80,8 a 32a 51,1a 66,9 a
p 0,0114 0,8137 0,0018 0,0072
Ep 3.541 0,270 1,262 2,169

Médias seguidas pela mesma letra nido diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

SEM COM
CORTE BASAL

FIGURA 11: Representagdo esquemdtica do corte basal do calo de plantas de

mandioquinha-salsa no momento da aclimatizagdo. Brasilia/DF,
Embrapa Hortaligas, 2003.
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4.3 Desenvolvimento In Vivo

4.3.1 Avaliaciio do desenvolvimento inicial

As anélises de varidncia do experimento 3.1 cstdio nas Tabelas 67A a
69A (Anexo A). Os valores médios para as caracteristicas taxa de sobrevivéncia,
mimero de folhas e altura das folhas sio apresentados na Tabela 24.

A baixa taxa de sobrevivéncia das matrizes (geragdo 0) deve-se ao fato
de que a casa de vegetagdo apresentou temperaturas muito altas (até 42°C),
acima do ideal para mandioquinha-salsa.

As plantas de primeira ¢ de scgunda geragdo apresentaram
desenvolvimento inicial superior ao das plantas matrizes (Tabela 24, Figura 12),
provavelmente pelo efeito benéfico de maior sanidade, proporcionada pela
cultura de tecidos, que se reflete em maior vigor no desenvolvimento inicial das
plantas. No entanto, apesar do vigor superior, refletido no desenvolvimento até
os 30 dias pelo maior nimero de folhas e maior altura destes, as plantas de

Tabela 24: Taxa de sobrevivéncia ¢ desenvolvimento da parte aérea em fungdo
da geragio com relaglio ao cultivo in vitro. Brasilia/DF, Embrapa

Hortaligas, 2003,
Taxa Nim. Altura das
Geracdo Sobrev. (%) Folhas Folhas (cm)
Matrizes 752 b 22 ¢ 70 b
Plantas de 1° Geragdo 100,02 64 b 14,3 a
Mantas de 2° Gera¢do 100,02 7,7a 14,5a
o p 0,0197 0,0000 0,0000
Ep 5,539 0,277 0,392

Médias seguidas pela mesma letra ndio diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.
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mandioquinha-salsa oriundas do cultivo in vitro durantc os dois primeiros
ciclos de multiplicag3o apresentaram porte inferior ¢ menor nimero de filhotes
cm relagdo a plantas propagadas convencionalmente. Por isso, estes materiais
nio foram avaliados quanto 3 produtividade. Com o avangar das geragdes, o
material oriundo de cultura de tecidos vai ganhando em porte e vigor,
expressando seu potencial produtivo pleno. Fato semelhante ocorre com alho,
cm que as primeiras gerages apés o cultivo in vitro produzem bulbilhos
pequenos (Resende, 1993). Isso ocorre quando se utilizam explantes pequenos,
com poucos milimetros, como neste trabatho; se forem utilizados explantes
maiores com cerca de 1 cm, a recuperagiio do porte serd semsivelmente mais
rapida. Entretanto, quando s¢ objetiva efctuar limpeza clonal para virus,
explantes maiores s s#o utilizados quando se dispde dc plantas matrizes sadias
¢ cultivadas em locais isolados.

O material de primeira ¢ scgunda geragdo testado neste experimento,
oriundo de cultura de tecidos, foi levado para testc em campo aberto em abril de
2004, passando para a segunda e terceira multiplicagdo, respectivamente.
Prcliminarmente, as plantas oriundas de cultura de tecidos estdo apresentando
maior vigor na brotagio e coloragdo verde intensa, mais escura que o material
convencionalmentc  propagado. Enquanto no  material propagado
convencionalmente ¢ comum o amarelecimento ¢ a senescéncia de folhas
baixciras, no material originado a partir da cultura de tecidos nfio se observam
folhas nestas condigdes.
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'MATRIZES
PLANTAS DE CULTURA DE TECIDOS

FIGURA 12: Plantas de mandioquinha-salsa com 28 dias obtidas a partir da
cultura de tecidos, em primeira e segunda geragdo in vivo, em
comparagiio com as plantas matrizes fomecedoras de explantes.

Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2003.
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4.3.2 Producfio em campo

As analises de varidncia do experimento 3.2 estdo nas Tabelas 70A a
81A (Anexo A). Os valores médios de produtividade por cada classe,
produtividade comercial e total em fungio dos materiais testados sdo
apresentados na Tabela 25.

Cabe ressaltar que o material avaliado foi gerado por uma empresa
comercial, ndo se dispondo de informagdes precisas com relagio a tamanho de
explante. Além disso, certamente o material nio foi indexado. Portanto, a
avaliacéio feita é somente um indicativo do potencial produtivo de plantas de
mandioquinha-salsa oriundas de cultura de tecidos, mas nio se pode fazer
nenhuma inferéncia com relagio & carga viral e a sua correlagio com a
produtividade obtida.

As plantas obtidas a partir de cultura de tecidos da cultivar Amarela de
Senador Amaral apresentaram, em relagio a plantas propagadas
convencionalmente desta mesma cultivar, incremento produtivo de 51,2% para
produtividade comercial e 51,3% para produtividade total (Tabela 25).
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Buscando padronizar a classificagdo, dentro do “Programa Brasileiro
para a Modernizagao da Horticultura” adotado para as hortalicas e frutas de
maior consumo, visando A padronizagdo e transparéncia na comercializaggo,
pregos justos e diferenciados pela qualidade, redugéo de perdas, maior qualidade
e amplia¢do do consumo, a Ceagesp vem propondo a adogdo de quatro classes
comerciais (Ceagesp, 2002). Atualmente, esta central adota trés classes
comerciais, as Extra AAA, Extra AA e Extra A, com valores de mercado da
ordem de 2 : 1,5 : 1 (Ceagesp, 2004). Pela classificagdo proposta, a classe de
maior valor comercial, Extra AAA, equivale as classes propostas 18 e 12; a
classe Extra AA, 4 classe 9; e a classe Extra A, a classe 6.

TABELA 25: Produtividade por classe, produtividade comercial e total em
func@io do material de cultivo. Brasilia/DF, Embrapa Hortalicas,
2004.

Prod. Prod.
Cultivar Clas.18 Clas.12 Clas.9 Clas.6 Refugo  Com. Total
(tha')  (tha') (tha™) (tha') (thah) (tha!)  (tha)

ASACT 122a 1168a 743a 4,19a 1,17a 24,52a 25,69a
ASA 00 b 843 b 383 b 395a 0,76 a 1621 b 1700 b

p 0,0003  0,0000  0,0007 02304 0,2037 0,0000 _ 0,0000

Ep 0,193 0,497 0,441 0,389 0,230 1,033 0,731

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t a 5% de
probabilidade. '

Classificagfo comercial proposta pelo Ceagesp (2002)



O refugo e, consequentemente, a produgdo comercial foram semelhantes
entre os dois materiais, o propagado convencionalmente pelos produtores e o
origindrio de cultura de tecidos. Entretanto, a porcentagem de raizes das classes
9, 12 e 18 (Ceagesp, 2002), de maior valor comercial, foi superior no material
oriundo de cultura de tecidos (Tabela 26).

O peso médio de raizes foi 35,7% maior no material oriundo de cultura
de tecidos (Tabela 26).

TABELA 26: Porcentagem da produgio por classe € da produgdo comercial em
fungdio do material de cultivo. Brasilia/DF, Embrapa Hortalicas,

2004.
Cultivar Clas 18 Clas12 Class9 Class 6 Peso Méd C19+12+18 Prod.Com Refugo
) (%) (%) () ((:4] (%) (%) (%)
ASA-CT 4,7 455 288 163 882a 849a 96,0a 40a
ASA 00 494 224 229 650 b 727 b 955a 45a
P - - - - 0,0001 0,0150 0,0325 _ 0,0327
Ep - - - - 2,700 3,044 1,275 1.28

Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si pelo teste t a 5% de
probabilidade.
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Com relagdo a caracteriza¢do morfologica, ndo foram observadas

diferencgas entre os materiais ASA-CT e ASA, indicando que provavelmente nio

ocorreu variagdo somaclonal durante o cultivo in vitro. Para efeitos de

comparac3o, apresenta-se também a caracterizagdo morfolégica feita em plantas
da cv. Amarela Comum (Tabela 27).
A Figura 13 mostra plantas oriundas de cultura de tecidos em

compara¢io com plantas convencionalmente propagadas, além de uma vista

geral do campo de multiplicaggo.

TABELA 27: Caracterizagio morfolégica em fungéo do material de cultivo.
Brasilia/DF, Embrapa Hortalicas, 2004.

