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RESUMO

FIGUEIREDO, L.F.A. Induciio de raizes tuberiformes de mandioca (Manihot esculenta
Crantz.) in vitro e em hidroponia. Lavras: UFLA, 1996. 105p. (Dissertacio de mestrado em
Fisiologia Vegetal)*.

O objetivo deste trabalho foi o de desenvolver um sistema de tuberizagio da mandioca
(Manihot esculenta Crantz.) in vitro e em hidroponia, visando possibilitar o estudo dos fatores
envolvidos no processo de desenvolvimento da raiz tuberosa da mandioca. Plantas tratadas com
diversas combina¢des de reguladores de crescimento, in vitro, formaram raizes tuberiformes,
preferencialmente com 0,4pM BAP + 1,6uM ANA e/ou 0,4uM DHZ + 1,6uM ANA. Embora
estas raizes tenham apresentado semelhanga morfologica com as raizes tuberosas de mandioca, o
estudo anatémico das mesmas mostrou que estas resultaram de uma elevada divisio e expansio
do cortex com auséncia de crescimento secundario e acimulo de amido. Por outro lado, plantas in
vitro, cujo sistema radicular se desenvolveu na auséncia da luz, formaram raizes tuberosas com
presenca de amido, cambio e felogénio, isto é, com as caracteristicas tipicas de crescimento
secundario. Plantas in vitro submetidas a diferentes fotoperiodos e concentragdes de sacarose nio
apresentaram nenhum espessamento de suas raizes. Em condigdes de hidroponia, ocorreu um
espessamento das raizes quando tratadas com 0,4uM BAP ou 1,6uM ANA + 0,4uM BAP,

aplicados diretamente na solugdo nutritiva. Nestas raizes, como nas in vitro, foi observado um

* - Orientadora: Damares de Castro Monte-Neshich. Membros da banca: Cecilia Gongalves Costa
€ Moacir Pasqual.



elevado espessamento aproximadamente 48-72 h apos a aplicagio das solugdes indutoras.
Anatomicamente, as raizes tuberiformes obtidas em hidroponia, apresentaram as mesmas
caracteristicas das plantas induzidas in vitro. Analises anatomicas das raizes tuberosas de
mandioca provenientes do campo em estagios iniciais, sugerem que somente a raiz tuberiforme
desenvolvida na auséncia de luz, in vitro, tenha tuberizado de maneira semelhante ao processo
natural. Foi ainda observado, que as raizes em estagios iniciais de tuberizagdo no campo, ndo

apresentam crescimento secundario nem acumulo de amido, observagGes ndo relatadas na

literatura.



SUMMARY

Cassava (Manihot esculenta Crantz.) tuberiform roots induction in in vitro and in
hydroponic system.
The aim of this work was to develop an in vitro and a hydroponic tuberization system for
cassava (Manihot esculenta Crantz.) in order to study the developmental process of a tuberous
root and regulatory factors involved. /i vitro plants were submitted to a variety of hormonal

treatments. The plants treated preferably with 0.4 uM BAP + 1.6 UM ANA and/or 0.4 uM DHZ

+ 1.6 uM ANA produced tuberiform roots. Although these roots have shown a morphological
resemblance to actual cassava roots, anatomical studies revealed that they were a consequence of
high cell division and cortex expansion, without any secondary growth or starch deposition. /i
vitro grown plants, whose root system were developed in the absence of light, produced tuber-like
roots showing starch deposition and other secondary growth features. When submitted to different
photoperiods and sucrose concentrations they did not show any root thickening. Plants grown
under hidropony conditions produced enlaged roots when treated with BAP 0.4 UM or ANA 1.6
UM + BAP 0.4 uM directly in the grown solution. Like the in vitro plants roots, a thickening of
the roots was observed approximattely 48-72 hours after treatment with growth regulators.
Anatomical studies of tuber-like roots obtained in hydroponic system revealed the same

anatomical features of the in vitro plants. Simultaneously, anatomical analysis of field grown roots
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in early stage, of development suggest that neither in vitro nor hydroponic treatments. Exception
of that were the tuber-like roots obtained in the absence of light. tuberized in the same manner as

the natural process. On the other hand, anatomical analysis of the field grown roots in the very

early stage of development indicated the absence of secondary growth and starch deposition (not

yet described).



CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

Até o momento, s3o poucas as informagdes existentes sobre os fatores endogenos e exdgenos
que controlam o processo de tuberizagdo da mandioca. De modo geral, os centros de pesquisa que
estudam este processo, apenas tragam um paralelo aos varios pardmetros e resultados ja obtidos com a
tuberizagdo da batata (Solarum tuberosum L.). Desta forma, ha necessidade de estudos basicos que
fornecam informagdes sobre os fatores e mecanismos responsaveis pelo processo de tuberizagio da
mandioca, em especial, aqueles que determinam o inicio do processo. O estabelecimento de um sistema
sincronizado de tuberizagdo servira como uma ferramenta para o estudo, identificagio e manipulagio
dos genes que regulam este processo.

O estudo referente ao desenvolvimento do sistema radicular apresenta varias dificuldades,
principalmente, com relagio ao acompanhamento do desenvolvimento do érgdo. Tendo em vista
estas dificuldades, o desenvolvimento de um sistema de tuberizagdo sob condig¢des controladas,
em hidroponia e in vitro, pode contribuir para a identificagio e o estudo dos indutores endogenos
e exogenos do processo de tuberizagdo, dos mecanismos envolvidos na relagio fonte e dreno no
inicio e ao longo do processo e, para o estudo da regulagio e manipulagio de genes envolvidos no
processo de tuberizagio.

Paralelamente, o estudo anatomico ontogenético da tuberizagio no campo é o passo

inicial para que estruturas tuberiformes, obtidas sob condi¢des controladas de cultivo tenham seus



padrdes de desenvolvimento comparados ao processo natural de desenvolvimento, gerando
importantes informagdes para o estudo do processo de tuberizagdo da mandioca e outras espécies

tuberosas.

1.1 A mandioca (Manihot esculenta Crantz.)

A mandioca (Manihot esculenta Crantz.) ¢ uma planta arbustiva, dicotiledonea, perene,
heliofila, da familia Euphorbiaceae. O género Manihot possui cerca de 200 espécies estudadas
(Conceigdo, 1979), e ocorre principalmente em regides de clima tropical. Existem mais de 5000
variedades de mandiocas quanto a adaptago, a genética e a morfologia (CIAT, 1993).

Sua provavel origem, ha mais de 5000 anos, ¢ na América Tropical (CIAT, 1993), mais
precisamente na América do Sul (Allem e Goedert, 1991). Alguns estudos sugerem ter sido
descoberta por tribos Tupis, Guaranis ou Tapuias, no Norte e Nordeste do Brasil que, em fungio
da falta de alimento, procuravam raizes de plantas que pudessem ser utilizadas como tal (Viégas,
1976). Trabalhos mais recentes sugerem que sua origem provavel é mesmo no Brasil (CBN,
1994).

A planta da mandioca tem diversas utilidades (Figura 1), é o 6° alimento mais produzido
mundialmente (Woolfe, 1992), sendo o alimento basico de mais de 500 milhdes de pessoas (CIAT,
1993), principalmente nos paises de terceiro mundo. Sua principal parte, sob o aspecto econdémico,
sd0 suas raizes tuberosas, ricas em amido. Ja a parte aérea da planta, geralmente desprezada, tem
grande potencial na alimenta¢do animal (Carvalho,1994) e humana (Motta et al., 1994).

De um modo geral, todas as partes da planta apresentam-se toxicas devido a presenca de
compostos glicosideos cianogénicos, a linamarina, que quando hidrolisada, libera o acido

cianidrico (HCN). Em fungdo da concentragio de HCN nas raizes tuberosas da mandioca, esta é



FIGURA 1 - Utilizagdes da mandioca, parte aérea e raiz (EMBRAPA/CNPMF, 1993).
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classificada como mansa ou brava, sendo que a concentragdo varia em fun¢do do genétipo, do
genotipo, do estado fisioldgico da planta, condigdes ambientais e métodos de cultivo (Lorenzi e
Dias, 1993; Carvalho e Carvalho, 1979).

A mandioca apresenta bons indices de produgdo em solos de baixa fertilidade e condi¢Ses
ambientais estressantes, principalmente, quando comparada a outras culturas (CIAT, 1993). A
pouca exigéncia quanto a fertilidade do solo, deve-se 4 associa¢do de suas raizes com micorrizas,
sendo que elevadas quantidades de fosforo (P) no solo, diminuem a efetividade da associa¢do do
fungo com a raiz e o conteuido de P nas folhas da planta (Corréa, Pinto e Oliveira, 1992; Allem e
Goedert, 1991; Carvalho et al., 1982; Ezeta e Carvalho, 1982).

O Brasil é o maior produtor mundial de mandioca, com 24 milhdes de toneladas (ton)
anuais. O consumo per capita é de aproximadamente 70 kg/hab/ano. A Regido Nordeste tem o
consumo de 150 kg/hab/ano, constituindo-se a maior parte deste consumo como farinha (60
kg/hab/ano), ressaltando-se ainda que, cerca de 50% da produgio ¢ utilizada como ragdo animal
(CIAT, 1993; Lorenzi e Dias, 1993).

Os continentes africano (69 milh3es de ton/ano) e asiatico (51 milhdes de ton/ano) sdo os
maiores produtores mundiais, onde paises como o Zaire chega a ter um consumo de 3909
kg/hab/ano (CIAT, 1993), sugerindo que a mandioca seja a principal fonte alimentar de seus

habitantes, condico tipica para os paises do terceiro mundo (FAO, 1991).

1.2 Conceitos de raizes e caules tuberosos
As espécies tuberosas apresentam orgdos de reserva com desenvolvimento subterrineo,
sendo que alguns tubérculos podem ocorrer na parte aérea (Modesto e Siqueira, 1981;

Strasburger, et al., 1960). A forma de tumor das tuberosidades é conseqii€ncia, principalmente, da



elevada produgdo de elementos de xilema e floema provenientes da atividade do cdmbio, seguida
do depdsito de substincias de reserva, principalmente amido e sacarose, nas células
parenquimaticas (Ho, 1988; Modesto e Siqueira, 1981; Font Quer, 1975; Schultz, 1973).

Existem varias defini¢des para a classificagio dessas estruturas tuberosas, podendo
ocorrer divergéncias, inclusive, dentro de uma mesma area de concentragio.

Para fins estatisticos e comerciais, a Funda¢do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 1987-1988) classifica os érgdos subterrdneos de reserva mais utilizados na
alimentagdo, como tubérculos (Tabela 1). A Organizagio das Nagdes Unidas Para o
Desenvolvimento da Agricultura e Alimentagdo (FAO), fornece dados individuais dos principais
tubérculos na produgo e no consumo (FAO, 1992), como raizes e batatas (FAO, 1995), ou como
raizes e tubérculos (FAO, 1991).

Na olericultura, Filgueira (1972) classifica os principais 6rgios subterrineos comestiveis
(Tabela 1) como tubérculos, enquanto Makishima (1987) classifica estas hortalicas em raizes,
tubérculos, rizomas ou bulbos.

Na boténica, as divergéncias ocorrem quanto a origem das raizes e dos caules tuberosos.
Alguns autores definem os caules subterrdneos em estruturas especializadas, classificando-os
como bulbos, rizomas, tubérculos, cormos e xilopddios. Estes orgdos sdo perenes, de reserva
alimenticia, com propagagdo vegetativa e presenga de gemas (Mauseth, 1991; Walker, 1989;
Modesto e Siqueira, 1981; Pereira, 1980; Tortora, Cicero e Pamh, 1970). Outros autores definem
as estruturas tuberosas de origem caulinar e radicular como tubérculos (Soares, 1993; Ferri,
Menezes e Monteiro, 1981; Abercrombe, Hickmen e Johson, 1969; Usher, 1966). Strasburger et
al. (1960) definem os tubérculos radiculares e os tubérculos caulinares como 6rgdos analogos,

distinguindo-se alguns tubérculos caulinares pela sua origem, que pode ser dos primérdios foliares

ou um espessamento da regido inferior do caule.



TABELA 1 - Caracteristicas agrondmicas e botanicas dos 6rgios subeterraneos de reserva mais comercializados.

NOME | NOME CIENTIFICO | MATERIAL DE | CICLO |ORGAO DE| ESTRUTURA |RENDIMENTO| CONSUMO
VULGAR PROPAGACAQ | meses() | RESERVA | TUBEROSA 2) MEDIO PER
(1 @ (kg/Ma/ciclo)(3) CAPITA NO
BRASIL
(kg/hab/ano) (4)
Alho Allium sativum Bulbilho 4-6 |Caule Bulbo 4549 0.33
Batata Solanum tuberosum Tubérculo 3-4 |Caule Tubérculo 14026 13.06
Batata-doce | Ipomoea batatas Tubérculo 3-4 |Raiz Raiz secundaria 10150 0.74
Beterraba | Beta vulgaris Semente 3-4 |Raiz Raiz principal - 0.92
Cara Dioscorea batatas Tubérculo 6-9 |Caule Tubérculo - 0.09
Cebola Allium cepa Semente 2-4 | Caule Bulbo 11579 6.55
Cenoura Daucus carota Semente 3-4 [Raiz Raiz principal - 2.7
Inhame Colocasia esculenta Rizoma 6-8 |Caule Cormo - 0.53
Mandioca | Manihot esculenta Maniva 9-12 [Raiz Raiz secundaria 12616 6.08
Nabo Brassica rapa Semente 9 [Raiz Raiz principal - 0.05
Rabanete | Raphanus sativus Semente 1 Raiz Raiz principal - 0.06

1 - Makishima (1992).

2 - Modesto ¢ Siqueira (1981).
3 - Anudrio Estatistico do Brasil (IBGE, 1993).

4 - Pesquisa Orgamentaria Familiar (IBGE. 1987/88).

- = dados ndo fornccidos pelo IBGE (1993).



Os anatomistas classificam estas estruturas tuberosas em func¢do do orgdo de origem,
caule ou raiz, e em fungdo do tipo de crescimento secundario apresentado, podendo este ser
normal ou anémalo. As estruturas tuberosas com crescimento secundario normal, sdo abundantes
em parénquima de reserva, que € o resultado da atividade do cdmbio vascular, como por exemplo
a raiz da cenoura (Cutter, 1987; Esau, 1959). Ja as raizes ou caules com crescimento secundario
anomalo, sdo aquelas nas quais o cdmbio apresenta desenvolvimento irregular ou desigual em
determinadas regides, tendo maior produgdo de xilema em relagio a floema ou vice-versa, ou
ainda, a presenga de cambios adicionais com abundincia em parénquima de reserva (Cutter, 1987;
Fhan, 1982; Esau, 1959). O desenvolvimento da raiz tuberosa da mandioca decorre da atividade
cambial, produzindo maior proporgdo de xilema em relagdo ao floema, sendo que o depdsito de
amido ¢€ feito no parénquima do xilema secundério (Lowe, Mahon e Hunt, 1982; Indira e Kurian,
1977).

Fisiologicamente, as raizes e caules tuberosos sdo orgdos que podem se apresentar como
fonte ou como dreno. Fonte, durante a brotagdo (batata), e dreno durante o processo de
desenvolvimento, como na batata, beterraba, cenoura e outras (Salisbury e Ross, 1992). A
formag@o das raizes de reserva é determinada pela quantidade de assimilados provenientes da
parte aérea e mobilizados para os drenos, e por uma variagdo no conteido dos niveis dos
horménios (Vreugdenhil e Struik, 1989: Elliott e al., 1983; Leopold e Kriedemann, 1975; Vince-
Prue, 1975). O processo de desenvolvimento das raizes e caules tuberosos é compreendido em
trés estagios: i) divisdo celular; ii) expansio das células: e 1) armazenamento de carboidratos
(Duncan e Ewing, 1984; Hole, Thomas e Mckee, 1984). Observa-se também que ha uma
paralisagdo do crescimento, tanto da parte aérea como das raizes (Duncan e Ewing, 1984; Heath e
Holdsworth, 1948 citado por Leopold e Kridemann, 1975; Parot, 1973). Jameson, Mckha e

Haslemore (1985) sugerem que um bom indicador do inicio da tuberizagdo em batata € a reducio



no conteudo de agucares soliveis acompanhada principalmente do depdsito de amido, nos apices
dos estoldes.

Ao nivel molecular, foram isolados genes que se expressam especificamente na raiz
(Aeschbacher, 1994; Conkling et al., 1990). No entanto, para o processo da tuberizagdo, ndo foi
identificado qualquer gene especifico (Visser ef al., 1994; Jackson, Sonnewald e Willmitzer, 1993).
Jackson, Sonnewald e Willmitzer (1993) detectaram um gene, que é expresso em folhas de batata
durante a tuberizagdo e nas folhas, durante a indugdo da floracdo do tomate e do tabaco. Os autores
sugerem que este gene pode estar envolvido na regulagdo do inicio do processo de dreno, processo este
que € comum aos eventos de floragdo e tuberizagdo. Foram também clonados genes codificadores de
trés enzimas envolvidas no processo de sintese de amido: enzima de ramificagéo (“branching enzyme” -
BE), amido sintetase ligada ao grio (“granule-bound starch synthase” - GBSS) e adenosina difosfato
glicose pirofosforilase (ADPG-Pi). Com o objetivo de estudar a expresso destes genes e visando
manipular a qualidade do amido, foram obtidas plantas transgénicas de batata contendo o antisense da
ADPG-Pi e (Miiller-Réber, Sonnewald e Willmitzer, 1992) e GBSS (Salehuzzman, Jacobsen e Visser,
1993). Em ambos os trabalhos foi observada somente uma diminui¢do na expressdo desses genes e no
conteudo de amido, com um aumento no conteiido de sacarose nos tubérculos. Nio foi relatada
nenhuma variagdo na relagdo amilopectina / o-amilase.

As raizes tuberosas da mandioca, no inicio do processo de tuberizagdo, podem ser
denominadas de tuberas (Carvalho e Ezeta, 1983), enquanto no seu estado desenvolvido sio
chamadas de raizes tuberosas (Lowe, Mahon e Hunt, 1976; Nair e Sinha, 1968), raizes de reserva
(Lorenzi e Dias, 1993; Keating, Wilson e Evenson, 1985: Conceigdo, 1979), ou tubérculos

(Salehuzzaman Jacobsen e Visser, 1994; Indira e Ramanujam, 1979, Indira e Maini, 1973; Sinha,

1973).



Neste trabalho, a palavra tuberiforme, ou seja, semelhante a um tubérculo (Ferr,
Menezes e Monteiro, 1981; Font Quer, 1975), sera adotada ao longo do texto, para as plantas,
cujas raizes apresentarem um espessamento em resposta aos tratamentos com solugdes compostas

por reguladores de crescimento, em condigdes in vitro ou em condi¢des hidropdnicas.

1.3 Processo de tuberizacio

A tuberizagdo ¢ definida como um forte dreno de armazenamento, podendo a estrutura
tuberosa atuar em algumas espécies como fonte, quando em condigdes de crescimento da planta ou em
condi¢des de estresse (Ho, 1988; Lenton, 1984).

Gregory (1956), em estudos com batata, estabeleceu que a tuberizagio é induzida por
estimulos transmitidos da parte aérea, sob determinadas condigdes de fotoperiodo e temperatura. A
partir deste trabalho, passou-se a enfocar bastante estes dois fatores. Madec (1961) aplicou o extrato
foliar de plantas de batata, sob condigdes indutoras, em estacas de batata e observou, apOs uma semana,
o inicio da tuberizagdo, ja o controle, tratado com extrato foliar de outra planta, nio tuberizou. Sinha
(1973), trabalhando com enxerto de M. esculenta (que forma raizes tuberosas) em M. glaziovii (que
ndo forma raizes tuberosas) e vice-versa, observou que ocorria tuberiza¢do somente quando a M.
esculenta era enxertada em M. glaziovii. Os estudos citados acima, sugerem a presenga de um produto
endogeno proveniente da parte aérea, o qual induz o processo de tuberizagio.

Baseado nas conclusGes de Gregory (1956), fotoperiodos curtos e temperaturas noturnas
amenas seriam os principais indutores da tuberizagio em batata. Plantas de batata submetidas a
temperaturas extremas (32/18 ou 32/28 °C) diminuiram sua produgiio (Menzel, 1980 e Reynold e
Ewing, 1989). Menzel (1983) observou que o aumento da temperatura provocou um aumento no

conteudo de 4cido giberélico (AG) nas gemas e ndo nas folhas de batata. Forsline e Langille (1975)
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observaram, em batata, que condi¢des ndo indutoras (30°C/16 h), diminuiram os niveis de citocinina.
Em jacatupé (Pachyrrhizus tuberosus), elevadas temperaturas (30/25 °C) inibiram totalmente a
tuberizagdo, conforme Alvarenga e Vilio (1989).

Wheeler e Tibbtts (1986) observaram que algumas cultivares de batata, sob luz continua,
tuberizaram melhor do que outras sob fotoperiodo curto, contrariando afirmagdes de Gregory (1956),
onde o processo de tuberizagdo ocorreu e fotoperiodo curtos. Também em batata-doce foram obtidos
melhores resultados com fotoperiodo longo, quando se obteve, inclusive, maior produgio (Bonsi et al.,
1992).

Bolhuis ez al. (1966, citado por Conceig3o, 1979) observaram que fotoperiodos curtos (10-12
h) sdo melhores para a produgo de raizes tuberosas de mandioca. Esses dados foram confirmados por
Moligner, Orioli e Blettler (1967) com fotoperiodo de 6 € 10 h, por Lowe, Mahon e Hunt (1976) com
fotoperiodo de 8h e Carvalho e Ezeta (1983) com fotoperiodo de 12 h. Em contrapartida, Nair e Sinha
(1968) verificaram maior niimero de raizes tuberosas de mandioca em fotoperiodos longos, de 12 e 16
h. Resultados similares foram obtidos por Indira e Ramanujam (1979), com fotoperiodo de 16 e 20 he
Keating, Wilson e Eveson (1985) com fotoperiodo de 16 h. Kasele er al. (1986) observou que o
sombreamento atrasou em 40 dias o inicio da tuberizagdo, diminuindo o tamanho das células, como
também o peso da matéria seca, com fotoperiodo de 12 h. Para alguns dos autores citados acima, existe
um consenso de que, a fim de se verificar estes resultados contraditérios, o ideal seria a realizacdo dos
experimentos com 9-10 meses, com a integridade dos fotoperiodos. E importante ressaltar, no entanto,
que os trabalhos anteriormente citados utilizaram variedades diferentes.

O papel dos hormonios enddgenos no processo da tuberizagdo tem sido amplamente
estudado, principalmente na batata, onde se observaram o envolvimento e mudan¢a em varios deles

durante o processo de desenvolvimento das estruturas tuberosas (Vreugdenhil e Struik, 1989; Elliott er
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al., 1983). Entretanto, nenhum demonstrou ser o sinal indutor para o inicio do processo de tuberizagio
(Jackson e Wilmitizer, 1994; Prat et al., 1990; Jameson, Mcwha e Haslemore, 1985).

O papel dos horménios na tuberizagdo foi demonstrado por Palmer e Smith (1969) em batata
cultivada in vitro, quando consideraram a cinetina o melhor composto citocininico da indugao, sendo as
citocininas sugeridas como indutoras de um dreno metabélico desencadeado na formagio do tubérculo.
Forsline ¢ Langille (1975), trabalhando com batata em condigdes indutoras (26 °C/12°C e fotoperiodo
de 8 h), observaram um aumento de compostos citocininicos, o que nfio ocorreu em condigdes nio
indutoras (28 °C de dia por 25 °C de noite, fotoperiodo de 16 h). Esses resultados também foram
observados por Mauk e Langille (1978) em tecidos de batata em condigdes indutoras, por Hashizume
Suye e Sugiyama (1985), com tubérculos de batata e em raizes tuberosas de batata-doce (Sugiyama e
Hashizume,1989). Compostos citocininicos, como zeatina ribosideo (ZR), diidroxizeatina ribosideo
(DHZ) e zeatina (Z), foram também detectados por Melis e van Standem (1984) em raizes tuberosas de
mandioca. Plantas de batata tratadas com solugdo de cinetina, tiveram seus tubérculos mais uniformes
em tamanho (Blunden e Wildgoose, 1977). Em contrapartida, Jameson, Mcwha e Haslimore (1985)
ndo observaram variagSes nos niveis de citocininas em fases iniciais da tuberizagdo, sugerindo niio
serem estas responsaveis pelo desencadeamento do processo de tuberizagio. Da mesma forma, Baijal et
al. (1983) observaram que o 4cido indolacético (AIA) e a cinetina, ndo tiveram nenhum papel na
tuberizacio de batatas sementes, sendo que o AG favoreceu tanto a indug¢do como a produgio de
tubérculos.