ASA-CT ASA AC
Porte da planta médio médio médio a grande
Cor das folhas verde escuro  verde escuro verde
Cor do peciolo verde averm.  verde averm. verde
Cor da base do peciolo verde violeta  verde violeta  verde averm.
Cor das raizes amarela amarela amarela
Formato das raizes cilindrico cilindrico conico
Insergdo das raizes pequena pequena grande
Coloracdo do xilema amarelo amarelo amarelo claro
Apice radicular suavearred.  suave arred. conico
Reentrincias nas raizes poucas poucas poucas
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A semelhanga do que ocorre com outras culturas, como batata, morango,
alho c¢ batata-doce, a mandioquinha-salsa rcspondeu positivamente cm
produtividade a utilizagio de-mudas obtidas a partir da cultura d¢ tecidos. E
importante considerar que o material testado ndo foi indexado e foi multiplicado
em campo abcrto pbr um cm}_'o sem cpntrole fitossanitrio especif‘ ico; portanto,
pode ter hawdo algum grau de ’dcgenmscencla do material oriundo do cultivo in
vitro. E munto provavel que o mcrcmento produtivo proporcionado por csta
tecnologla serd fnaior quando s¢ wtabeleccr um programa de multiplica¢dio em
ambiente isolado. T

E importante investigar com maior profundidade o cfeito desta
tecnologia. Para isso, h4 que se determinar as taxas de degenercscéncia em
campo, de modo a ava'ligr sua viabilidade econémica. De modo a aumentar o
namero de geragdes em ciimpo, em que o material origindrio do cultivo in vitro
apresentc superioridade ég ‘material convencionalmente propagado, torna-se
necessaria a adogdo de préticéé culturais simples como o isolamento do material
obtido a partir da cultura de tecidos ¢ o controle de plantas infestantes
hospedeiras de patgenos, principalmente de ctiologia viral, que infectem
mandioquinha-salsa. Para tanto, ¢ fundamental conhecer 0s patégenos quc estio
infectando a cultura no Brasil, de modo a subsid?ar o estabelecimento dc
estratégias de manejo cultural para a manutencdo da brodutividadc da producio
de mandioquinha-salsa. A partir do conhecimento dos patégenos infestantes em
mandioquinha-salsa, deve-se estabelecer metodologia de indexagdo para virus.
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[ VISTA GERAL

FIGURA 13: Produgdo de plantas de mandioquinha-salsa da cv. Amarela de
Senador Amaral oriunda de cultura de tecidos em comparagiio
com plantas convencionalmente propagadas e vista geral do
campo de multiplicagio. Brasilia/DF, Embrapa Hortalicas, 2004.
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4.4 Virus em mandioquinha-salsa no Brasil
4.4.1 Inoculaciio mecinica em circulo de hospedeiros

A Tabela 28 mostra os resultados obtidos com a inoculagio de amostras
foliares de mandioquinha-salsa em doze plantas indicadoras: Chenopodium
quinoa, Chenopodium amaranticolor, Datura stramonium, Datura metel,
Gomphrena globosa, Phisales floridana, Nicandra physaloides, Capsicum
annuum PI 679, Capsicum annuum cv. lkeda, Nicotiana benthamiana,

Nicotiana tabacum e Nicotiana sansum.

TABELA 28: Reagio a inoculacio mecinica em gama de hospedeiros.
Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2002.

Plantas Indicadoras
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lic = lesdo local clorética; ms = mosaico sistémico; nn = necrose das nervuras
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Os resultados indicaram que a infecgiio de etiologia viral pdde ser
confirmada utilizando Chenopodium quinoa, C. amaranticolor e Nicotiana
benthamiana como plantas indicadoras, pelo menos considerando os virus
presentes, ainda que esse ou esses nio estejam identificados. Estas indicadoras,
sistematicamente, apresentaram as mesmas reagdes, independentemente da
origem da amostra, da sua idade ou da época de inoculagéo. Em C. quinoa e C.
amaranticolor, observaram-se lesSes locais clordticas, evoluindo, por vezes,
para les3es locais necréticas, e em N. benthamiana, mosaico sistémico ou lesGes
necréticas nas nervuras (Figura 14).

As cinco plantas testadas apresentaram reagdo positiva, indicando a
presenga de virus, tanto na planta matriz S1 quanto nas plantas obtidas pela
cultura de gemas apicais a partir da planta S1; S1-1, S1-2, S1-3 e S1-4. Portanto,
neste caso, a cultura de gemas apicais néio levou a produgdo de nenhuma planta
livre de virus, dentre as quatro testadas. Isso era esperado em funcéo do tamanho
de explante utilizado, gema apical com cerca de 5 mm de comprimento. Para a
regeneracio de plantas isentas de virus, deve-se utilizar explantes menores,
4pices caulinares meristematicos (Luz et al., 1997). Segundo Bonin (1988),
explantes maiores que 0,5 mm de comprimento diminuem em muito as chances

de obteng#o de plantas livres de virus.
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C henopodiom quinoa

FIGURA 14: Sintomas de infecgdio por virus isolados de amostras de plantas de
mandioquinha-salsa em Nicotiana benthamiana, Chenopodium
quinoa ¢ C. amaranticolor. Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas,
2002.
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4.4.2 Indexagiio pela inoculagio mecnica em plantas indicadoras

Os resultados da inoculagio mecinica em plantas indicadoras em fungdo
da cultivar ¢ do tipo de material propagativo (matriz ou planta micropropagada
em primeira ou segunda geragdo) estdio apresentados na Tabela 29.

A maioria das plantas matrizes, 95,0% na Amarela de Carandai ¢ 78,6%
na Amarela de Senador Amaral (Tabela 12), reagiram positivamentc quando da
inoculagdo em plantas indicadoras, o que confirma a hipdtese de que o material
tradicionalmente cultivado est4 altamente infectado por virus, mesmo a Amarela
dc Senador Amaral, langada em’ 1998 pela Embrapa Hortaligas. Esta cultivar,
por ter passado pela propagacdo seminifera, poderia estar com menores taxas de

infecgdo.

TABELA 29: Reagiio & inoculaglio mecinica em plantas indicadoras. Brasilia/

DF, Embrapa Hortalicas, 2004,
Tamanho de Resultado Resultado
Cultivar Geragiio explante negativo'>  negativo (%)’
AC 0 (matriz) - 1/20 50
AC 1 Apice caul.mer. 19/30 63,3
L AC Lo Gemagpical2 __ 3/20 ] 150

ASA 0 (matriz) - 3/14 21,4
ASA 1 Apice caul. mer 10/18 55,6
ASA 1 Gema apical 2 1/32 3,1
ASA 2 Apice caul.mer 7120 35,0
ASA 2 Gema apical 2 1/22 4,5

1 - Plantas negativas / total de plantas analisadas.
2 - Os resultados referem-se 3 avaliagiio conjunta das indicadoras Chenopodium quinoa,
C. amaranticolor ¢ Nicotiana benthamiana,
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A contaminaciio provavelmente vem ocorrendo porque este material €
cultivado lado a lado com os materiais tradicionais, 0 que certamente, no caso de
ter havido uma limpeza viral pela propagagdo sexuada, proporcionou a
reinfeccdo por virus. Todavia, é possivel que as plantas matrizes que
apresentaram reago negativa representem escape. Nao foi possivel repetir os
testes das quatro plantas matrizes que na primeira série de inoculagdes reagiram
negativamente em virtude da perda destas plantas. Elas morreram provavelmente
em fungdo das altas temperaturas verificadas dentro da casa de vegetagéo, 0 que
favoreceu o desenvolvimento de bactérias, especiaimente Erwinia. Assim que
este problema foi detectado, pela observagio de murchamento das folhas, as
plantas foram transferidas para casa de vegetagio com melhor condi¢do
climética, mas algumas ji estavam comprometidas, dentre elas as quatro plantas
citadas acima.

Verificou-se, com relagéo a plantas de primeira geragéo apds o cultivo in
vitro, que 55,6 % das plantas regeneradas da cv. Amarela de Senador Amaral e
63,3 % da cv. Amarela Comum obtidas a partir de &pices caulinares
meristeméticos com cerca de 0,4 mm ndo apresentaram reagio positiva pela
inoculagdo em plantas indicadoras. Quanto a plantas regeneradas a partir de
gemas apicais com cerca de 2 mm, 15,0 % para a cv. Amarela Comum e 3,1%
para a cv. Amarela de Senador Amaral nio reagiram positivamente (Tabela 29).

Com relaggo a plantas de segunda gera¢do apés o cultivo in vitro, 35,0
% das plantas regeneradas a partir de édpices caulinares meristeméticos com
cerca de 0,4 mm da cv. Amarela de Senador Amaral ndio apresentaram reac¢do
positiva pela inoculagéio em plantas indicadoras. Quanto a plantas regeneradas a
partir de gemas apicais com cerca de 2 mm da cv. Amarela de Senador Amaral,
4,5 % delas nfio reagiram positivamente (Tabela 29).

E possivel que as plantas originadas a partir de gemas apicais com 2 mm
que niio reagiram positivamente as inoculagdes apresentem baixa carga viral,
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abaixo da sensibilidade do teste utilizado (Dusi, 1989), pois a cultura de tecidos
utilizando explantes deste tamanho nio regenera plantas livres de virus (Caldas
etal., 1998).

Nao se pode fazer uma comparagdo direta entre as plantas de primeira e
de segunda gerag#o, pois as populagdes iniciais séo diferentes.

Dentro de um programa de produgfio de plantas sanitizadas, aquelas que
apresentaram resultado positivo na indexagdo para virus devem ser descartadas.

A Figura 15 mostra as plantas indicadoras utilizadas, um aspecto geral
da indexac¢fio realizada para mandioquinha-salsa e, em destaque, uma planta
inoculada com extrato foliar da planta matriz Amarela Comum # 17, fornecedora
de amostras para microscopia eletrfnica e sequenciamento da capa protéica do
virus que estd infectando mandioquinha-salsa.
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FIGURA 15: Indexagdo em plantas indicadoras. Em destaque, planta de
Nicotiana benthamiana inoculada com extrato foliar de planta da
cv. Amarela Comum # 17. Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas,

2002.

95



4.4.3 Caracterizacio de virus em mandioquinha-salsa no Brasil

- Um isolado denominado C17, obtido a partir de plantas da cv. Amarela de
Carandai, ¢ que induziu lesSes locais cloréticas em Chenopodium quinoa, C.
amaranticolor ¢ mosaico sistémico em Nicotiana benthamiana foi avaliado por
microscopipa eletronica. Foram observadas particulas flexuosas e alongadas,
caracteristicas do géncro Potyvirus (pesquisador Dr. Guy de Capdeville,
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, informagio pessoal).

- O mesmo isolado citado no item acima teve o gene da capa protéica
parcialmente sequenciado, o equivalente a um fragmento de aproximadamente
um tergo do tamanho desta. O sequenciamento foi feito pela equipe técnica da
Embrapa Hortalicas, em trabalho coordenado pela pesquisadora Dra. Alice
Nagata, pela técnica de PCR (A.N.Dusi, informagio pessoal). Foi observado
clevado grau de similaridade ao Bean common mosaic necrosis virus (BCMNV),
da ordem de 94 %. O resultado do teste de similaridade € apresentado na Tabela
1B (Anexo B).