Koda e Okazawa (1988) detectaram um composto acido nas folhas de batata sob condi¢Ges
indutoras, o qual aumenta ao longo da tuberizagio. Os autores o denominaram de indutor da
tuberizacdo, tendo atividade cromatografica maior e diferente das citocininas e do acido abscisico
(ABA). Apbs a determinagdio da estrutura quimica, o indutor da tuberizagdo foi denominado como

acido tuberdnico, o qual tem estrutura semelhante a do acido jasmonico (AJ) (Yoshihara, 1989; citado
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por Koda e Kikuda, 1991). Conforme descrito anteriormente, Koda e Kikuda (1991) sugeriram ser o
AJ o real indutor da tuberizagZo, baseado no fato de compostos derivados do AJ terem sido detectados
em folhas de cara (monocotiledonea). Jackson e Willmitzer (1994) observaram que o AJ, quando
aplicado em plantas sob condigdes nfo indutoras no campo, no reverteu a condi¢do nio indutora,
sugerindo que o AJ tem algum papel na tuberizagdo somente apos a indugdo. Yoshihara et al. (1992),
trabalhando com Helianthus tuberosus L. (forma tubérculo em fotoperiodo curto, como a batata) nio
detectaram nenhuma fragio do é4cido tuberdnico na parte aérea, sendo encontrados apenas compostos
acetilénicos. Tendo em vista os diferentes resultados citados acima, Yoshihara ef al. ( 1992) sugerem
que o processo de tuberizagio nas diferentes espécies tem mecanismos e indutores distintos,
influenciados pelo ambiente.

Enquanto para alguns autores o etileno € tido como indutor da tuberizagdo em batata, tendo
um papel na diminuigdo dos conteiidos inibidores do AG (Hammes e Nel, 1975; Cathchpole e Hillman,
1969), outros o consideram inibidor, atuando de forma a diminuir os niveis de citocinina endogena (van
Staden e Dimalia, 1977). Vreugdenhil e Van Dijk (1989) observaram o mesmo efeito inibitério do
precursor do etileno, 4cido 1-aminociclopropanéico-1 (ACC), na tuberizagio da batata, sugerindo a
inibicdo devido a uma paralisagio no crescimento do estolo. Shanmugam e Shanmughavelu (1974)
aplicaram diferentes doses de “Ethrel” e observaram aumento do nimero de tubérculos de mandioca no
campo. Em contrapartida, Indira ¢ Maini (1973), observaram que o CCC inibiu o enraizamento e
depdsito de amido. J4 no rabanete, Vreugdenhil, Harro e Bouwneester (1989) observaram o mesmo
efeito inibidor do etileno, in vitro.

Baijal ez al. (1983), trabalhando com batata, demonstraram uma das poucas situagdes em que
o acido giberélico (AG) apresenta um papel de indutor da tuberizagdo. Entretanto, varios outros
autores demonstraram o AG como inibidor da tuberizagdo da batata (Hannapel, Muller e Park , 1985;

Pereira e Vilio, 1984; Kumar e Wareing, 1974), bem como, da mandioca (Melis e van Staden, 1984).
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Seu efeito pode ser revertido na presenca de cloreto de 2-cloroetiltrimetilaménico (CCC) ou do ABA,
quando aplicados na parte aérea da batata (Agarwal, Kumar e Alka, 1983; Menzel, 1980, Hammes e
Nel, 1975). Mesmo inibindo a tuberizagio, o AG nio altera os niveis de o-amilase nas gemas de batata
inibidas, o que sugere que o AG inibe a tuberizagdo e nfio afeta a hidrélise do amido (Pereira e Vilio,
1984). Foi observado ainda, o seu papel como inibidor da patatina e de outras proteinas (Bourque,
Miller e Park, 1987). Indira e Sinha (1970), observaram em mandioca, que o0 AG e o CCC inibiram o
enraizamento que ocorre a partir dos calos, enquanto 0 ANA aumentou o mesmo, porém ambos (AG e
CCC) nfio afetaram o enraizamento que ocorre a partir dos nos, embora tenha sido observada a inibigdo
do crescimento secundario e depdsito de amido nestas raizes. Estes resultados foram confirmados por
Indira e Maini (1973), quando observaram que somente os compostos auxinicos (acido indolilbutirico-
AIB, acido naftalénico acético - ANA, AIA, acido indolilpropionico - IPA) induziram a formagdo de
raizes, aumentando o depdsito de amido nas mesmas, sem afetar o niimero de tubérculos de mandioca
no campo. Mellis ¢ Van Staden (1984) observaram que o uso de AG induziu o crescimento da parte
aérea e reduziu o crescimento das raizes tuberosas da mandioca, sugerindo que estes tiveram o papel de
dreno invertido para fonte. Os autores observaram a diminui¢do do nivel e da atividade de citocininas e
ABA nos tubérculos das plantas tratadas com AG.

As proteinas de tubérculos mais estudadas sdo as de reserva, onde se destacam principalmente
a patatina em batata (Prat et al., 1990, Racusen e Foote, 1980;) e a esporamina na batata-doce (Hattori,
Matsuoka e Nakamura, 1988; Maeshima, Sasaki e Asahi, 1985). Estas proteinas se acumulam nas
raizes ou nos caules tuberosos durante o processo de tuberizagdo, porém, ndo existe nenhuma evidéncia
que tenham qualquer envolvimento com o desencadeamento do processo de tuberizagao.

A raiz tuberosa da mandioca contém baixos niveis de proteinas, cerca de 1-2% (Teles et al.,
1983). Assim um dos principais objetivos do melhoramento genético da mandioca ¢ o aumento do

contetido protéico nas raizes tuberosas, através de cruzamentos com variedades silvestres ou através da
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engenharia genética. Entretanto, esta Ultima alternativa depende de um protocolo de transformagéo
genética, ainda ndo disponivel (Shewry et al., 1993; Nassar e Costa, 1977; Bolhius, 1953).

Os principais polissacarideos de reserva dos vegetais, tubérculos e raizes tuberosas sdo o
amido (batata e mandioca), junto com a sacarose (beterraba e cenoura), porém em alguns casos podem
ser as fructosanas (cebola e Heliantus) e inulinas (Ho, 1988; Leopold e Kridemann, 1975). Apos a
fixagdo do CO,, o amido € sintetizado e armazenado temporariamente nos cloroplastos, e em seguida
entra na biossintese da sacarose, que € a principal forma de transporte dos carboidratos, através do
floema, sendo entdo deslocado para as regides de crescimento ou de armazenamento (Sonnewald., Von
Shaewen e Willmitzer, 1993; Hawker, Jenner e Niemietz, 1991; Esechie, 1980). Nos orgdos de reserva,
o amido € depositado nos amiloplastos, sendo que na raiz da mandioca, esta entre 80-85% do peso da
matéria seca (Cock, 1985).

Com relagdo a mandioca, as raizes sdo provenientes, na sua maioria, dos calos nas
extremidades das manivas, tendo ainda aquelas em menor quantidade oriundas dos nos (Conceigio,
1979; Indira e Sinha, 1970). Indira e Kuriam (1977) observaram raizes provenientes dos calos, apos
uma semana; ja Sinha (1973) e Conceigdo (1979) observaram que as raizes sio primeiramente emitidas
e, apos 7-10 dias, aparecem as primeiras folhas. Este fato pode estar associado a uma maior facilidade
de translocagdo das reservas da maniva no sentido longitudinal, de onde irdo se originar as raizes, do
que no sentido radial, quando a translocagdo das reservas para os nos iré originar a parte aérea (Viégas,
1976). Estas raizes provenientes da extremidade da maniva sdo oriundas de calos, que parecem
originar-se do cimbio e posteriormente sdo suberizadas externamente, sendo que suas células, no
interior, transformam-se nos vasos condutores, estabelecendo uma comunicaco entre a maniva e a
raiz. (Viégas, 1976). As raizes tuberosas nio oriundas das extremidades da maniva sio provenientes de

lenticelas, de cicatrizes das estipulas, ou das gemas (Conceigdo, 1979). Lowe, Mahon e Hunt (1982)
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ressaltam que algumas raizes tuberosas apresentam um espessamento em fun¢do do crescimento
secundario no inicio do processo, porém dao continuidade a tuberizagdo.

Quanto ao deposito de amido e ao aumento do didgmetro das raizes tuberosas da mandioca, as
informagdes sdo muito contraditorias. Segundo Viégas (1976), somente a partir de 6 meses se inicia 0
espessamento da raiz. Lorenzi e Dias (1993) afirmaram que o processo de tuberizagdo se inicia por
volta de 3 meses. Concei¢do (1979) coloca que as raizes iniciais sdo substituidas por outras, durando
este processo de 70-80 dias, enquanto que para Keating, Wilson e Evenson (1985), duraria de 42-63
dias. Indira e Sinha (1970) observaram o inicio do crescimento secundario apds 3 semanas, sem
deposito de amido, sendo que o suprimento de sacarose e glicose nas manivas cujas gemas foram
excisadas, n3o inibiu o crescimento secundario e depdsito de amido nas raizes. Lopez e Cock (1976),
Indira e Kuriam (1977) e Lowe, Mahon e Hunt (1982) observaram que o deposito de amido se inicia
entre 3-6 semanas apos o plantio, sendo precedido por um crescimento secundario.

Pouco se sabe sobre as mudangas assumidas pelas raizes tuberosas da mandioca no inicio da
tuberizagdo, e muito menos sobre o papel dos fatores endogenos e exdgenos que irdo desencadear o
inicio deste processo. Diante desta lacuna, o objetivo deste trabalho foi o de desenvolver um sistema de
tuberizagdo sob condigdes controladas de cultivo, em hidroponia e in vitro. Foi realizado o estudo
ontogénico de plantas provenientes do campo e analises anatémicas das raizes tuberiformes,
visando avaliar se as raizes tuberiformes obtidas sob condi¢des hidropénicas e in vitro apresentam

0 mesmo padrdo anatémico de raizes de mandioca tuberizadas no campo.



CAPITULO 2
ONTOGENIA DE RAIZES DE MANDIOCA NO CAMPO

2.1 INTRODUCAO

2.1. 1 Anatomia da raiz da mandioca e de outras estruturas tuberosas

As estruturas tuberosas sdo especializadas no armazenamento. Em alguns casos, sua
formagdo ocorre devido 4 atividade cambial desigual ou a produgdo de cdmbios multiplos. Nestes
casos, sdo classificadas como estruturas secundarias anémalas, quer sejam de origem caulinar ou
radicular, sendo ambas abundantes em parénquima de reserva (Cutter, 1987; Fhan, 1982; Esau,
1976). De modo geral, o crescimento secundario da raiz ocorre de forma semelhante ao do caule,
ou seja, formagdo dos tecidos vasculares secundérios oriundos da atividade do cambio vascular.
Este crescimento é uma caracteristica comum as dicotiledéneas e gimnospermas, ausente nas
criptogamas e na maioria das monocotileddneas (Cutter, 1987; Esau, 1976).

Na mandioca, a transi¢do da raiz para raiz tuberosa pode apresentar protoxilema tetrarco,
pentarco ou hexarco (Lowe, Mahon e Hunt, 1982; Indira e Kurian, 1977, Duncam e Mcpherson,
1974; Paliwal e Kavathekar, 1971), ressaltando-se que, segundo Fahn (1982), o numero de pélos
do protoxilema pode variar entre as raizes de uma mesma planta. A formagdo da raiz tuberosa na
mandioca € o resultado da atividade cambial, seguida do deposito de amido, principalmente, nas

células do parénquima do xilema secundario (Indira e Kurian, 1977, Paliwal e Kavathekar, 1971).
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De modo geral, considera-se que o crescimento secundario precede ao depdsito de amido (Indira
e Kurnian, 1977, Lopez e Cock, 1976; Indira e Sinha, 1970). Indira e Sinha (1970) observaram
ainda, que as raizes tuberosas, provenientes das gemas ou dos calos da regido basal, ndo
apresentaram diferencas anatomicas. Ressalte-se que alguns trabalhos sugerem que, nos estagios
iniciais do desenvolvimento da raiz tuberosa da mandioca, os metabolitos seriam provenientes das
reservas, encontradas na maniva (Lowe, Mahon e Hunt, 1982; Hostalacio e Corréa, 1979).

A beterraba e a batata-doce sdo casos tipicos de raizes tuberosas, com crescimento
secundario anémalo. A raiz da beterraba, onde cimbios adicionais sdo formados a partir do
periciclo e do floema, ¢ constituida de parénquima de reserva encontrado entre os anéis, que sio
compostos de floema, voltado para o exterior e xilema, para o interior do é6rgio. O abundante
parénquima de armazenamento entre as faixas cambiais concéntricas, é o responsivel pelo
aumento em didmetro da beterraba, sendo que 75% da espessura esta confinada aos 6 primeiros
anéis (Cutter, 1987; Hole, Thomas e Mckee, 1984; Fahn, 1982; Esau, 1976).

A batata-doce apresenta um cimbio normal e outros cidmbios andémalos, instalados ao
redor dos elementos traqueais do xilema secundario. O depésito de amido ocorre em células
parenquiméticas, sendo que os cimbios andmalos em torno dos vasos, levam a um crescimento do
floema, rico em parénquima (Cutter, 1987; Fahn, 1982; Indira e Kurian, 1977; Govil, 1971).

No caso da batata, inicialmente, ocorre uma elevada divisio celular, seguida do
alongamento das células, divisdes das células parénquimaticas pré-medulares proximas ao floema,
e deposito de amido (Lanvieville e Sangwan, 1994; Ewing e Struik, 1992; Duncan e Ewing, 1984;
Reeve, Hautala e Weaver, 1969).

Em outros caules e raizes tuberosas, a caracteristica comum & abundante a presenga de
parénquima de reserva com crescimento secundario distinto (Esau, 1976). Na cenoura e no

rabanete, o crescimento secundirio ¢ normal, observando-se uma presenga inicial maior de
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parénquima, oriunda do floema que se mantém posteriormente (Hole, Thomas e Mckee, 1984;
Fahn, 1982). A tuberizagdo do nabo € o resultado do espessamento do hipocétilo e de parte da
raiz, sendo este o resultado da ativagio do parénquima do xilema secundario, mediante uma
ativagdo andmala do cdmbio, pobre em floema (Hole, Thomas e Mckee, 1984; Fahn, 1982;
Paliwal e Kavathekar, 1971).

Conforme a descri¢do de Fahn (1982), o crescimento secundario anémalo pode ocorrer
em fungdo de uma atividade desigual do cdmbio, produzindo mais xilema em relagdo ao floema ou
vice-versa, em determinadas regides do 6rgdo. A raiz tuberosa da mandioca possui abundante
xilema secundario em relagdo ao floema (Paliwal e Kavathekar, 1971). Esta despropor¢io &
sugerida por Duncan e Mcpherson (1974) como uma caracteristica de estrutura secundaria
anémala. J4 Indira e Kurian (1977) consideraram o inicio do crescimento secundario, quando
ocorre maior produgdo de floema em relagio a xilema, como atividade andmala do cambio.

Diante de algumas contradi¢des conceituais quanto ao processo de tuberizagio da
mandioca, o objetivo deste trabalho foi o de caracterizar anatomicamente a ontogenia de raizes
tuberosas de mandioca no campo, em suas fases iniciais de desenvolvimento, sendo que estas

informagGes serdo utilizadas na comparagdo e confirmagio da anatomia das raizes tuberiformes a

serem analisadas nos capitulos 3 e 4.

2.2 MATERIAL E METODOS

O preparo das ldminas permanentes realizou-se no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento de Botanica da Universidade de Brasilia (UnB). A analise das laminas foi realizada
no Laboratorio de Anatomia Vegetal/UnB e no Laboratério de Produtos Florestais (LPF) do

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA).
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2.2.1 Preparo das liminas permanentes das raizes de mandioca do campo em

diferentes estagios de desenvolvimento.

Plantas de mandioca, cv. Pioneira, com 12 meses de idade, foram coletadas no Centro
Nacional de Pesquisa do Cerrado (CPAC), das quais selecionou-se manivas em fungdo da sua
posi¢do de origem no caule. Utilizou-se para o plantio, as segundas manivas, a partir da regido
basal das plantas, tendo cada maniva aproximadamente 20 cm e contendo entre 4-10 gemas. As
manivas foram plantadas horizontalmente, a uma profundidade de 5-10 cm e espagamento de 1,0
x 1,0 m. Fez-se o plantio no inicio de novembro de 1994, no campo experimental do Centro
Nacional de Pesquisa em Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN). As coletas das
raizes tuberosas das plantas foram feitas em diferentes estagios de desenvolvimento: aos 14, 25,
40, 60 e 180 dias apos o plantio.

O periodo para coleta das raizes foi determinado em fungdo da data do plantio das
manivas. Assim, coletou-se raizes de plantas ndo tuberizadas com 14 dias (Figura 2a) e de plantas
com raizes tuberizadas com 14 dias (Figura 2b, 2¢, 2d), 25 dias, 40 dias, 60 dias (Figura 2e) e 180 dias
(Figura 3). Em seguida foram lavadas e mapeadas. De cada raiz, selecionou-se amostras das
regides mais espessas, para a observa¢do do crescimento secundario e presenga de amido. As
amostras com 0,5-1,0 cm de cumprimento foram colocadas no fixador FAA-70° GL (Sass,
1943), por tempo minimo de 72 h. Nas raizes tuberizadas com 180 dias foram selecionadas sete
regides (Figura 3), com didmetro entre 0,39-2,15 cm, e comprimento entre 0,50-1,00 cm (Figura 3).
Apos a fixagdo, todas as amostras foram desidratadas em série etilica, incluidas em parafina e
emblocadas (Apéndice 1). Foram feitos cortes seriados transversais com 10-15 um, no micrétomo
de rotagdo AO Spencer-820. A dupla coloragio foi com safranina e “fast-green” (Apéndice 2) e
utilizou-se o meio de montagem “Entellan” (Johansen, 1940; Sass, 1943).

As laminas foram observadas em microscopia optica, sob luz normal e luz polarizada.



FIGURA 2 - Plantas de mandioca, cv. Pioneira, oriundas do campo: a) Manivas n3o tuberizadas,
14 dias apos o plantio (barra da escala = 2,1 cm); b) manivas tuberizadas, 14 dias ap6s o plantio
(barra da escala = 2,3 cm); ¢) e d) destaque para as raizes tuberizadas da maniva da Figura 2b
(Figura 2c barra da escala = 0,97 cm); (Figura 2d barra da escala = 0,6 cm); e) raizes tuberizadas

com 60 dias (barra da escala = 4,6 cm).
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3.00 em

Figura 3 - Diagrama da raiz tuberosa de mandioca, cv. Pioneira, proveniente do campo apos 180

dias do plantio, mostrando as sete regides analisadas.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Anilises anatomicas das amostras das raizes coletadas entre 14 e 40 dias apos o plantio
das manivas, em raizes tuberizadas ou ndo, apresentaram protoxilema pentarco e auséncia de
graos de amido (Figura 4). Por outro lado as amostras das raizes com 60 dias (dados ndo
apresentados) ¢ as com 180 dias (Figura 5), apresentaram plena atividade cambial e abundante
deposito de amido nas células parenquimaticas do xilema secundario.

Nas raizes ndo tuberizadas (sem espessamento) com 14 dias (Figura 4a) e nas raizes
tuberizadas (com espessamento) com 14 (Figura 4b), 25 (Figura 4c) e 40 (Figura 4d) dias, existe
uma relagdo aproximadamente constante quanto ao didmetro do cortex em relagio ao didmetro
do cilindro central. J nas raizes tuberizadas em estagio mais avangado de desenvolvimento, com
60 (dados ndo apresentados) e 180 dias (Figura 5) pode-se observar que ocorreu elevada
diminuigdo desta relagdo (cortex/cilindro central).

A anatomia da raiz tuberosa das plantas com 40 dias apés o plantio, apresentou um
estagio intermediario do crescimento primario para o secundario. Este estagio foi caracterizado
por maior propor¢do de floema em relagdo ao xilema secundario, quando ainda era possivel se
observar o protoxilema pentarco, caracteristico do crescimento primario (Figura 4d). As raizes
com 60 (dados ndo apresentados) e 180 (Figura 5) dias, apresentaram crescimento secundario, e
a0 contrario do observado na raiz com 40 dias, observou-se maior propor¢do de xilema
secundario em relag¢do ao floema secundario.

Mesmo utilizando manivas que tinham a mesma posigio nas plantas de mandioca
doadoras, verificou-se uma desuniformidade temporal quanto ao inicio do processo de
tuberizagdo. Raizes tuberizadas, embora sendo coletadas na mesma época (Figura 4b),

apresentaram maior espessamento em relagdo as raizes ndo tuberizadas, ou seja, 14 dias apos o
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plantio (Figura 4a). Estas variagdes quanto ao desenvolvimento das raizes tuberosas entre plantas
de mandioca da mesma idade também foram observadas por Lowe, Mahon e Hunt (1982).

Com relagdo a um nfio sincronismo no inicio da tuberizag@o entre as raizes das plantas
coletadas com a mesma idade, ou seja, plantas com 14 dias apoés o plantio das manivas,
Hostalacio e Corréa (1979) sugeriram que a tuberizagdo nestes estagios iniciais pode ocorrer
devido as reservas presentes nas manivas, podendo estas reservas serem responsaveis pelo amido
depositado inicialmente nas raizes tuberosas. Estas observagdes também foram sugeridas por
Lowe, Mahon e Hunt (1982), em raizes tuberosas de mandioca em estagios iniciais com auséncia
da parte aérea. De modo geral, estas observagdes sdo fortalecidas em decorréncia de varios
estudos, nos quais as folhas no inicio do desenvolvimento, atuam como dreno e sé apds estas
atingirem cerca de 40-70% do seu desenvolvimento, passam por uma transi¢go, assumindo uma
fungdo de fonte (Turgeon, 1989). Assim, as folhas presentes nas plantas com raizes tuberizadas
com 14 dias (Figura 2b), ndo teriam capacidade para atuarem como fonte, sendo toda a energia
utilizada para a formag#o das raizes tuberizadas, oriundas das manivas. Ressalte-se que, as raizes
tuberizadas com 14 dias, que apresentavam maior espessamento em relagdo as nio tuberizadas da
mesma idade, ndo constatou-se o inicio do crescimento secundario nem presenca de amido.

Com relagdo as raizes tuberizadas com 40 dias, verificou-se maior proporgdo de floema a
xilema secundério, observagdes estas também realizadas por Indira e Kurian (1977), em raizes de
mandioca no inicio da tuberiza¢do. Estes autores consideraram esta caracteristica como sendo o
resultado da atividade anémala do cidmbio vascular. Por outro lado, as raizes tuberizadas com 60
dias (dados ndo apresentados) e 180 dias (Figura 5), apresentaram, ao contréario, maior proporgdo
de xilema em relagdo ao floema secundarios, respectivamente. Esta desproporgdo do xilema em
relagio ao floema secundario, também foi descrita por Paliwal e Kavathekar (1971) no

desenvolvimento da raiz tuberosa da mandioca. J4 Duncan e Macpherson (1974) sugerem esta



FIGURA 4 - Anatomia das raizes tuberosas de mandioca, cv. Pioneira, oriundas do campo. a)
Raiz com protoxilema pentarco, 14 dias apds o plantio, sem tuberizagdo (barra da escala = 30
um), no destaque aspecto do corte na mesma escala que as Figuras 4b, 4c e 4d (barra da escala =
300 um); b) raiz tuberosa com protoxilema pentarco, 14 dias apds o plantio no campo; c) raiz
tuberosa com protoxilema pentarco, 25 dias apos o plantio; d) raiz tuberosa 40 dias apds o
plantio. Destaque para o inicio do crescimento do secundario, sendo observado ainda os poélos do

protoxilema da estrutura primaria em forma pentarca (Figuras 4b, 4c e 4d; barra da escala = 300

pmy).






FIGURA 5 - Anatomia da raiz tuberosa de madioca, cv. Pioneira, 180 dias apos o plantio no
campo (R1, Figura 3). a) Corte transversal mostrando crescimento secundario no campo. EV =
elementos de vaso, FS = floema, C = cimbio, R = ritidoma (barra da escala = 300 pm). b) Em luz
polarizada, destaque para o elemento de vaso, dos grios de amido (GA) em forma de cruz de

malta e do cambio (C) (barra da escala = 30 pum).



v
-l




26

desproporgdo na raiz tuberosa da mandioca, como sendo o resultado do crescimento secundario
anémalo. No entanto, esta despropor¢do da quantidade de xilema & floema secundario, ndo passa de
uma caréwteﬁstica comum, tanto em raizes como em caules com crescimento secundario (Cutter,
1987, Fahn, 1982). Neste processo de aumento do diimetro da raiz em fun¢do da atividade
cambial, espera-se que o tecido cortical seja gradualmente reduzido.