- Foram realizados testes Elisa Indireto para o AP-1, utilizando-se anti-soro ¢
controle positivo obtido junto ao Centro Internacional de la Papa (CIP). Foram
testadas plantas matrizes das cultivares Amarela de Senador Amaral ¢ Amarela
de Carandai, além de outros clones constantes do banco de germoplasma de
mandioquinha-salsa da Embrapa Hortalicas. Os testes foram realizados pela
equipe técnica da Embrapa Hortaligas, sob coordenagio do pesquisador Dr.
André Dusi. Houve fraca reagio com o anti-soro para AP-1, indicativo de
possivel reagio heteréloga, isto €, reagfio entre o anti-soro para AP-1 ¢ algum

outro virus. Para que isso ocorra, este virus deve ter clevado grau de

96



similaridade ao AP-1. Os resultados dos testes realizados so apresentados na
Tabela 1C (Anexo C).

Os estudos de caracterizagdo de virus infectando mandicquinha-salsa no

Brasil estio em andamento na Embrapa Hortalicas, sob coordenagdo do
pesquisador Dr. André N. Dusi.
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5 CONCLUSOES

O meio de cultura de Gamborg (Meio BS), adicionado de 0,1 mg.L™" de
ANA, 0,3 mg.L" de BAP e 0,25 de GA;, é o meio mais adequado &
multiplicagio in vitro de mandioquinha-salsa, promovendo taxas de
regeneragio superiores a 95% e bom desenvolvimento de plantas vigorosas,

aptas a aclimatizaggo em poucas semanas.

A aclimatizagio em casa de vegetagdo sombreada em bandejas de
poliestireno expandido (isopor) contendo substrato comercial usualmente
utilizado para hortaligas, adicionado de casca de arroz carbonizada a 25%
(v/v) e imrigado pelo método de flutuagio e sem corte basal do calo, é o
método que proporciona as maiores taxas de pegamento in vivo, superiores a
92%.

As plantas obtidas por cultura de tecidos, seja pela cultura de 4pices
caulinares meristematicos ou pela cultura de gemas apicais, sdo mais

vigorosas.

A cultura de 4pices caulinares meristematicos com cerca de 0,4 mm
proporciona maior niimero de plantas que reagem negativamente aos testes

de indexaco pela inoculagio em plantas indicadoras.

Ha evidéncias de que o material de mandioquinha-salsa cultivado no Brasil
est4 infectado por um Potyvirus. '
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7 ANEXOS

ANEXO A

TABELA 1A: Anilise de varidncia do experimento 1.1, avaliagdo dos meios BS
e MS, caracteristica taxa de regeneracdo. Brasilia/DF, Embrapa
Rec. Gen. e Biot., 2000.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 3 183.333333 61.111111 0.604 0.6222
Meio de cultura 1 416.666667  416.666667 4.121 0.0605
Regulador de Crescimento 2 4933333333 2466.666667 24.396 0.0000
Meio Cult. x Reg.Crese. 2 533.333333 266.666667 2.637 0.1044
Emo . 15 1516.666667 101.111111

Total corrigido 23 7583.333333

CV (%) =12.70 Média geral: 79.1666667 Niimero de observacdes: 24

TABELA 2A: Anélise de varidncia do experimento 1.1, avaliagdo dos meios BS
e MS, caracteristica tamanho de calos. Brasilia/DF, Embrapa Rec.

Gen. e Biot., 2000.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 3 9.330000 3.110000 1.643  0.2216
Meio de cultura 1 42.666667 42.666667 22.543  0.0003
Regulador de Crescimento 2 568.373333  284.186667 150.151  0.0000
Meio Cult. x Reg.Cresc. 2 44373333 22.186667 11.722  0.0009
Erro 15 28.390000 1.892667
Total corrigido 23 693.133333
CV (%) =35.89 Média geral: 3.8333333 Nimero de observagdes: 24

TABELA 3A: Anilise de varidncia do experimento 1.1, avaliagio dos meios BS
e MS, caracteristica tamanho de calos, desdobramento de meio de
cultura dentro de cada regulador de crescimento. Brasilia/DF,
Embrapa Rec. Gen. ¢ Biot., 2000.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Meio de Cultura / AIB 1 5.120000 5.120000 2.705  0.1208
Meio de Cultura/ AIB +BAP 1 81920000  81.920000 43.283  0.0000
Meio de Cultura / SEM 1 0.000000 0.000000 0.000  1.0000
Resfduo 15 28.390000 1.892667
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TABELA 4A: Analise de variancia do experimento 1.1, avaliagdo dos meios B5
e MS, caracteristica tamanho de calos, desdobramento de
regulador de crescimento dentro de cada meio de cultura.
Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2000.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc

Regulador de Crescimento / B5 2 462.746667  231.373333 122.247 0.0000
Regulador de Crescimento / MS 2 150.000000 75.000000  39.627 0.0000

Residuo 15 28.390000 1.892667

TABELA 5A: Analise de varidncia do experimento 1.1, avaliagdo dos meios BS
e MS, caracteristica mimero de folhas. Brasilia/DF, Embrapa Rec.
Gen. ¢ Biot., 2000.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 0.331250 0.110417 0.442 0.7263
Meio de cultura 1 0.770417 0.770417 3.085 0.0994
Regulador de Crescimento 2 59.767500 29.883750 119.655 0.0000
Meio Cult. x Reg.Cresc. 2 0.530833 0.265417 1.063 03701
Emo 15 3.746250 0.249750

Total comrigido 23 63.146250

CV (%)=19.89 Meédia geral: 2.5125000 Niimero de observagdes:24

TABELA 6A: Anilise de variancia do experimento 1.1, avaliagdo dos meios BS.
e MS, caracteristica altura média de folhas. Brasilia/DF, Embrapa
Rec. Gen. e Biot., 2000.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 3 90.130000 30.043333 1.155 0.3593
Meio de cultura. 1 34.560000 34.560000 1329 0.2670

Regulador de crescimento 2 30.022500 15.011250 0.577 0.5734
Meio Cult. x Reg.Cresc. 2 598.822500  299.411250 11.514 0.0009

Erro 15 390.065000 26.004333
Total corrigido 23 143.600000
CV (%) =21.52 Meédia geral: 23.7000000 Nimero de observagdes: 24
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TABELA 7A: Anilise de varidncia do experimento 1.1, avalia¢do dos meios B5
e MS, caracteristica altura média de folhas, desdobramento de
meio de cultura dentro de cada regulador de crescimento.
Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2000.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Meio de Cultura / AIB 1 48.511250 48.511250 1.866 0.1921
Meio de Cultura/ AIBe BAP 1 546.151250 546.151250 21.002 0.0004
Meio de Cultura/ SEM 1 38.720000 38.720000 1.489 0.2412
Residuo 15 390.065000 26.004333

TABELA 8A: Anilise de varidncia do experimento 1.1, avaliagio dos meios B5
e MS, caracteristica altura média de folhas, desdobramento de
regulador de crescimento dentro de cada meio de cultura.
Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2000.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc

Regulador de Crescimento /B5 2 312.000000  156.000000 5.999  0.0116
Regulador de Crescimento /MS 2 316.845000  158.422500 6.092  0.0110
Residuo 15 390.065000 26.004333

TABELA 9A: Anélise de varidncia do experimento 1.1, avaliagdo dos meios BS
e MS, caracteristica altura maxima de folhas. Brasflia/DF,
Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2000.

FV GL SQ QM Fec Pr>Fc
Bloco 3 90.681250 30.227083 0.573 0.6414
Meio de cultura 1 774.070417 774.070417 14.674 0.0016

Regulador de Crescimento 2 1677.590833  838.795417 15901  0.0002
Meio Cult. x Reg.Cresc. 2 2788350833 1394.175417  26.429  0.0000

Ermo 15 791.266250  52.751083
Total corrigido 23 6121.959583
CV (%)=2240 Média geral: 32.4208333 Nimero de observagdes: 24
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TABELA 10A: Analise de variancia do experimento 1.1, avaliagdo dos meios
B5 e MS, caracteristica altura méxima de folhas,
desdobramento de meio de cultura dentro de cada regulador de
crescimento. Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2000.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Meio de Cultura / AIB 1 56.180000 56.180000  1.065 0.3184
Meio de Cultura/ AIBe BAP 1 3494.480000 3494.480000 66.245 0.0000
Meio de Cultura / SEM 1 11.761250 11.761250 0.223 0.6436
Residuo 15 791.266250 52.751083

TABELA 11A: Analise de variancia do experimento 1.1, avaliagdo dos meios
B5 e MS, caracteristica altura maxima de folhas,
desdobramento de regulador de crescimento dentro de cada
meio de cultura. Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2000.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

Regulador de Crescimento / B5 2 4343.360000 2171.680000 41.168 0.0000
Regulador de Crescimento / MS 2 122.581667 61.290833 1.162 0.3347
Residuo 15 791.266250 52.751083

TABELA 12A: Anélise de variancia do experimento 1.1, avaliagdo dos meios
B5 e MS, caracteristica indice de crescimento foliar.
Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2000.

FV GL sSQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 3 241.267917 80.422639 0.282 0.8377
Meio de Cultura 1 1113.843750 1113.843750  3.903  0.0669
Regulador de Crescimento 2 30537.303333 15268.651667 53.509 0.0000
Meio Cult. x Reg.Cresc. 2 6727.630000 3363.815000 11.789  0.0008
Erro 15 4280.184583 285.345639

Total corrigido 23 42900.229583

CV (%) =28.97 Média geral: 58.3041667 Numero de observagdes: 24
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TABELA 13A: Anilise de varidncia do experimento 1.1, avaliagdo dos mejos
B5 e MS, caracteristica indice de crescimento foliar,
desdobramento de meio de cultura dentro de cada regulador de
crescimento. Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2000.