Resssalte-se que essas observagdes quanto ao inicio do crescimento secundario e a
auséncia de graos de amido, ndo significam necessariamente, que este estagio de desenvolvimento
ocorra somente no periodo de 40 dias ap6s o plantio, podendo ser influenciado por varios fatores
exdgenos e endogenos. A auséncia dos grios de amido nesta fase indica que o crescimento
secundario antecede ao depésito dos grios de amido, conforme descrito previamente por outros
autores (Indira e Kurian, 1977; Lopez e Cock, 1976). Devem ser consideradas as informagdes de
Lowe, Mahon e Hunt (1982), que sugerem a possibilidade de algumas raizes tuberosas de
mandioca apresentarem espessamento sem posterior tuberizaggo.

Nas raizes das plantas coletadas com 60 dias (dados ndo apresentados) apés o plantio,
observou-se menor quantidade dos graos de amido e tamanho reduzido dos mesmos (dados ndo
apresentados), quando comparados aos observados na regido 2 da raiz tuberosa coletada aos 180
dias ap6s o plantio das manivas, observagdo feita na luz polarizada.

As observagdes do inicio do processo de tuberizagdo aos 14 dias apés o plantio (Figura
2b, 2¢, 2d e 4b), sdo confirmados por Indira e Kurian (1977), que obtiveram resulta&os com
raizes mais precoces, nas quais o inicio do crescimento secundario foi observado aos 21 dias apos

o plantio das manivas, e o inicio do depdsito de amido no 26° dia.
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2.4 CONCLUSOES

O inicio da formagao da raiz tuberosa, aos 14 dias apos o plantio, deve-se ao aumento na
divisdo das células do cortex, acompanhada por diferenciagio do cilindro central, ndo apresentando
crescimento secundario, nem depésito de amido.

Raizes tuberosas das plantas com 14, 25 e 40 dias ap6s o plantio niio apresentam grios de
amido, o que sugere que a raiz da inicio ao crescimento secundario e s6 depois ocorre o deposito de
amido.

O aumento do didmetro das raizes tuberosas com 60 e 180 dias apos o plantio das manivas,
decorre da atividade do cimbio vascular.

Tendo em vista o estudo do processo de tuberizagio como um todo, faz-se necessario
prosseguir as analises anatomicas de raizes em fases intermediarias, que antecedam o crescimento

secundario e deposito de grios de amido.



CAPITULO 3

ESTRATEGIA PARA A OBENCAO DE RAIZES TUBEROSAS DE MANDIOCA
IN VITRO

3.1 INTRODUCAO

O cultivo de plantas in vitro é uma técnica valiosa para estudar-se o crescimento e
desenvolvimento de plantas. Assim, a possibilidade de reprodugio do processo de tuberizagio sob
condi¢des controladas, ¢ uma importante ferramenta para avaliar os fatores envolvidos neste

processo, podendo ser de grande utilidade no melhoramento de espécies tuberosas.

Em fungdo das dificuldades inerentes a0 melhoramento genético classico da mandioca
(Espinoza, 1991), tem ocorrido uma grande demanda pela tecnologia de estudos in vitro,
principalmente, pela obten¢io de um sistema de transformagdo genética e de tuberizagdo
(Salehuzzaman, Jacobsen e Visser, 1994; Shewry et al., 1993). Entretanto, até o momento, os
estudos in vitro com a mandioca concentram-se no desenvolvimento de sistemas de conservagio,
propagagdo, regenera¢do (Roca et al., 1992; Pinheiro ef al., 1989 e Nair, Kartha e Gamborg,
1979), transformagdo genética (Cabral et al., 1993; Chavarriaga et al., 1993, Schopke et al.,
1993; Alejandro, 1987-1988), uso de marcadores genéticos moleculares (Angel et al., 1993;
Carvalho ef al., 1993) e de enzimas envolvidas na sintese do amido (Salehuzzman, Jacobsen e

Visser, 1994). Poucos trabalhos desenvolveram-se visando a obten¢do de raizes tuberosas de
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de mandioca in vitro (Konan, Sangwan e Sangwan-Norreel, 1994 e Cabral et al., 1993; Maria
1987, Kartha et al., 1974). Destes autores, somente Maria (1987) visou estabelecer um sistema de

tuberizagido de mandioca in vitro.

Os principais estudos do processo de tuberizagdo realizaram-se, na sua maioria, com a
batata (Akita e Takayama, 1994; Garner e¢ Blake, 1989; Mingo Castel, Young e Smith, 1976;
Palmer e Smith, 1970). O envolvimento dos reguladores de crescimento na tuberizagéo in vitro
foi demonstrado pela primeira vez em batata, por Palmer e Smith (1970), quando consideraram a
cinetina o melhor composto citocininico indutor da tuberizagdo. A adigdo da cinetina reverteu o
efeito de temperaturas inibidoras (15°C/20°C); ja em temperaturas elevadas (35°C), esse efeito
indutor foi anulado totalmente. Mauk e Langille (1978) observaram que as condigdes de
temperatura ndo indutoras (30°C/28°C) anularam-se pela suplementagdo com 0,3 e 3,0 ppm
zeatina ribosideo, aumentando em 39-75% a tuberizagio de batatas em relagio ao controle in

vitro.

Parrot (1973), omitindo ou diluindo alguns macronutrientes do meio de White, observou
que alguns minerais inibiam a tuberizagdo da batata, verificando que a presenga de ANA iniciou a
tuberizag@o nas diferentes diluigdes de minerais, e que havia um antagonismo entre o crescimento
das raizes em relagio a tuberizagdo. Cid, Illg e Piedrabuena (1994) observaram o efeito
estimulatério do AIB na formagio dos bulbos de alho in vitro. Na tuberizagdo in vitro do cara,
Jean e Cappadocia (1992) observaram que o ANA induziu a tuberizagdo e aumentou o peso dos
microtubérculos, enquanto que 0 BAP diminuiu a sobrevivéncia dos explantes. Alhassan (1993)
confirmou a ag#o inibitéria do BAP em car4, porém, observou que na presenga de cinetina houve

aumento no numero de microtubérculos. J4 Mantel e Hugo (1989), utilizando diferentes

variedades de caré, constataram que a presenca de ions aménicos inibiram sua tuberizagio.
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O etileno pode apresentar agdo indutora (Garcia-Torres e Gomez-Campo, 1973) ou
inibidora na tuberizagdo in vitro da batata (Palmer e Barker, 1973). Outros compostos indutores
da tuberizagdo, como CO, (Mingo-Castel, Smith ¢ Kumamoto, 1976) e cinetina (Palmer e Barker,

1973), ndo conseguiram reverter a agdo inibidora do etileno na tuberizagfio da batata in vitro.

As giberilinas sdo, provavelmente, o tnico grupo de reguladores de crescimento, no qual
h4 um consenso do seu papel como inibidor da tuberizagdo da batata in vitro (Bourque, Miller e
Park, 1987, Hannapel, Miller e Park, 1985, Hussey e Stacey, 1984), exceto para o trabalho
realizado por Garcia-Torres e Gomez-Campo (1973). Agarwal, Kumar e Alka (1983) observaram

que o AG reverteu o inicio da tuberizaggo, induzida por BAP em batatas in vitro.

O ABA pode atuar como indutor na tuberizagdo da batata (Agarwal, Kumar e Alka,
1983) e do lirio (Kim, Davelaar e Klerk, 1994) ou como inibidor, no cara (Alhassan, 1993) e na

batata (Wareing e Jennings, 1980).

O acido jasménico (AJ) foi sugerido como o responsavel pelo processo de tuberizagdo
em plantas, devido a presenga de varios compostos analogos encontrados em folhas de batata e
inhame, durante a tuberiza¢do no campo (Koda e al., 1991; Koda e Kikuda, 1991; Koda e
Okazawa, 1988). In vitro, o AJ induziu a tuberizagdo da batata em concentragdes 20 vezes
menores que as de cinetina (Pelacho e Mingo-Castel, 1991). Takahashi e al. (1994) observaram
0 engrossamento de discos de batata em meio de cultura na auséncia de sacarose e na presenca do
AlJ, observando-se, inicialmente, uma expansio celular em discos de tubérculos e, posteriormente,
maior aumento devido as divisdes celulares, ndo ocorrendo 0 mesmo na presenca de BAP e ABA.
Por outro lado, as poliaminas que possuem papel na divisdo celular, ndo observou-se agdo das

mesmas ou de seus inibidores na tuberizagdo da batata (Laberche ez al., 1994).
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Vreugdenhil et al. (1994) observaram a a¢do do retardante de crescimento “Tetcyclacis”
(TET) in vitro. Este, quando associado com o BAP, induziu a tuberizagdo da batata. Com o
‘TET" obtiveram a tuberizagio em linhagens de batata que, sob condi¢des normais ou somente na
presenca de BAP, ndo tuberizaram. Os autores sugeriram que a a¢do do TET estaria diminuindo o

conteudo endogeno inibidor de giberilinas para essas linhagens.

Com relagdo aos fatores abidticos, o fotoperiodo ndo demonstrou ser um fator essencial
no processo de tuberizagdo da batata in vitro, como é sugerido para plantas em condi¢des de
campo (Reifschneider, 1987, Baijal et al., 1983; Gregory, 1956). Dependendo do genétipo, a
produgdo de tubérculos in vitro ¢ melhor sob fotoperiodos longos (Slimmon, Machado e Conffin
1989), curtos (Pelacho e Mingo-Castel, 1991) ou na auséncia de luz (Charles, Rossignol e

Rossignol, 1993).

A sacarose atua na tuberizagfo da batata como fonte de carbono, e nio devido & sua
agdo osmoética (Mei Lo, Irvini e Barker, 1970). Nos estudos de tuberizagdo da batata in vitro, a
concentragdo estimulatoria do processo de tuberizagdo esta entre 6-8%, concentragdes nas quais
observaram respostas mais uniformes e efetivas (Charles, Rossignol e Rossignol, 1993; Palmer e
Smith, 1970). Palmer ¢ Smith (1970) relataram a ndo formagdo de tubérculos na auséncia de
sacarose. Também foi observado em batata que, dependendo da composigdo do meio de cultura,
a sacarose pode suprir a necessidade de citocininas para indugio da tuberizagdo (Lanvielle e
Sangwan, 1994; Teixeira e Pinto, 1991). Garner e Blake (1989) obtiveram a tuberizagdo de
batatas sem a presenca de reguladores de crescimento, somente com o aumento de nitrogénio no
meio de cultura, porém apds 17 semanas e com redugdo no nimero de tubérculos. Estes
resultados foram confirmados por Charles Rossignol e Rossignol (1993), que obtiveram a

tuberiza¢o da batata apds 11 semanas, em fotoperiodos com ciclos curtos.
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Até o momento, ndo foi detectado qualquer gene especifico responsavel pelo processo
de tuberizagdo (Visser et al., 1994; Jackson, Sonnewald e Willmitzer, 1993). Trés genes
codificadores de enzimas envolvidas na sintese do amido: BE, GBSS e ADPG-Pi, foram
identificados e clonados (Muller -Rober, Sonnewald e Willmitzer, 1992; Salehuzzamaﬁ et al.,
1993; Visser et al., 1989). Carvalho et al. (1993) observaram mudangas quantitativas do
conteido das enzimas envolvidas na sintese do amido (ADPG-Pi e BE) em raizes de mandioca,
em diferentes estagios da tuberiza¢do. Por outro lado, observou-se que, em plantas transgénicas
de batata contendo o antisense da ADPG-Pi (subunidade B), houve diminuigido na concentragdo
de amido e aumento na de sacarose e de glicose nos tubérculos (Miiller-Rober, Sonnewald e
Willmitzer, 1992). Ja na mandioca, Salehuzzman et al. (1993) isolaram trés genes envolvidos na
sintese do amido das raizes tuberosas (BE, GBSS, ADPG-Pi) e, devido a falta de um protocolo
de transformagdo em mandioca, obtiveram plantas transgénicas de batata com o antisense da
GBSS, onde foi observada a inibi¢do parcial deste gene com consequente reducdo do conteudo de
amido (Salehuzzaman, Jacobsen e Visser, 1994). De posse de um protocolo de transformagéo, a
obten¢do de plantas de mandioca com variagio no conteudo de amido, proteina e outras

caracteristicas, sera de grande importincia (Salehuzzaman, Jacobsen e Visser, 1993; Shewry et

al., 1993).

As proteinas mais estudadas no processo de tuberizagdo sdo a patatina, na batata e a
esporamina, na batata-doce, estando estas proteinas presentes em elevadas concentragdes, nos
seus respectivos 6rgdos tuberosos (Hattori, Matsuoka e Nakamura, 1988; Maeshima, Sasaki e
Asahi, 1985; Park et al., 1983; Racusen e Foote, 1980). Ambas sdo induzidas pela sacarose,
acumulando-se em 6rgdos onde geralmente ndo ocorrem ou ocorrem em baixas concentragdes
(Hattori et al., 1991, Hattori, Nakagawa e Nakamura, 1990; Rocha-Sosa et al., 1989; Wenzler et

al., 1989). Ndo foram detectadas mudangas nos niveis de patatina em estagios iniciais da
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formagdo do tubérculo, quando ja haviam varia¢Ses no conteido de agucares e amido (Ross et
al., 1994). Estes resultados sugerem que a patatina pode ser usada como um marcador do
processo de desenvolvimento da tuberizagdo da batata (Staswick, 1994; Prat ef al., 1990; Rosahl,
Schell e Willmitzer, 1987), mas ndo como um marcador do processo de diferenciagdo morfologica

dos tecidos de reserva da tuberizago da batata, como sugerido por Paiva, Lister e Park (1983).

O primeiro trabalho sugerindo a formacdo de raizes tuberosas de mandioca in vitro, foi
realizado por Kartha ez al. (1974), que a partir da adi¢do de 0,5 uM BA + 1,0 uM ANA no meio
de cultura de MS levaram 4 formagdo dessas estruturas. As mesmas estruturas foram obtidas por
Cabral ef al. (1993) com 1,6 uyM ANA e 0,4 UM BAP. Entretanto, os dois trabalhos anteriores
descreveram somente a obtengdo de estruturas morfologicamente semelthantes a raizes tuberosas
de mandioca. Maria (1987) observou em plantas de mandioca tratadas com 0,1 pM BAP + 1,0
MM ANA, o espessamento das raizes com depésito de amido, porém, sem crescimento
secundério, a0 passo que, nas plantas controle (n#o induzidas), em meio com 6-9% sacarose, ndo
ocorreu espessamento da raiz, observando-se a ocorréncia de grios de amido na auséncia de
crescimento secundario. No mesmo trabalho com raizes excisadas, Maria (1987) observou em
raizes espessadas, induzidas com 4,8 uM BAP, formagio do felogénio, havendo neste corte,
deposito de grios de amido, porém com atividade cambial ausente. Recentemente, Konan,

Sangwan e Sangwan-Norreel (1994) descreveram a obtencdo das mesmas estruturas obtidas por

Cabral et al. (1993) e Kartha et al. (1974).

Embora o estudo da tuberizagio in vitro da mandioca seja um tema recorrente, a
natureza dos orgdos obtidos até o momento ndo ¢ clara. Em uma analise mais detalhada,
observou-se que nos trabalhos anteriores (Konan Sangwan e Sangwan-Norreel, 1994; Cabral et

al., 1993; Kartha ef al., 1974) a obtengiio de raizes tuberiformes de mandioca in vitro, foi um
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resultado indireto, ja que, em todos os trabalhos, os autores procuravam estabelecer metodologia
para a regeneragdo, propagagdo ou conservag¢do in vitro. Exceto para os trabalhos de Maria

(1987), que visaram estabelecer um sistema de tuberizagdo da mandioca in vitro.

Desta forma, o objetivo deste trabalho consistiu em desenvolver um sistema de
tuberizagdo in vitro para a mandioca, procurando estudar o efeito do fotoperiodo, da sacarose, da
presenca do carvdo ativado, de alguns reguladores de crescimento e posteriormente, comparar a

anatomia das raizes tuberiformes obtidas in vitro com raizes tuberosas do campo.

3.2 MATERIAL E METODOS

A metodologia in vitro foi desenvolvida em duas etapas. A primeira, no Departamento
de Biologia/UFLA, onde foi estudado o efeito do fotoperiodo, associado a diferentes
concentragdes de sacarose na tuberizagdo. Nesta primeira etapa, utilizou-se plantas de mandioca
das cvs. IAC 12829 e Pioneira, as quais foram mantidas em salas de crescimento com temperatura
de 31 £ 2 °C, UR 80-90% e radiagio fotossinteticamente ativa (RAF) de 100-150 pmol/m?s. A
segunda etapa desenvolveu-se na Area de Biologia Celular (ABC)/CENARGEN, onde foram
realizadas as aplicagdes com solugdes de reguladores de crescimento e uso de diferentes
concentragOes de sacarose, na presenga de carvdo ativado. Para esta etapa, utilizou-se plantas de
mandioca, cv. MColl 22, que foram mantidas em cimara de crescimento a 27 + 2°C, com
fotoperiodo de 16 horas, UR de 70-80% e radiagdo fotossinteticamente ativa de 30-40 pmol/m?s.

Os cortes anatomicos e a analise das raizes tuberosas e tuberiformes obtidas in vitro, realizaram-

se no Laboratério de Anatomia Vegetal (UnB).
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p/v phytagel. A autoclavagem dos meios de cultura foi 4 120 ° C durante, 20 minutos. Utilizou-se
explantes com 2-4 gemas, com aproximadamente 1,0 cm de comprimento. Todos os
experimentos realizaram-se em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura, com uma

planta/tubo. Em todos os tratamentos avaliou-se a ocorréncia da formagéo de raizes tuberosas.

3.2.1 Ac¢ao dos fotoperiodos associados a diferentes concentracdes de sacarose
Plantas das cvs. Pioneira e IAC 12829 foram cultivadas em todas as combinagdes de 4

concentragdes de sacarose (0, 3, 6 e 9% p/v) e 5 fotoperiodos (0, 8, 12, 16 e 24 horas de luz).

Os tratamentos foram aplicados em parcelas experimentais, constituidas por 1 planta

com 8 repeti¢des. O delineamento foi inteiramente casualizado.

3.2.2 Aplicaciio de reguladores de crescimento

Utilizou-se plantas de mandioca, cv. MColl 22, cultivadas em meio de cultura de MS,
com 3% p/v de sacarose. As aplicagdes das solu¢des hormonais realizaram-se entre 10-15 dias
apos o subcultivo das plantas. No momento da aplicagdio das solugdes hormonais (descritas
posteriormente), as plantas apresentavam de 1-6 raizes, 2-4 folhas na parte aérea e altura entre 1-
4 cm. As solugdes indutoras foram preparadas em meio liquido de MS e aplicadas sobre o meio
de cultura, no volume total de 1,0 mL/tubo. Como controle, fez-se a aplicagio de 1,0 mL do meio
de cultura de MS/tubo. Para evitar uma condi¢fio de anoxia, no momento da aplicagdo da solugio

hormonal, solidificou-se o meio de cultura em uma inclinagdo de, aproximadamente, 45°.
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Solucées indutoras (uM) utilizadas nos tratamentos:

BAP (0,04; 0,4;2,2;4,4; 8,8 ¢ 17,6)

BAP (0,04) + ANA (1,6)

BAP (0,4) + ANA (1.6)

ANA (0,5; 1,6 €5,3)

Dihidroxizeatina (DHZ) (0,04; 0.4; 2,2; 4,5)

DHZ (0,04) + ANA (1,6)

DHZ (0,4) + ANA (1,6)

Zeatina (0,04; 0,4, 2,2 € 4,5)

Zeatina (0,4) + ANA (1,6)

Cinetina (0,04; 0,4; 2,3 € 4,6)

Cinetina (0,4) + ANA (1,6)

Adenina (0,07, 0,7; 3,6 € 7,3)

Adenina (0,7) + ANA (1,6)

Acido jasmonico (AJ) (0,04; 0,4;2,3; 4,7 ¢9,5)

AJ (0,4) + ANA (1,6)

As avaliages realizaram-se com 2, 5, 15, 30 e 60 dias. Foram observadas as plantas que
apresentaram formagdo de raizes tuberosas com aspecto morfologico semelhante aos naturais (do

campo). Cada tratamento foi aplicado em 15 ou 30 plantas.

Analisou-se os melhores tratamentos indutores para a formagio de raizes tuberiformes in
vitro, conforme a metodologia proposta por Grizzle, Starmeer ¢ Koch (1969) para a analise da
porcentagem de raizes tuberiformes obtidas, utilizando o SAS (1990). As observagdes foram
transformadas para Logito (P), (log P/P-1), onde P ¢ a proporgdo de plantas com pelo menos uma

raiz tuberiforme normal (ndo desuniforme) e (1-P) é seu complemento.
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3.2.3 Acio do carvio ativado, associado a diferentes concentracdes de sacarose

Os tratamentos avaliados neste experimento, constituiram-se das combinagoes de 3
concentragdes de sacarose: 0, 3 e 6 % p/v, na auséncia ou presenca de carvao ativado (0,2% p/v),
aplicados em plantas de mandioca, cv. MColl 22. Visando minimizar o efeito da luz que incide no
sistema radicular da planta, colocou-se uma cobertura de papel em torno do tubo de ensaio, na

altura do sistema radicular.

Distribuiu-se os tratamentos em parcelas de uma planta/tubo de ensaio, com 30
repeti¢Ses por tratamento, segundo um delineamento inteiramente casualizado. Introduziu-se um
tratamento adicional com sacarose 3% p/v, sem carvdo ativado, com uma cobertura de papel
envolvendo o tubo na altura do sistema radicular e, sobre o meio de cultura de MS (sem carvdo
ativado), ja solidificado, aplicou-se uma camada de aproximadamente 0,5 cm de meio de cultura
de MS solidificado com carvdo ativado 0,2% p/v, € o seu controle (sem a cobertura de papel e
sem a camada de carvio ativado). Este tratamento ndo integrou a analise estatistica, analisando-se

somente a anatomia das raizes crescidas na auséncia de luz. ~

A avaliagdo realizou-se 100 dias apos o subcultivo das plantas, observando-se o

esverdeamento das raizes (observagio visual) e altura das plantas.

3.2.4 Preparo das liminas permanentes das raizes tuberiformes

Entre 30-50 dias apos a aplicagdo dos reguladores de crescimento nas plantas com os
tratamentos 0,4 uM BAP + 1,6 uM ANA ou 0,4 uM DHZ + 1,6 pM ANA e nas raizes das
plantas controle, coletou-se amostras dos 3 tratamentos para o preparo de laminas permanentes e

analise anat6mica. Escolheu-se somente raizes de plantas que apresentavam indicios morfologicos

do processo natural de desenvolvimento da raiz tuberosa da mandioca. Raizes com espessamento
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desuniforme, ou que nio sugeriam a morfologia de uma raiz tuberosa de mandioca, nio foram
analisadas anatomicamente. Raizes de plantas controle (ndo tratadas com reguladores de
crescimento) foram coletadas concomitantemente com as raizes tuberiformes induzidas. Colocou-

se todas as amostras no fixador (FAA 70), por um periodo minimo de 3 dias.

A metodologia usada para o preparo das laminas permanentes (Apéndice 1 e 2), foi

descrita anteriormente (item 2.2).

As raizes espessadas em meio de cultura de MS, sacarose 3%, sem carvio ativado, com
a cobertura de papel em torno do tubo de ensaio na altura da raiz e com uma camada de carvio

ativado 0,2% na superficie do meio de cultura, foram analisadas conforme o item 2.2.1.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Usou-se as cvs. Pioneira e IAC 12829 para o estudo da tuberiza¢do, devido a sua
importancia econémica (Cereda et al., 1990; Lorenzi e Dias, 1993). Porém, em fungdo dessas
cultivares apresentarem um crescimento desuniforme e tardio in vitro, desenvolveu-se um modelo

de tuberizagdo com a cv. MColl 22, que ¢ precoce e apresenta um crescimento mais uniforme que

as outras duas cultivares.