FV GL SQ oM Fe Pr>F¢
Meio de Cultura / AIB 1 227911250 227911250 0.799 0.3856
Meiode Cultura/ AIBe BAP 1 7435901250  7435.901250 26.059 0.0001
Meio de Cultura / SEM 1 177.661250  177.661250  0.623 0.4424
Residuo 15 4280.184583  285.345639

TABELA 14A: Anilise de varidncia do experimento 1.1, avaliagdo dos meios
B5 e MS, caracteristica indice de crescimento foliar,
desdobramento de regulador de crescimento dentro de cada
meio de cultura. Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2000.

FV GL SQ oM Fc_ PrFc
Regulador de Crescimento /BS 2 32874.811667 16437.405833 57.605 0.0000
Regulador de Crescimento /MS 2 4390.121667  2195.060833  7.693 0.0048
Residuo 15 4280.184583  285.345639

TABELA 15A: Anilise de variancia do experimento 1.1, avaliagdo dos meios
B5 e MS, caracteristica namero de raizes. Brasilia/DF, Embrapa
Rec. Gen. e Biot., 2000.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 0.671667 0.223889 0510  0.6813
Meio de cultura 1 0.006667 0.006667 0.015 09035

Regulador de Crescimento 2 5.642500 2.821250 6428  0.0096
Meio Cult. x Reg.Cresc. 2 0.260833 0.130417 0297 0.7472

Ermro 15 6.583333 0.438889
Total corrigido 23 13.165000
CV (%) =115.22 Média geral: 0.5750000 Numero de observages: 24
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TABELA 16A: Anélise de varidncia do experimento 1.1, avaliagio dos meios
B5 e MS, caracteristica comprimento méximo de raizes.
Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2000.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 127.337917 42.445972 0.613  0.6171
Meio de cultura 1 194.370417 194370417 2.807 0.1146
Regulador de Crescimento 2 247260833  123.630417 1.785 0.2016
Meio Cult. x Reg.Cresc. 2 80.815833 40407917  0.583  0.5701
Erro . 15 1038.794583 69.252972

Total comrigido 23 1688.579583

CV (%) =182.73 Média geral: 4.5541667 Niimero de observagdes: 24

TABELA 17A: Anélise de varidncia do experimento 1.1, avaliagio dos meios
B5 e MS, caracteristica comprimento médio de raizes.
Bras{lia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2000.

FV GL SQ QM Fc  PrFc
Bloco 3 28.404583 9.468194 0.504 0.6856
Meio de cultura 1 75.260417 75260417 4.003  0.0639
Regulador de Crescimento 2 108.365833 54.182917 2.832 0.0873
Meio Cult. x Reg.Cresc. 2 29.130833 14.565417 0.775 0.4785
Emro 15 282.047917 18.803194

Total corrigido 23 523.209583

CV (%) =131.57 Média geral: 3.2958333 Niimero de observagtes: 24

TABELA 18A: Anilise de varidncia do experimento 1.2, avaliag@io do tipo de
auxina e da concentra¢io de sais do meio MS, caracteristica
taxa de regeneracdo. Lavras/MG, Ufla, 2001.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 3 149.151250 49717083  0.125 0.9442
Concentragio Sais MS 1 78.843750 78.843750 0.197  0.6631

Reguladores de crescimento 2 17677.985833  8838.992917 22.137  0.0000
Conc.Sais MS x Regul.Cresc. 2 289.172500 144586250 0362  0.7021

Erro 15  5989.226250  399.281750
Total corrigido 23 24184.379583
CV (%) =31.76 Média geral: 62.9208333 Numero de observagdes: 24

115



TABELA 19A: Anélise de varidncia do experimento 1.2, avaliacdo do tipo de
auxina e da concentra¢io de sais do meio MS, caracteristica
tamanho de calos. Lavras/MG, Ufla, 2001.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 3 16.575000 5.525000 1433  0.2723
Concentragio Sais MS 1 9.375000 9.375000 2432  0.1397

Reguladores de crescimento 2 64.823333 32411667 8409  0.0036
Conc.Sais MS x Regul.Cresc. 2 43.630000 21.815000 5.660  0.0147
Erro 15 57.815000 3.854333

Total corrigido 23 192.218333

CV (%) =41.85 Média geral: 4.6916667 Numero de observagdes: 24

TABELA 20A: Anilise de varidncia do experimento 1.2, avaliagdo do tipo de
auxina e da concentra¢io de sais do meio MS, caracteristica
numero de folhas. Lavras/MG, Ufla, 2001.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 0.924583 0.308194 1.587 0.2341
Concentragdo Sais MS 1 0.400417 0.400417 2062 0.1715

Reguladores de crescimento 2 22.385833 11.192917 57.638  0.0000
Conc.Sais MS x Regul.Cresc. 2 3.985833 1.992917 10262 0.0016

Ermro 15 2912917 0.194194
Total corrigido 23 30.609583
CV (%) =19.13 Média geral: 2.3041667 Numero de observacdes: 24
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TABELA 21A: Anilise de varidncia do experimento 1.2, avaliagdo do tipo de
auxina e da concentragio de sais do meio MS, caracteristica
altura maxima de folbas. Lavras/MG, Ufla, 2001.

Fv GL SQ oM Fc Pr>F¢
Bloco 3 31.591250 10.530417 0462  0.7128
Concentragdo Sais MS 1 55.510417 55.510417 2437 0.1394

Reguladores de crescimento 2 69.340833 34670417 1.522  0.2502
Conc.Sais MS x Regul.Cresc. 2 45.605833 22.802917 1.001  0.3908

Emro 15 341.711250  22.780750
Total comrigido 23 543.759583
CV (%) = 26.60 Média geral: 17.9458333 Niimero de observagdes: 24

TABELA 22A: Anilise de variancia do experimento 1.2, avaliagdo do tipo de
auxina e da concentragio de sais do meio MS, caracteristica
altura média de folhas. Lavras/MG, Ufla, 2001.

FV GL 5Q oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 16.135000 5.378333 0.319  0.8118
Concentragdo Sais MS 1 24.401667 24401667 1446  0.2479

Reguladores de crescimento 2 31.427500 15.713750 0931 04158
Conc.Sais MS x Regul.Cresc. 2 82.685833 41.342917 2449  0.1201

Erro 15 253.215000 16.881000
Total corrigido 23 407.865000
CV (%)= 27.71 Média geral: 14.8250000 Numero de observages: 24

TABELA 23A: Anilise de varidncia do experimento 1.2, avaliagdo do tipo de
auxina e da concentra¢io de sais do meio MS, caracteristica
indice de crescimento foliar. Lavras/MG, Ufla, 2001.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 161.405000 53.801667 1.013 04145
Concentragdo Sais MS 1 245760000  245.760000  4.627 0.0482

Reguladores de crescimento 2 2952323333 1476.161667 27.790 0.0000
Conc.Sais MS x Regul.Cresc. 2 340290000  170.145000 3.203 0.0694

Emo 15 796.780000 53.118667
Total corrigido 23 4496.558333
CV (%)= 22.50 Média geral: 32.3916667 Nitmero de observagdes: 24
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TABELA 24A: Anilise de variincia do experimento 1.2, avaliagdo do tipo de
auxina e da concentra¢io de sais do meio MS, caracteristica
namero de raizes. Lavras/MG, Ufla, 2001.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 3 0.405000 0.135000 0.549 0.6566
Concentra¢ao Sais MS 1 1.306667 1.306667 5312 0.0359

Reguladores de crescimento 2 1.240833 0.620417 2522 - 0.1137
Conc.Sais MS x Regul.Cresc. 2 2.735833 1.367917 5.561 0.0156

Erro 15 3.690000 0.246000
Total corrigido 23 9.378333
CV (%)= 145.17 Média geral: 0.3416667 Numero de observacdes: 24

TABELA 25A: Anélise de varidncia do experimento 1.2, avaliagdo do tipo de
auxina e da concentragdo de sais do meio MS, caracteristica
comprimento méximo de raizes. Lavras/MG, Ufla, 2001.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fe
Bloco 3 7.843333 2614444  0.727 0.5517
Concentragdo Sais MS 1 22041667  22.041667 6.128 0.0257

Reguladores de crescimento 2 30.885833 15442917 4.294 -+ 0.0335
Conc.Sais MS x Regul.Cresc. 2 45.350833 22.675417 6.304 0.0103

Emro 15 53.951667 3.596778
Total corrigido 23 160.0733333
CV (%) =153.77 Média geral: 1.2333333 Niimero de observagdes: 24

TABELA 26A: Anilise de variancia do experimento 1.2, avaliagdo do tipo de
auxina e da concentragio de sais do meio MS, caracteristica
comprimento médio de raizes. Lavras/MG, Ufla, 2001.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 5.216667 1.738889 0.673  0.5815
Concentragéo Sais MS 1 14.415000 14.415000 5.583  0.0321

Reguladores de crescimento 2 19.127500 9.563750 3704  0.0493
Conc.Sais MS x Regul.Cresc. 2 31.172500 15.586250 6.037 0.0119

Emo 15 38.728333 2.581889
Total corrigido 23 108.660000
CV (%) =153.03 Média geral: 1.0500000 Nimero de observagdes: 24
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TABELA 27A: Anélise de varidncia do experimento 1.3, avaliagdo do tamanho
de explante, caracteristica taxa de regeneragdio. Brasilia/DF,
Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 9.031250 3.010417 1.000 04199
Cultivar 1 3.010417 3.010417 1,000  0.3332
Tamanho de explante 2 6.020833 3.010417 1.000  0.3911
Cultivar x Tam.explante 2 6.020833 3.010417 1.000  0.3911
Erro 15 45156250  3.010417