3.3.1 Efeito dos fotoperiodos associados as diferentes concentra¢des de sacarose
Nenhum dos fotoperiodos testados (0, 8, 12, 16 e 24 horas) induziu o processo de

tuberizagdo in vitro da mandioca, tanto na cv. Pioneira quanto IAC 12829, mesmo sob diferentes

concentragdes de sacarose 0, 3 e 6% (observagdes a nivel morfologico). Plantas cultivadas na
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auséncia de sacarose, algumas tiveram inicio de enraizamento e brotagdo, enquanto a maioria ndo
apresentou qualquer tipo de desenvolvimento. Tanto as plantas estioladas, como os explantes
subcultivados na auséncia de sacarose, senesceram com aproximadamente 30 dias apds o

subcultivo.

Os trabalhos com fotoperiodo visando observar sua agdo na tuberizagio da mandioca
sdo, geralmente, realizados em condi¢bes de campo (Indira € Ramanujam, 1979; Nair e Sinha,
1968, Molingner, Orioli e Blettler, 1967) ou em sala de crescimento (Keating, Wilson e Evenson,
1985, Lowe, Mahon e Hunt, 1976). As plantas in vitro, no entanto, mostram um padrio de
crescimento e desenvolvimento bem diferentes. Uma dessas diferengas é quanto a questdo da
radiagdo fotossinteticamente ativa, que nas condigdes de cultivo in vitro foi por volta de 30-40
umol/m%/s (CENARGEN) e 100-200 pmol/m%s (UFLA), enquanto no campo, em um dia normal,
esta radiagdo chega a 1000-1500 umol/m%/s (UFLA). Baseando-se nestes dados pode-se sugerir
que um dos fatores limitantes da tuberizagdio in vitro é a radiagdo fotossinteticamente ativa.
Trabalhos conduzidos em campo sugerem que a mandioca s6 realiza a fotossintese para o
crescimento e desenvolvimento de suas raizes tuberosas, com radiagdo fotossinteticamente ativa,
maior que 5000 lux e que, abaixo disto, sé realiza a respiragdo (Barros, 1976). In vitro, a radiagéo
fotossinteticamente ativa estd em torno de 1000-3000 lux (ABC/CENARGEN). Por outro lado,
Maria (1987) observou que plantas de mandioca in vitro nfio formaram raizes tuberiformes em
fotoperiodos longos (24 h), somente em fotoperiodos curtos (12 h), na presenga de ABA, ANA
com BAP, em diferentes concentragdes e combinagdes. Assim, sugerimos que a n3o tuberizagio

da mandioca in vitro pode decorrer de vérios fatores, entre eles, a intensidade da luz.

Na tuberizagdio do card in vitro, observou-se que, mesmo variando a radiagdo

fotossinteticamente ativa entre 12-120 pmol/m?%s, ndo ocorre influéncia na produgdo e peso dos
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microtubérculos (John, Courtney e Decouteau, 1993). Entretanto, o cultivo in vitro da batata, em
fotoperiodo continuo e com radiagio fotossinteticamente ativa de 400 pmol/m?/s em relagio a 200
pmol/m?/s, favoreceu maior produ¢do e maior nimero de tubérculos (Wheeler e Tibbitts, 1986).
No caso da batata, cuja tuberizagdo existe um maior numero de estudos, tanto a radiagdo
fotossinteticamente ativa quanto o fotoperiodo, ndo demonstraram ser um fator essencial do
crescimento in vitro, contrariando os resultados de campo de Gregory (1956), ja que os sistemas
de tuberizagdo in vitro conduziram-se tanto no escuro, como em fotoperiodos curtos e longos.
Observou-se inclusive uma resposta especifica para diferentes cultivares (Charles, Rossignol e
Rossignol, 1993; Seabrook, Coleman e Levy, 1993; Garner e Blaker, 1989; Slimmon, Machado e
Conlffin, 1989). Charles, Rossignol e Rossignol (1993) sugerem ser a tuberizagio da batata melhor
no escuro que no claro, devido ao fato de os metabdlitos ndo serem direcionados para o
crescimento e manutencdo da parte aérea da planta, caso tipico de plantas estioladas (Salisbury e
Ross, 1992). Nio obstante Garner e Blaker (1989) sugerem que o menor peso dos tubérculos in
vitro, das batatas subcultivadas no escuro em relagdo as subcultivadas na presenga de luz, deve-se

a um precoce inicio da senescéncia das plantas submetidas ao regime sem luz.

Entre as plantas de mandioca subcultivadas na auséncia de sacarose, algumas iniciaram
O enraizamento e a brotagdo, enquanto a maioria nio se desenvolveu. Estes resultados
demonstram a importéncia da fonte de carbono no meio de cultura, para suprir a auséncia ou os
baixos niveis da fotossintese das plantas in vitro (Pierik, 1987), como também, indicam o baixo

conteudo de metabdlitos no explante, insuficientes para o desenvolvimento inicial das mesmas.
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3.3.2 Resposta das plantas tratadas com reguladores de crescimento

Todo o trabalho enfatizando as indugGes com compostos citocininicos, baseou-se nos
resultados obtidos com a indugdo in vitro da batata (Palmer e Smith, 1969; Mingo-Castel, Young
e Smith, 1976). O uso de DHZ baseou-se nos trabalhos de Melis ¢ Van Standen (1985), que
detectaram diferentes concentragdes destes compostos no xilema secundario de uma raiz tuberosa
de mandioca. O uso do AJ decorreu dos recentes trabalhos em que Koda e Kikuta (1991) e
Pelacho e Mingo-Castel (1991a) obtiveram tubérculos de batata in vitro, com concentra¢des bem
inferiores que as usadas para outros compostos citocininicos. Além disso, sugeriu-se o AJ como o
horménio responséavel pela tuberizagio (Koda e Okazawa, 1988). A énfase no uso de ANA e
BAP, nos tratamentos in vitro, baseou-se, principalmente, nos trabalhos realizados por Ribeiro et
al. (1995) e Cabral et al. (1993).

As respostas das plantas aos reguladores de crescimento sdo apresentadas na Tabela 2.
Néo observou-se efeito indutor na tuberizagio da mandioca, nos tratamentos utilizando o AJ, a
cinetina e a adenina, que também ndo afetaram o crescimento da parte aérea. Somente os
seguintes tratamentos resultaram na formagfo de raizes tuberiformes de mandioca: 0,04 uM BAP
+ 1,6 UM ANA; 0,4 uM BAP + 1,6 uM ANA; 0,04 uM DHZ + 1,6 uM ANA; 0,4 yM DHZ + 1,6
MM ANA e 0,4 pM zeatina + 1,6 uM ANA. Observou-se o inicio da formagdo das raizes
tuberiformes entre 48-72 horas apés a aplicagio dos tratamentos (Figura 6a). Obteve-se as
melhores respostas com os tratamentos: 0,4 uM DHZ + 1,6 uM ANA (Figura 6b) e 0,4 uM BAP
+ 1,6 UM ANA (Figura 7). Todos os tratamentos que induziram & formagdo de raizes tuberiformes
geraram, em sua maioria, raizes tuberiformes desuniformes (Tabela 2 e Figura 6b), enquanto
alguns produziram somente raizes tuberiformes desuniformes (Tabela 2). As raizes tuberiformes
desuniformes apresentaram espessamento desorganizado nas pontas ou regides medianas das

raizes (Figura 6b). A formacdo das raizes tuberiformes normais ocorreu com 15-30 dias apos a
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aplicagdo de alguns tratamentos (Figura 6¢). Nos tratamentos que produziram raizes tuberiformes,
observou-se uma reduggo da altura das plantas (dados ndo apresentados).

Diante dessas observagGes (Tabela 2), selecionou-se os dois melhores tratamentos para a
formagédo de raizes tuberiformes. Os dados foram submetidos a anélise estatistica junto com seus
homologos, que diferiam-se somente quanto & concentragdo de citocinina. Os tratamentos foram:
i) 0,04 uM BAP + 1,6 uM ANA, ii) 0,4 uM BAP + 1,6 uM ANA, iii) 0,04 uM e DHZ + 1,6 uM
ANA; e iv) 0,4 uM; DHZ + 1,6 uM ANA (Tabela 2). Na anilise estatistica avaliou-se dois
parametros: a) efeito da melhor fonte de citocinina, DHZ ou BAP, para a indugio das raizes

tuberiformes; b) o efeito de duas concentragdes dessas fontes de citocinina (0,4 e 0,04 pM).

Inicialmente, ajustou-se um modelo para Logito (P), considerando os efeitos principais de
fonte de citocinina e suas concentragdes. Os resultados desta analise ndo detectaram efeito
significativo de fonte de citocinina (p>0.32) (Apéndice 4). Em seguida, ajustou-se um modelo,
considerando apenas o efeito principal de concentragdo de citocinina. A variagio residual deste
modelo reduzido foi ndo significativo (Apéndice 5). Isto indica que a variagio observada neste
experimento, quando medida na escala Logito (P), pode ser atribuida somente ao efeito de
concentragdo de citocinina, sem levar em conta qualquer variagio entre as diferentes fontes da
mesma (Tabela 3 e Figura 8). O efeito da concentragio 0.4 pM de citocinina (DHZ ou BAP) foi o
de ampliar em até 9,3 vezes a relagio de plantas com raizes tuberiformes para as plantas com
raizes tuberiformes com 0,04 uM (Tabela 3).

As raizes tuberiformes desuniformes induzidas nos diversos tratamentos (Tabela 3),
podem ser resultantes de um contato nio homogéneo das raizes das plantas in vitro com os
reguladores de crescimento aplicados. Em varios tratamentos, observou-se que ndo houve uma

infiltragdo total das solugdes de reguladores de crescimento aplicadas no meio de cultura de MS



43

solidificado. Outra hipétese, quanto & formagdo das raizes tuberiformes desuniformes, ¢ que ndo
houve controle da posi¢io do explante, nas plantas doadoras, utilizadas durante os subcultivos,
verificando-se que, em varios trabalhos in vitro com outras espécies, constatou-se que, tanto a
posicdo de origem do explante, a idade da planta doadora e o estado fisiologico do material de
propagacdo, influenciaram consideravelmente, o desenvolvimento das plantas (George, 1993;
Cachita-Cosma, 1991; Teixeira, 1989).

De modo geral, as citocininas foram as responsaveis pelo espessamento das raizes,
principalmente, quando utilizadas em associagdo com as auxinas (Tratamentos: 24, 35, 36 e 41,
Tabela 2). Embora as diferentes fontes de citocinina tenham sido aplicadas nas mesmas
concentragdes (Tratamentos: 11, 24, 28, 35, 36 e 41; Tabela 2), as respostas das plantas foram
bem diferenciadas, sugerindo uma agfo especifica da dihidrozeatina (DHZ) e da 6-benzilamino
purina (BAP) que, quando associadas ao acido naftalénico acético (ANA)(Tratamentos 24 e 36),
foram os tratamentos que melhor induziram 4 formagdo de raizes tuberiformes in vitro.

O espessamento das raizes, pode ter decorrido da presenga dos reguladores de
crescimento, auxinas e citocininas, gerando um dreno nas raizes, como ¢ sugerido por alguns
autores quanto a agfo fisiologica das auxinas e citocininas e outros reguladores de crescimento,
combinados ou ndo (Salisbury e Ross, 1992; Archbold, 1988; Gifford e Evans, 1981). Algumas
plantas in vitro morreram, em decorréncia dos tratamentos com os reguladores de crescimento no
meio de cultivo. Esta morte pode ter decorrido da competigdo, oriunda do forte dreno entre a
parte aérea e o sistema radicular, pelos metabdlitos do 6rgéo de propagagdo. Em contrapartida,
trabalhos desenvolvidos com batata in vitro, sugerem que a citocinina atue também, como um
forte dreno (Mingo-Castel, Young e Smith, 1976; Palmer e Smith, 1969), embora direcionado na

mobilizagio dos nutrientes presentes no sistema radicular, para a formagdo dos tubérculos aéreos.
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TABELA 2 - Respostas das plantas de mandioca, cv. MColl 22, in vitro, para a fc?rmacﬁo de
raizes tuberiformes, mediante aplicagdo das diferentes solugdes de reguladores de crescimento.