Total corrigido 23 69.239583

CV (%)= 174 Média geral: 99.6458333 Niimero de observagdes: 24

TABELA 28A: Anilise de varidncia do experimento 1.3, avaliagdo do tamanho
de explante, caracteristica tamanho de calos. Brasilia/DF,
Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 20.588333 6.862778  7.622  0.0025
Cultivar 1 4.506667 4.506667 5.005 0.0409
Tamanho de explante 2 168.542500 84.271250 93.589 0.0000
Cultivar x Tam. explante 2 0.040833 0.020417 0.023 0.9776
Erro 15 13.506667 0.900444

Total corrigido 23 207.185000

CV (%) =5.57 Média geral: 17.0250000 Niimero de observagdes: 24

TABELA 29A: Anilise de varidncia do experimento 1.3, avaliagdo do tamanho
de explante, caracteristica nimero de folhas. Brasilia/DF,
Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fe
Bloco 3 4274583 1.424861 4.638 0.0174
Cultivar 1 6.510417 6.510417 21.193 0.0003
Tamanho de explante 2 0.333333 0.166667 0.543 0.5923
Cultivar x Tam. explante 2 1.773333 0.886667 2.886 0.0870
Erro 15 4.607917 0.3071944

Total corrigido 23 17.499583

CV (%)=11.99 Média geral: 4.6208333 Nimero de observacdes: 24
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TABELA 30A: Anélise de varidncia do experimento 1.3, avaliagao do tamanho
de explante, caracteristica altura méxima de folhas. Brasilia/DF,
Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 3 2959.304583  986.434861 23.029 0.0000
Cultivar 1 412510417 412510417  9.630 0.0073
Tamanho de explante 2 1217.522500  608.761250 14.212 0.0003
Cultivar x Tam. explante 2 95.180833 47.590417 1.111  0.3548
Erro 15 642.507917 42.833861

Total corrigido 23 5327.026250

CV (%)= 9.95 Média geral: 65.7875000 Numero de observacées: 24

TABELA 31A: Anélise de variancia do experimento 1.3, avaliagdo do tamanho
de explante, caracteristica altura média de folhas. Brasilia/DF,
Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 3 1074.298333 358.099444  16.219 0.0000
Cultivar 1 37.001667 37.001667 1.676 0.2150
Tamanho de explante 2 566.690833 283.345417 12.833  0.0006
Cultivar x Tam. explante 2 88.905833 44452917 2013 0.1681
Erro 15 331.181667 22.078778

Total corrigido 23 2098.078333

CV (%)= 11.73 Média geral: 40.0416667 Numero de observacdes: 24

TABELA 32A: Anilise de varifncia do experimento 1.3, avaliagdo do tamanho
de explante, caracteristica indice de crescimento foliar.
Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fe
Bloco 3 5830.021667 1943.340556 2.175 0.1334
Cultivar 1 17388.166667  17388.166667 19.465 0.0005
Tamanho de explante 2 7388.882500 3694441250 4.136 0.0371
Cultivar x Tam. explante 2 432.755833 216377917 0242 0.7879
Emro 15 13399.658333 893.310556

Total corrigido 23 44439.485000

CV (%)= 1642 Média geral: 182.0750000 Niimero de observagdes: 24
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TABELA 33A: Analise de varidncia do experimento 1.3, avaliagio do tamanho
de explante, caracteristica mimero de raizes. Brasilia/DF,
Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 0.458333 0.152778 1279 03175
Cultivar 1 0.041667 0.041667 0349  0.5636
Tamanho de explante 2 0.250000 0.125000 1.047  0.3754
Cultivar x Tam. explante 2 0.083333 0.041667 0349 0.7111
Erro 15 1.791667 0.119444

Total corrigido 23 2.625000

CV (%)= 27649 Média geral: 0.1250000 Niimero de observagoes: 24

TABELA 34A: Anilise de varidncia do experimento 1.3, avaliagdo do tamanho
de explante, caracteristica comprimento méaximo de raizes.
Brasflia/DF, Embrapa Rec. Gen. ¢ Biot., 2001.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 3 15.458333 5.152778 0412 0.7471
Cultivar 1 7.041667 7.041667 0.562 0.4649
Tamanho de explante 2 60.250000 30.125000 2406 0.1241
Cultivar x Tam. explante 2 18.083333 9.041667 0.722 0.5018
Erro 15 187.791667 12.519444

Total corrigido 23 288.625000

CV (%)= 166.51 Média geral: 2.1250000 Numero de observagdes: 24

TABELA 35A: Anilise de variincia do experimento 1.3, avaliagéo do tamanho
de explante, caracteristica comprimento médio de raizes.
Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Cultivar 1 6.000000 6.000000 1.195 0.2916
Tamanho de explante 2 25.333333 12.666667  2.522 0.1137
Cultivar x Tam. explante 2 9.0600000 4.500000 0.896 0.4290
Ermro 15 75.333333 5.022222

Total comrigido 23 125.833333

CV (%)=_158.19 Média geral: 1.4166667 Niimero de observagtes: 24
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TABELA 36A: Anilise de varidncia do experimento 1.4, avaliagdo da
concentracio de BAP, caracteristica taxa de regeneragdo.
Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 178.000000 59.333333 0.736  0.5469
Cultivar 1 32.666667 32.666667 0.405 0.5341
Concentragio de BAP 2 187.777778 93.883889 1.164° 0.3389
Cultivar x Conc. BAP 2 22.888889 11.444444 0.142 08689
Ermo 15 1210.000000 80.666667

Total corrigido 23 1631.333333

CV (%)= 9.18 Média geral: 97.8333333 Nimero de observacses: 24

TABELA 37A: Anilise de variincia do experimento 1.4, avaliagio da
concentragio de BAP, caracteristica didmetro de calos.
Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fe
Bloco 3 34.524583 11.508194 5.836  0.0075
Cultivar 1 5.900417 5.900417 2.992 0.1042
Concentragio de BAP 2 58.248611 29.124306 14.769  0.0003
Cultivar x Conc. BAP 2 2.456056 1.228028 0.623 0.5498
Erro 15 29.579917 1.971994

Total corrigido 23 130.709583

CV (%)= 7.25 Média geral: 19.3708333 Niimero de observagses: 24

TABELA 38A: Anélise de varidncia do experimento 1.4, avaliagio da
concentragio de BAP, caracteristica mimero de folhas.
Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

FV GL SQ OM Fc Pr>Fc
Bloco 3 1.075000 0.358333  0.489 0.6954
Cultivar 1 5.415000 5415000  7.382 0.0159
Concentragdo de BAP 2 50.053492 25.026746 34.118 0.0000
Cultivar x Conc. BAP 2 4.338508 2169254  2.957 0.0827
Erro 15 11.603000 0.733533

Total corrigido 23 71.885000

CV (%) = 23.63 Média geral: 3.6250000 Niimero de observagdes: 24
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TABELA 39A: Anilise de variincia do experimento 1.4, avaliagdo da
concentragio de BAP, caracteristica altura mixima de folhas.
Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 283.166667 94.383889 1.170  0.3542
Cultivar 1 188.160000 188.160000 2331 0.1476

Concentragdo de BAP 2 6032.976190  3016.488095 37.375  0.0000
Cultivar x Conc. BAP 2 120.328476 60.164238 0.745 0.4913

Erro 15 1210.622000 80.708133
Total corrigido 23 7835.253333
CV (%)= 11.82 Média geral: 75.9833333 Nimero de observagdes: 24

TABELA 40A: Andlise de varidncia do experimento 1.4, avaliagio da
concentragio de BAP, caracteristica altura média de folhas.
Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 203.121667 67.707222 0479  0.7014
Cultivar l 1.706667 1.706667 0.012  0.9139

Concentragdo de BAP 2 9217.453075  4608.726538 32.637  0.0000
Cultivar x Conc. BAP 2 242.751591 121375796  0.860  0.4432

Emo 15 2118.165333 141.211022
Total corrigido 23 11783.198333
CV (%) =21.56 Média geral: 55.1083333 Nimero de observac¢des: 24

TABELA 41A: Anilise de varidncia do experimento 1.4, avaliagio da
concentragio de BAP, caracteristica indice de crescimento
foliar. Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 2643.365000 881.121667 0.905 0.4617
Cultivar 1 12303.481667 12303.481667 12.641  0.0029

Concentragio de BAP 2 15875.625298  7937.812649  8.155  0.0040
Cultivar x Conc. BAP 2 6567.957702  3283.978851 3374 0.0617

Ero 15 14599.768667 973317911
Total corrigido 23 51990.198333
CV (%)= 18.59 Média geral: 167.7916667 Niimero de observagses: 24
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TABELA 42A: Anilise de varidncia do experimento 1.4, avaliagio da
concentragdo de BAP, caracteristica nimero de raizes.
Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001,

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 0.525000 0.175000 1.899 0.1731
Cultivar 1 0.041667 0.041667 0452 05115
Concentragdo de BAP 2 0.406885 0.203442 2208 0.1444
Cultivar x Conc. BAP 2 -1.7218254E-0002 -8.609127E-C003 -0.093  1.0000
Erro 15 1.382000 0.092133

Total corrigido 23 2.338333

CV (%) = 125.60 Média geral: 0.2416667 Niimero de observacgdes: 24

TABELA 43A: Anilise .de varidncia do experimento 1.4, avaliagio da
concentragio de BAP, caracteristica comprimento maximo de
raizes, Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 3 42458333 14.152778 1.236 0.3314
Cultivar 1 9.375000 9375000 0.819 0.3799
Concentracio de BAP 2 33.640873 16.820437 1.469 0.2615
Cultivar x Conc. BAP 2 10.725794 5.362897 0.468 0.6349
Erro 15 171.758333 11.450556

Total corrigido 23 267.958333

CV (%)= 137.65 Média geral: 2.4583333 Numero de observagdes: 24

TABELA 44A: Anilise de variancia do experimento 1.4, avaliagio da
concentragiio de BAP, caracteristica comprimento médio de
raizes. Brasilia/DF, Embrapa Rec. Gen. e Biot., 2001.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 3 23.784583 7.928194 1.159 0.3581
Cultivar 1 7.150417 7.150417 1.045 0.3229
Concentragio de BAP 2 9.726885 4.863442 0.711 0.5071
Cultivar x Conc. BAP 2 5.647615 2.823808 0413  0.6692
Erro 15 102.650083 6.843339

Total corrigido 23 148.959583

CV (%)= 133.87 Média geral: 1.9541667 Nimero de observagdes: 24
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TABELA 45A: Anilise de varidncia do experimento 1.5, avaliagio da
concentracio de GA,, caracteristica taxa de regeneracéo.
Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2002.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 945.833333  315.277778 1.988 0.1591
Cultivar 1 204.166667  204.166667 1.287 0.2744
Concentragio de GA; 2 1058.333333  529.166667 3.336 0.0633
Cultivar x Conc. GA3 2 108.333333 54.166667 0.342 0.7161
Erro .15 2379.166667 158.611111

Total corrigido 23 4695.833333

CV (%) = 14.46

Média geral: 87.0833333 Nuimero de observacdes: 24

TABELA 46A: Anilise de varidncia do experimento 1.5, avaliagdo da
concentragio de GA,;, caracteristica tamanho de calos.
Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2002.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 8.076667 2.692222 2.220 0.1280
Cultivar 1 9.626667 9.626667 7.937 0.0130
Concentragiio de GA, 2 9.363333 4.681667 3.860  0.0444
Cultivar x Conc. GA; 2 0.853333 0.426667 0.352 0.7091

Emo

15 18.193333 1.212889

Total corrigido

23 46.113333

CV (%) =15.81

Média geral: 6.9666667 Nimero de observagdes: 24

TABELA 47A: Anilise de varidncia do experimento 1.5, avaliagdo da
concentragio de GA,, caracteristica mimero de folhas.
Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2002.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 3 0.767917 0.255972 0.586 0.6336
Cultivar 1 3.300417 3.300417 7.553 0.0149
Concentragio de GA; 2 0.752500 0.376250 0.861 0.4426
Cultivar x Conc. GA; 2 0.010833 0.005417 0.012 0.9877
Erro 15 6.554583 0.436972

Total corrigido

23 11.386250

CV (%)= 21.24

Média geral: 3.1125000 Niimero de observagdes: 24
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TABELA 48A: Anilise de varidncia do experimento 1.5, avaliagdio da
concentragiio de GA;, caracteristica altura méixima de folhas.
Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2002.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 177.684583 59.228194 3.132 0.0570
Cultivar 1 0.033750 0.033750 0.002  0.9669

Concentragio de GA; 2 654.570000  327.285000 17307 0.0001
Cultivar x Conc. GA,; 2 33.690000 16.845000 0.891 04310

Erro 15 283.657917 18.910528
Total corrigido 23 1149.636250
CV (%)= 16.75 Média geral: 25.9625000 Numero de observacdes: 24

TABELA 49A: Anilise de varidncia do experimento 1.5, avaliagdo da
concentragdo de GA,, caracteristica altura média de folhas.
Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2002.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 54.551667 18.183889 4586  0.0180
Cultivar 1 0.135000 0.135000 0.034  0.8561
Concentracio de GA; 2 154.830000 77.415000 19.523  0.0001
Cultivar x Conc. GA, 2 4.630000 2.315000 0.584  0.5699
Emo 15 59.478333 3.965222

Total corrigido 23 273.625000

CV (%)= 11.63 Média geral: 17.1250000 Numero de observages: 24

TABELA 50A: Anilise de varidncia do experimento 1.5, avaliagdo da
concentragdo de GA;, caracteristica indice de crescimento de
folhas. Brasilia/DF, Embrapa Hortalicas, 2002.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fe
Bloco 3 1503.943333  501.314444 3965  0.0289
Cultivar 1 847281667  847.281667 6.701  0.0206
Concentragdo de GA; 2 1661.543333 830.771667 6.571  0.0089
Cultivar x Conc. GA; 2 24.023333 12.011667  0.095  0.9099
Erro 15 1896.501667 126.433444

Total corrigido 23 5933.293333

CV (%)= 21.20 Média geral: 53.0333333 Niimero de observagdes: 24
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TABELA 51A: Anilise de varidncia do experimento 1.6, avaliagio da
concentragio de mio-inositol, caracteristica taxa de
regeneragdo. Brasilia/DF, Embrapa Hortalicas, 2002.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fe
Bloco 3 843.000000  281.000000 2.974  0.0652
Cultivar 1 988.166667  988.166667 10.457  0.0056
Concentragdo Mio-inositol 2 356.333333  178.166667  1.885  0.1360
Cultivar x Conc. GA, 2 1046.333333  523.166667 5.536  0.0158
Ermro 15 1417.500000 94.500000

Total corrigido 23 4651.333333

CV (%) =11381 Média geral: 82.3333333 Numero de observagdes: 24

TABELA 52A: Anidlise de varidncia do experimento 1.6, avaliagio da
concentra¢io de mio-inositol, caracteristica tamanho de calos.
Bras{lia/DF, Embrapa Hortaligas, 2002.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fe
Bloco 3 0.163333 0.054444 0.135 0.9380
Cultivar 1 3.526667 3.526667 8.713 0.0099
Concentragio Mio-inositol 2 2.205833 1.102917 2.725 0.0979
Cultivar x Conc. Mio-inos. 2 0.085833 0.042917 0.106 0.9001
Erro 15 6.071102 0.404740

Total corrigido 23 12.053333

CV (%)= 11.03 Média geral: 5.7666667 Nimero de observacées: 24

TABELA 53A: Anilise de varidncia do experimento 1.6, avaliagio da
concentragiio de mio-inositol, caracteristica mimero de folhas.
Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2002.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 3 0.941250 0.313750 2.133 0.1388
Cultivar 1 3.153750 3.153750 21442  0.0003

Concentragdio Mio-inositol 2 0.457500 0.228750 1.555  0.2433
Cultivar x Conc. Mio-inos. 2 1.067500 0.533750 3.629  0.0518

Erro 15 2.206250 0.147083
Total corrigido 23 7.826250
CV (%)= 1242 Média geral: 3.0875000 Nimero de observagbes: 24
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TABELA 54A: Anéilise de varidncia do experimento 1.6, avaliagio da
concentra¢ao de mio-inositol, caracteristica altura maxima de
folhas. Brasilia/DF, Embrapa Hortalicas, 2002.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 3 6.671667 2.223889 0.244  0.8642
Cultivar 1 3.081667 3.081667 0.338 0.5694
Concentragio Mio-inositol 2 64.563333 32.281667 3.545 0.0548
Cultivar x Conc. Mio-inos. 2 6.543333 3.271667 0.359  0.7040
Erro 15 136.578333 9.105222

Total comrigido 23 217.438333

CV (%)= 15.71 Média geral: 19.2083333 Nimero de observagdes: 24

TABELA 55A: Anilise de varifincia do experimento 1.6, avaliagio da
concentragio de mio-inositol, caracterfstica altura média de
folhas. Brasilia/DF, Embrapa Hortalicas, 2002.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 3 15.177917 5.059306 1.731  0.2035
Cultivar 1 2.100417 2.100417 0.719 04099
Concentragiio Mio-inositol 2 20.257500 10.128750 3465 0.0579
Cultivar x Conc. Mio-inos. 2 4.205833 2.102917 0.719  0.5031
Erro 15 43.844583 2.922972

Total corrigido 23 85.586250

CV (%)= 12.38 Média geral: 13.8125000 Numero de observagoes: 24

TABELA 56A: Anilise de variincia do experimento 1.6, avaliagio da
concentracio de mio-inositol, caracteristica indice de
crescimento foliar. Brasflia/DF, Embrapa Hortaligas, 2002.

FV GL 5Q QM Fc Pr>Fc
Bloco 3 66.724583 22.241528 0499  0.6887
Cultivar 1 341260417  341.260417  7.654 0.0144

Concentragdo Mio-inositol 2 181.110000 90.555000 2.031 0.1657
Cultivar x Conc. Mio-inos. 2 39.463333 19.731667 0443  0.6505

Erro 15 668.817917 _ 44.587861
Total comigido 23 1297.376250
CV (%)= 1592 Média geral: 41.9375000 Niumero de observagdes: 24
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TABELA 57A: Anilise de variincia do experimento 2.1, avaliag@o do sistema
de irrigagdo e da adi¢do de casca de arroz carbonizada (CAC)
ao substrato, caracteristica taxa de sobrevivéncia. Brasilia/DF,

Embrapa Hortalicas, 2003.
FV GL SQ QM F¢ Pr>Fc
Bloco 4 462.500000 115.625000 0.476 0.7553
Sistema de Irrigagdo 1 30.625000 30.625000 0.126 0.7406
Emro 1 4 972.500000 243.125000
Adigao de CAC 1  11055.625000 11055.625000 39.396 0.0033
Erro 1 4 1122.500000  280.625000
Cultivar 1 3705.625000 3705.625000 5.316 0.0320
Cultivar x Sist.Irrigacéo 1 2030.625000 2030.625000 2.913 0.1034
Adicdo CAC x Sist.Irrigacdo 1 4730.625000 4730.625000 6.786 0.0169
Cultivar x Adigio CAC 1 0.625000 0.625000 0.001 0.9764
Cultivar x AA.CAC x Sist.Irrig. 1 855.625000  855.625000 1.227 0.2811
Erro 1 20 13942.500000  697.125000
Total corrigido 39  38909.375000
CV 1(%)=23.76 CV 2 (%) =25.53 CV 3 (%)=40.23
Média geral: 65.6250000 Nitmero de observagdes: 40

TABELA 58A: Anélise de varidncia do experimento 2.1, avaliagdo do sistema
de irrigacfio € da adi¢io de casca de arroz carbonizada (CAC)
ao substrato, caracteristica taxa de sobrevivéncia,
desdobramento de adi¢do de CAC dentro de cada sistema de
irrigag#o. Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2003.

FV GL SQ oM Fc __ Pr>Fe
Adigéo de CAC/ Aspersio 1 661.250000 661.250000  0.949 03417
Adicéo de CAC / Flutuacdo 1 15125.000000 15125.000000 21.696 0.0002
Residuo 20 13942.500000 697.125000

TABELA 59A: Anélise de varidncia do experimento 2.1, avaliagdo do sistema
de irrigacfio e da adigfio de casca de arroz carbonizada (CAC)
a0 substrato, caracteristica taxa de sobrevivéncia,
desdobramento de sistema de irrigagio dentro de cada nivel de
adi¢@io de CAC. Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2003.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Sist. Irrigagio / Com CAC 1 2761.250000  2761.250000 3.961 0.0604
Sist. IrrigacZo / Sem CAC 1 2000.0060000 2000.000000 2.869 0.1058
Residuo 20 13942.500000 697.125000
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TABELA 60A: Anélise de varidncia do experimento 2.1, avaliagdo do sistema
de irrigagiio e da adigdo de casca de arroz carbonizada (CAC)
ao substrato, caracteristica mimero de folhas. Brasilia/DF,

Embrapa Hortaligas, 2003.
FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 4 0.483500 0.120875 3491 0.1267
Sistema de Imrigagdo 1 0.870250 0.870250 25.134 0.0074
Erro 1 4 0.138500 0.034625
Adicdo de CAC 1 0.020250 0.020250 0.564 0.4943
Erro 2 4 0.143500 0.035875
Cultivar 1 3.080250 3.080250 25.347 0.0001
Cultivar x Sist.Irrigagio 1 0.240250 0.240250 1977 0.1751
Adic3o de CAC x Sist.Irrigagdo 1 0.110250 0.110250 0907 0.3522
Cultivar x Adigdo de CAC 1 0.020250 0.020250 0.167 0.6875
Cultivar x AA.CAC x Sist.Irrig. 1 0.072250 0.072250 0.595 0.4497
Erro 3 20 2.430500 0.121525
Total corrigido 39 7.609750
CV 1 (%)=8.87 CV 2(%)=9.03 CV 3 (%) =16.62
Média geral: 2.0975000 Nimero de observagoes: 40

TABELA 61A: Anélise de varidncia do experimento 2.1, avaliagdo do sistema
de irrigaciio e da adi¢do de casca de arroz carbonizada (CAC)
ao substrato, caracteristica altura méxima de folhas.
Brasilia/DF, Embrapa Hortalicas, 2003.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 4 49.888500 12472125 0408 0.7968
Sistema de Imrigagdo 1 218.556250 218.556250 7.148  0.0556
Emo 1 4 122302500 30.575625

Adigdo de CAC 1 211.140250 211.140250 3.894 0.1197
Emo 2 4  216.873500 54.218375

Cultivar 1  485.112250  485.112250 10.740  0.0038
Cultivar x Sist.Irrigagio 1 0.000250 0.000250  0.000 0.9981
Adig#io de CAC x SistIrrigagio 1 3.660250 3660250 0.081 0.7788
Cultivar x Adicsio de CAC 1 4.422250 4422250 0.098 0.7576
Cultivar x Ad.CAC x SistIrrig. 1 23.256250 23256250 0.515 0.4813
Emo 2 20 903.387500 45.169375

Total corrigido 39 2238.599750

CV 1 (%) =21.81 CV 2 (%)= 29.05 CV 3 (%) =26.51

Média geral: 25.3475000 Niimero de observacdes: 40
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TABELA 62A: Anélise de varidncia do experimento 2.1, avaliagdo do sistema
de irrigagio e da adigéio de casca de arroz carbonizada (CAC)
a0 substrato, caracteristica altura média de folhas. Brasilia/DF,

Embrapa Hortaligas, 2003.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Bloco 4 37.853500 9.463375 0412 0.7941
Sistema de Irrigacéo 1 64.770250 64.770250 2.822 0.1683
Erro 1 4  91.803500 22.950875

Adigdo de CAC 1 129.240250 129.240250 9.583  0.0364
Emro 2 4 53.943500 13.485875

Cultivar 1 188.790250 188.790250 12.228 0.0023
Cultivar x Sist.Irrigagéo 1 22.952250 22952250 1487 0.2369
Adicio de CAC x Sist.Imigagio 1 1.406250 1.406250 0.091 0.7659
Cultivar x Adigio de CAC 1 0.812250 0.812250 0.053 0.8209
Cultivar x Ad.CAC x Sist.Imig. 1 0.650250 0.650250 0.042 0.8395
Ermro 3 20 308.787500 15.439375

Total comrigido 39 901.009750

CV 1 (%)=26.04 CV2(%)=1996 CV 3 (%) =21.36

Média geral: 18.3975000 Nitmero de observagdes: 40

TABELA 63A: Anilise de variincia do experimento 2.2, avaliagdo do corte
basal do calo, caracteristica taxa de sobrevivéncia. Brasilia/DF,
Embrapa Hortaligas, 2003.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fe
Bloco 5 873.833333 174.766667 1.161 0.3726
Cultivar 1 4.166667 4.166667 0.028 0.8701
Corte basal 1 4.166667 4.166667 0.028 0.8701
Cultivarx Cortebasal 1  7350.000000  7350.000000 48.844 0.0000
Erro 15 2257.166667 150.477778

Total corrigido 23 10489.333333

CV (%)= 19.12 Média geral: 64.1666667 Niimero de observagoes: 24
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TABELA 64A: Anilise de varidncia do experimento 2.2, avaliagio do corte
basal do calo, caracteristica nimero de folhas. Brasilia/DF,

Embrapa Hortaligas, 2003.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 5 7.538750 1.507750 1.720 0.1906
Cultivar 1 0.050417 0.050417 0.058 0.8137
Corte basal 1 0.050417 0.050417 0.058 + 0.8137
Cultivar x Corte basal 1 6.720417 6.720417 7.668 0.0143
Ermro 15 13.146250 0.876417

Total corrigido 23 27.506250

CV (%) = 30.08 Média geral: 3.1125000 Nimero de observagdes: 24

TABELA 65A: Anélise de variancia do experimento 2.2, avaliagdo do corte
basal do calo, caracteristica altura méxima de folhas.
Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2003.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 5 185.575000 37.115000 0.657 0.6612
Cultivar 1 9.881667 9.881667 0.175  0.6817
Corte basal 1 9.881667 9.881667 0.17>  0.6817
Cultivar x Corte basal 1 3042.001667  3042.001667 53.847 0.0000
Erro 15 847.405000 56.493667

Total comrigido 23 4094.745000

CV (%)= 13.68 Média geral: 54.9250000 Numero de observages: 24

TABELA 66A: Anélise de varidncia do experimento 2.2, avaliagdo do corte

basal do calo, caracteristica altura média de folhas.
Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2003.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 5 304.328333 60.865667 3.182 0.0372
Cultivar 1 4.860000 4.860000 0.254 0.6215
Corte basal 1 4.360000 4.860000 0.254 0.6215
Cultivar x Corte basal 1 1820.041667 1820.041667 95.148 0.0000
Erro 15 286.928333 19.128556
Total corrigido 23 2421.018333

CV (%)= 1047 Média geral: 41.7583333 Numero de observagdes: 24
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TABELA 67A: Anilise de varidncia do experimento 3.1, avaliagdo do
desenvolvimento inicial, caracteristica taxa de sobrevivéncia.
Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2003.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 4 613.600000 153.400000 1.000 0.4609
Geragdo 2 2050.133333 1025.066667 6.682 0.0197
Erro 8 1227.200000 153.400000

Total corrigido 14 3890.933333

CV (%)= 13.50 Média geral: 91.7333333 Numero de observagdes: 15

TABELA 68A: Anilise de varincia do experimento 3.1, avaliagdo do
desenvolvimento inicia, caracteristica ntimero de folhas.
Brasilia/DF, Embrapa Hortalicas, 2003.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 4 1.733333 0.433333 1.130 0.4073
Geragdo 2 84.933333 42.466667 110.783 0.0000
Erro 8 3.066667 0.383333

Total corrigido 14 89.733333

CV (%)= 11.33 Média geral: 5.4666667 Numero de observagdes: 15

TABELA 69A: Anilise de varidncia do experimento 3.1, avaliagdo do
desenvolvimento inicia, caracteristica altura das folhas.
Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2003.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fe
Bloco 4 0.266667 0.066667 0.087 0.9840
Geragdo 2 182.533333 91.266667 115.043 0.0000
Erro 8 6.133333 0.766667

Total corrigido 14 188.933333

CV (%)= 7.34 Média geral: 11.9333333 Niimero de observagdes: 15
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TABELA 70A: Anilise de variancia do experimento 3.2, avaliagdo da produgéo
em campo, caracteristica Classe 18. Brasilia/DF, Embrapa

Hortaligas, 2004.
FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Repeti¢ao 5 1691766.666667 338353.333333 1.000 0.5000
Cultivar 1 6753000333333 6753000333333  19.958  0.0066
Emro 5 1691766.666667  338353.333333
Total corrigido 11 10136533.666667
CV (%)= 77.54 Média geral: 750.1666667 Numero de observagoes: 12

TABELA 71A: Anélise de variancia do experimento 3.2, avaliagéo da producdo
em campo, caracteristica Classe 12. Brasilia/DF, Embrapa

Hortalicas, 2004.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Repeti¢ao 5 1753070.666667 350614.133333 0.202 0.9479
Cultivar | 60121633.333333  60121633.333333 34.680 0.0020
Erro 5 8668077.666667 1733615.533333

Total corrigido 11 70542781.666667

CV (%)= 12.34 Média geral: 10666.8333333 Numero de observagdes: 12

TABELA 72A: Anilise de variancia do experimento 3.2, avaliagdo daproduggo
em campo, caracteristica Classe 9. Brasilia/DF, Embrapa

i Hortaligas, 2004.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Repetigdo 5 8055812.666667  1611162.533333 3.966 0.0784
Cultivar 1  38772075.000000 38772075.000000 95.430 0.0002
Erro 5 2031440.000000 406288.000000
Total comrigido 11 48859327.666667
CV (%)= 11.32 Média geral: 5631.1666667 Niimero de observagoes: 12
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TABELA 73A: Anilise de varidncia do experimento 3.2, avaliagdo da produgio
em campo, caracteristica Classe 6. Brasilia/DF, Embrapa

Hortaligas, 2004.
Fv GL SQ oM Fc Pr>Fc
Repeticio 5 167533.000000  33506.600000 0.060  0.9960
Cultivar 1 169932.000000  169932.000000 0.307  0.6035
Ermro b 2769692.000000  553938.400000
Total corrigido 11 3107157.000000
CV (%)= 18.28 ._Média geral: 4071.5000000 Niimero de observagdes: 12

TABELA 74A: Anélise de varidncia do experimento 3.2, avaliagdo da produgdo
em campo, caracteristica Refugo. Brasilia/DF, Embrapa
Hortaligas, 2004.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Repeti¢io 5 552993.666667 110598.733333 0.205 0.9464
Cultivar 1 492075.000000 492075.000000 0914 0.3830
Erro 5 2692642.000000 538528.400000

Total corrigido 11 3737710.666667

CV (%)= 76.10 Média geral: 964.3333333 Numero de observagdes: 12

TABELA 75A: Anélise de variancia do experimento 3.2, avaliagdo da produgdo
em campo, caracteristica Produtividade Classes 18+12+9.
Brasflia/DF, Embrapa Hortaligas, 2004.

FVv GL SQ oM Fc Pr>Fc
Repeticio 5 23821708.444444  4764341.688889 1331 0.3266
Cultivar 1 392732095.444444 196366047.722222 54.861 0.0000
Erro 5 35793321.888889  3579332.188889

Total corrigido 17 452347125.777778

CV (%)= 1242 Média geral: 15238.1111111 Nimero de observagdes: 12
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TABELA 76A: Anilise de varidncia do experimento 3.2, avaliagdo da produgdo
em campo, caracteristica Produtividade Comercial. Brasilia/DF,
Embrapa Hortaligas, 2004.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Repeticio 5 5160450.416667 1032090.083333 0.377 0.8461
Cultivar 1 207159990.083333 207159990.083333  75.614 0.0003
Erro 5 13698434.416667 2739686.883333

Total comrigido 11 226018874.916667

CV (%)= 8.13 Média geral: 20368.9166667 Niimero de observagdes: 12

TABELA 77A: Anilise de variancia do experimento 3.2, avaliag@io da produgio
em campo, caracteristica Produtividade Total. Brasilia/DF,

Embrapa Hortaligas, 2004.
FV GL SQ oM Fe Pr>Fe
Repeti¢do 5 7733897.666667 1546779.533333 0.289 0.9006
Cultivar 1 227801388.000000 227801388.000000 42.492 0.0013
Erro 5 26805261.060000 5361052.200000

Total corrigido 11 262340546.666667

CV (%) =10.85 Média geral: 21333.3333333 Numero de observagoes: 12

TABELA 78A: Anilise de varidncia do experimento 3.2, avaliagdo da produgio
em campo, caracteristica Peso médio de raizes. Brasilia/DF,

Embrapa Hortaligas, 2004.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Repeti¢iio 5 389.666667 77.933333 2.552 0.1634
Cultivar 1 1408.333333 1408.333333 46.124 0.0011
Erro 5 152.666667 30.533333
Total corrigido 11 1950.666667
CV (%)=17.15 Média geral: 773333333 Nimero de observagdes: 12
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TABELA 79A: Anilise de varidncia do experimento 3.2, avaliagdo da produgéo
em campo, caracteristica Porcentagem de Producdo de raizes das
classes 18, 12 e 9. Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2004.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Repeticdo 5 64.866667 12.973333 1.754 0.2763
Cultivar 1 448.963333 448.963333 60.693 0.0006
Erro 5 36.986667 7.397333

Total comrigido 11 550.816667

CV (%) =13.45 Média geral: 78.8166667 Numero de observagdes: 12

TABELA 80A: Anélise de varidncia do experimento 3.2, avaliagdo da produgdo
em campo, caracteristica Porcentagem de Produgdo de raizes
comerciais. Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2004.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Repeticio 5 14.696667 2.939333 0.309 0.8885
Cultivar 1 0.653333 0.653333 0.069 0.8038
Erro 5 47.596667 9.519333

Total corrigido 11 62.946667

CV (%) =13.22 Média geral: 95.7333333 Numero de observaces: 12

TABELA 81A: Anilise de varidncia do experimento 3.2, avaliagéo da produgdo
em campo, caracteristica Porcentagem de raizes refugo.
Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2004.

FV GL SQ QM Fc ProFc
Repetigio 5 14.696667 2.939333 0.309 0.8885
Cultivar 1 0.653333 0.653333 0.069 0.8038
Erro 5 47.596667 9.519333

Total corrigido 11 62.946667

CV (%)= 72.31 Média geral: 4.2666667 Niimero de observagdes: 12
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ANEXOB

TABELA 1B: Resultado da anélise de similaridade do isolado C17, virus
isolado de uma planta da cv. Amarela Comum.
Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2003.

Sequences producing significant alignments: (bits) Value

gi[12744875|gblAF328754.1|AF328754 Bean common mosaic necro... 94 2e-16
£il58682lemb!Z17203.1BCMVNL3CP Bean common mosaic virus NL. 94 2e-16
gi|127448871gblAF328760.1|AF328760 Bean common mosaic necro... 86 Se-14
gil12744883|gb|AF328758.1|AF328758 Bean common mosaic necro... 86 Se-14
gil433286eb|S66274.1|S66274S1 polymerase, coat protein [be... 86 Se-14
gx_'|1045623|gblg37076.1[3Cﬁ37076 Bean common mosaic necrosis... 86 5e-14
gi[12744871|gblAF328752.11AF328752 Bean common mosaic necro... 78 le-11
gil625062]gblU19287.1{BCU19287 Bean common mosaic virus pol... 78 le-11
gil687756leb{U20818.1|BCU20818 Bean common mosaic virus pol... 78 le-11
gi[349340]pb[1.22607. IIWMVCOATA Watermelon mosaic virus 2 co... 72 8e-10
gi[2227761dbj[D13913.1[WMVCP Watermelon mosaic virus 2, 4%... 72 8e-10

£il222774dbiD00535. 1IWMVCOAT Watermelon mosaic virus 2 ge... 72 8e-10

£i|2960537|dbilABO1 1404.1]AB011404 Calanthe mild mosaic pot... 72 8e-10
gi[19067641dbjlAB001994.1|AB001994 Watermelon mosaic virus ... 72 8e-10

£i[14290101(sb|AF379854. 11AF379854 Cloning vector pVLH/hsp,... 70 3e-09
£i14009668leblAF338824. 11AF338824 Cloning vector pVLH/int(... 70 3e-09
i13025714)gblAF041426.1|AF041426 Cloning vector pVLH-1, co... - 70 3e-09
gil5805100lemblAJ010707.1|SPO010707 Sweet potato featherym... 70 3e-09
£il5805079lemblAJ010702.1|SPO010702 Sweet potato featherym... 70 3e-09
£il58050731emblAJ010699.1[SPO010699 Sweet potato featherym... 70 3e-09
£il25536712b|S43450.1|S43450 capsid protein [sweetpotato fe... 70 3e-09
£il2370570lemblZ98942 1|SPFMVCOAT Sweet potato feathery mot... 70 3e-09
£i[2370567/emblAJ001440.1|SPAT1440 Sweet potato featherymo... 70 3e-09
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ANEXO C

TABELA 1C: Resultado de testes Elisa indireto para AP-1. Brasilia/DF, Embrapa Hortaligas, 2001.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

A| amostras

B A 92567 Il | Ecu 1229 |Ecu 122911| 92739 M | 92739-5 | 92739-19 | 6513-2 | 6513-16 | 90134-9 | 90134-25

c A 92657 1| A 92657 | TAMPAO | 92739 M | 92739-7 | 9273920 | 6513-3 | 6513-19 [ 90134-12 | NEG.Ind.

D Ecu 1182II| Ecu 1182 | 90134 M | 6513M | BQS8 [ 92739-21| 6513-6 | 6513-21 [ 90134-16 | NEG.Ind.

E A 0258311 A92517 | 90134 M | 6513 M | 92739-10 | 92739-22 | 6513-11 | 90134-2 | 90134-22 |NEG.Sem.

F A02517 11| A 92655 | 90134 M | 6513 M | 92739-13 | 92739-24 | 6513-12 | 90134-4 | 90134-23 |NEG.Sem.

G A 02655 11| A 92583 | 92730 M | TAMPAO | 92739-17 | 6513-1 | 6513-15 | 90134-8 | 90134-z4 | EOS.DIL

H

A|resultados

B 0111 0119 0,119 0137 0,110 0,104 0,088 0,086 0,086 0,092

c 0,085 0.143 0,067 0,082 0,083 0,093 0.109 0,103 0,088 0,084

D 0,093 0.193 0,088 0,087 |- paal | o0.,087 0,099 0111 0,088 0,084

E 0080 [ 0160 | 0,100 0,098 0,087 0,090 0,099 0132 0,091 0,092

F 0,089 0110 | 0,087 0,100 0,085 0,088 0,092 0,123 0,088 0,086

G 0,084 0,126 0,094 0,075 0,085 0.124 0,083 0,085 0,082 0288

" el

media dp corte controle positivo - 0315

controle negativo 0.087 0,0037859  0,0978578 Resultado positivo 0124

92739 M: Matrizes da cv. Amarela de Senador Amaral (ASA); 92739-5 a 24: Plantas micropropagadas da ASA
90134 M: Matrizes da cv. Amarela Comum (AC); 90134-2 a 25: Plantas micropropagadas da AC