TRATAMENTO RAIZES RAIZES RAIZES
puM TUBERIFORMES | TUBERIFORMES NORMAIS
DESUNIFORMES (sem espessamento)

01 | Adenina 0,07 - - 15
02 | Adenina 0,7 - - 15
03 | Adenina 3.6 - 5 10
04 | Adenina 7.3 - 12 3
05 [ Adenina 0,7 + ANA 1,6 - 10 5
06 |AJO0,04 - - 15
07 |AJO4 - - 15
08 [AJ23 - - 15
09 [AJ47 - - 15
10 |AJ9S - - 15
11 [AJ04+ANA 16 - - 15
12 [ANAOS - - -
13 |ANA 1,6 - 4 11
14 |ANAS3 - 10 5
15 | ANA 0.3 + Alcool 0,1 - - 15
16 [ Alcool 0,1 - - 15
17 | BAP 0,04 - - 15
18 |BAPO04 - 7 3
19 |BAP22 - 3 7
20 BAP 4 4 - 15 -
21 |[BAPS3 - 15 -
22 |BAP 176 - 15 -
23 |BAP 0,04 + ANA 1.6 - 6 -
24 |BAP0.4+ANA 1.6 11 19 9
25 | Cinetina 0,04 - - 15
26 | Cinetina 0.4 - - 15
27 | Cinetina 2,3 1 7 7
28 | Cinetina 0,4 + ANA 1,6 - 10 5
29 | Cinetina 4.6 - 15 -
30 Controle - - 30
31 |DHZ 0,04 - - 15
32 |[DHZ 04 - - 15
33 |DHZ22 - - 15
34 DHZ 4.5 - 15 -

35 | DHZ 0,04 + ANA 1.6 2 13 -

36 |DHZ 0,4+ ANA 1.6 13 17 -

37 | Zeatina 0,04 - - I

38 Zeatina 0,4 - 8 7
39  |Zeatina 2,3 - 12 3

40 | Zeatina 4,6 - 15 -

41 | Zeatina 0.4 + ANA 1.6 2 9 )




FIGURA 6 - Raizes tuberiformes de mandioca, cv. MColl 22, in vitro induzidas com 1,6 uM
ANA + 0,4 uM BAP (C-controle e I-induzida). a) Plantas com 5 dias ap6s a indugdo, b) plantas
com 30 dias ap6s a indu¢o. Formagdo de raizes tuberiformes com a morfologia muito semelhante

a tuberculos do campo, c¢) plantas com 30 dias apos a indugdo, formagdo desuniforme de algumas

raizes tuberiformes.






FIGURA 7 - Raizes tuberiformes de mandioca, cv. MColl 22, in vitro, induzidas com 0.4 uM

DHZ + 1.6 pM ANA (C-controle e I-induzidas). a) Plantas 30 dias apos a indugdo, b) destaque

da morfologia das raizes tuberiformes induzidas.
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TABELA 3 - Formagao de raizes tuberiformes de plantas de mandioca, cv. MColl 22, induzidas

in vitro.

VALORES OBSERVADO ESPERADO
| : Raiz - Erro | Logit (P) | Raiz ;  Emo  iLogit (P)
TRATAMENTOS ( UM) Tuberiforme  Padrio | | Tuberiforme | _Padrio
BAP 0.04 + ANA 1.6 10.00 - ? - 6.6 a 4.5 12.65
[BAP0.4+ANA16 (366 8.7 10.54 140.0 b 6.3 0.41
[IDHZ 0.04 + ANA 16  '13.3 8.7 11.87 6.6 a 4.5 2.65
DHZ 0.4 + ANA 1.6 43.33 9.0 10.26 140.0 b i6.3 '0.41

FIGURA 8 - Porcentagem de raizes tuberiformes de mandioca, cv. Mcoll 22, in vitro, obtidas
com as duas melhores fontes de citocinina, testadas em diferentes concentragdes.

% de raizes tuberiformes

&

Tratamentos

1) 0.04 BAP + 1.6 ANA 3) 0.4 BAP + 1.6 ANA

2) 0.04 DHZ + 1.6 ANA

4) 0.4 DHZ + 1.6 ANA
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3.3.3 Efeito da sacarose e do carviio ativado na altura das plantas

Com relagdo a avaliagdio da altura das plantas, estas foram classificadas segundo uma
escala ordinal: A) 0,0-2,0; B) 2,0-4,0; C) 4,0-6,0 e D) 6,0-8,0 cm, utilizando-se o ponto médio
desses intervalos para as analises estatisticas (Tabela 4). A altura das plantas, em fungdo da
concentragdo de sacarose e presenga do carvdo ativado no meio de cultura de MS, foi analisada
de acordo com a metodologia proposta por Grizzle, Starmeer e Koch (1969) para analise de
dados categoricos (analise por classes), utilizando o SAS (1990).

Houve um efeito significativo das diferentes concentragdes de sacarose e da presenga ou
ndo do carvdo ativado no meio de cultura de MS, no crescimento de plantas de mandioca, cv.
MColl 22, conforme indicado pela analise de varidncia (Apéndice 6). Plantas crescidas em meio de
cultura de MS com sacarose 3% apresentaram maior altura que as crescidas em meio de cultura
com sacarose 6%. No entanto a presenga de carvdo-ativado inibiu o crescimento das plantas,

independentemente da concentragdo de sacarose (Figura 9 e Tabela 5).

TABELA 4: Avaliagdo da influéncia da sacarose e do carvdo ativado (CA) no crescimento in
vitro de plantas de mandioca, cv. Mcoll 22.

Qasses para | Intervalos das | Valor médiodos|  Tratamentos | Niamerode plantas
altra(cm) | dasses(cm) | tratamentos invitro por dasse
A B C D
A 00 20 1.0 3% sacarose 0 0| 2|28
B 20-40 30 3%sacaose+CA | 2 5 | 13| 10
C 40-60 50 6% sacarose 2 | 10| 15| 5
D 6.0-80 70 6%sacaose+CA | 7 | 6| 2 | O
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TABELA 5 - Valores médios observados e esperados para as analises das plantas de mandioca,
cv. MColl 22, in vitro, cultivadas em meio de cultura de MS, com diferentes concentragdes de
sacarose, na presenca e auséncia de carvdo ativado (CA).

VALORES OBSERVADO ESPERADO
TRATAMENTOS |Altura (cm) |[Erro Padréo |Alttura (cm) [Erro Padrao
3% sacarose 6.9 ‘ 0.1 6.9a 0.1
3% sacarose + CA 5.1 0.3 49b 0.2
6% sacarose 4.5 0.3 42c 0.2
6% sacarose + CA 2.1 0.2 . 2.2d 0.2

O modelo utilizado para calcular a altura média das plantas observadas neste
experimento (Tabela 5), considerando os efeitos de sacarose e carvao ativado, teve uma variagdo
residual n3o significativa pelo teste de qui-quadrado (Apéndice 6). Isto indica que a variagdo
observada na altura das plantas pode ser atribuida aos efeitos principais da concentra¢do de
sacarose ¢ da presen¢a de carvdo ativado (Figura 9). Nio observou-se um efeito interativo ou
sinergistico, que demonstrasse que o efeito da concentra¢do de sacarose sobre a altura das plantas
tenha sido menor na presenga do carvao ativado (Apéndice 6).

Conforme os valores preditos pelo modelo ajustado, as plantas crescidas em meio de
cultura com sacarose 3%, tiveram altura superior de 2,6 cm + (0,2) em relagdo as plantas crescidas
em meio de cultura com sacarose 6% (Tabela 5). Plantas em meio sem sacarose ndo apresentaram
crescimento nem enraizamento, por isso ndo foram consideradas na analise da Tabela 5.

Roca, Reyes e Beltran (1984) e Eskes er al. (1974) observaram que elevadas
concentragdes de sacarose inibiram o crescimento da parte aérea e o sistema radicular de plantas
de mandioca in vitro. Estes autores sugerem que este dano ocorreu devido a um estresse osmotico
e n30 necessariamente, a um fator limitante causado pela sacarose. As melhores concentragdes de
sacarose para o cultivo in vitro estio entre 2-3% (Eskes ef al., 1974). A agdo de elevadas
concentragGes de sacarose, provocando estresse osmotico ou outra injuria qualquer no

crescimento das plantas cultivadas in vitro, foi demonstrada por outros autores, para outras
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culturas (Cheng, Peterson e Mitchel, 1992; Pierik, 1987). Ja para a indugdo da embriogénese
somatica, onde geralmente sdo utilizadas elevadas concentragdes de sacarose, € sugerido que um
estresse osmotico seria uma condigdo propicia para o inicio do desenvolvimento dos embrides
(Brespalhok Filho, Hashimoto e Vieira, 1993; Raemakers, Jacobsen e Visser, 1993; Finer, 1987).
Outro provavel efeito da inibicdo do crescimento das plantas de mandioca em sacarose 6% seria
uma possivel acidificagdo do meio de cultura apds a autoclavagem (Owen, Wengerd e Miller,
1991), podendo esta diminui¢do do pH ser devido & hidrolise da sacarose, acidificando o meio,

devido a frutose liberada (Druart e Wulf, 1993).

O efeito da presenca de carvao ativado, segundo o modelo ajustado, foi o de reduzir em
2,0 cm (£ 0,2) a altura média das plantas (Tabela 5), além de inibir o crescimento do sistema

radicular (dados ndo apresentados).

Figura 9 - Influéncia da concentragdo de sacarose e do carvéo ativado (CA) 0,17% na altura de
plantas de mandioca, cv. MColl, in vitro

Altura (cm)

Tratamentos

1) 3% sacarose 3) 6% sacarose
2) 3% sacarose + CA 4) 6% sacarose + CA
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Plantas crescidas em meio de cultura de MS, contendo carvdo ativado e cobertura de
papel em torno do tubo de ensaio, na altura do sistema radicular, ndo inibiram a sintese de
clorofila no sistema radicular, o que sugere a passagem de luz pela parte superior do tubo de
ensaio (dados ndo apresentados). Para testar esta hipotese, utilizou-se uma camada de
aproximadamente 0,5 cm de carvdo ativado, a 0,2% na parte superior do meio de cultura de MS,
sem carvio ativado e com cobertura de papel em torno do tubo de ensaio, na altura do sistema
radicular (Figura 10a), impedindo a passagem de luz e, consequentemente, a sintese de clorofila.
Estas raizes apresentaram coloragio branca (Figura 10b), pouco desenvolvimento, e em alguns
casos, formagdo de raizes mais espessas. Estas raizes foram analisadas anatomicamente (3.3.3).
Nestas condigdes, as plantas tiveram crescimento da parte aérea semelhante as plantas que nio
continham a referida cobertura e tampouco a camada do meio de cultura de MS com carvio
ativado 0,2%. Portanto, diante desses dados, pode-se constatar que o carvdo ativado, presente em
todo meio de cultura, € o responsavel pela inibi¢io do crescimento da parte aérea (Figura 9).

De modo geral, o carvio ativado pode apresentar a¢dio inibidora ou indutora, em
diferentes processos da cultura in vitro (Herman, 1991, Magara, 1982; Drew, 1979). Sua principal
fun¢do ¢ a absorgdo de substéncias inibidoras, liberadas pelo meio de cultura ou pelo explante,
durante o crescimento, especialmente compostos fenélicos (Fridborg et al., 1978, Weatherhead,
Burdon e Henshaw, 1978). Roca, Reyes e Beltran (1984) também observaram uma redugdo no
crescimento de plantas de mandioca in vitro, na presenga de carvdo ativado, sugerindo uma
competi¢do do carvdo ativado com os sais do meio de cultura, ndo deixando os sais disponiveis
para serem absorvidos pelas raizes das plantas. Outra hipotese quanto ao papel inibidor do carvdo

ativado seria uma diminui¢do no pH, apés a autoclavagem do meio de cultura (Owen, Wengerd e

Miller, 1991).



FIGURA 10 - Efeito da luz no desenvolvimento das raizes de plantas de mandioca, cv.MColl 22,
in vitro. (CL - com luz; SL - sem luz). a) Plantas em meio de cultura de MS com uma camada do
mesmo meio contendo carvdo ativado & 1,0% e com cobertura de papel em torno do tubo de
ensaio na altura do sistema radicular (SL), e plantas com o sistema radicular exposto a luz (CL),
b) raizes crescidas no escuro (SL) e com luz (CL), destaque para a sintese de clorofila ¢ maior

volume das raizes na presenca de luz (CL).
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Houve maior desenvolvimento das raizes nas condi¢des em que a luz tinha incidéncia
direta nas mesmas (Figura 10b), o que pode ocorrer em fungdo da auséncia de luz no

N o _eg ®

proprio carvdo ativado, que esta em contato com o colo da planta (Figura 10b).

3.3.4 Anailise anatomica das raizes tuberiformes

As analises das raizes que n3o apresentaram espessamento, mostraram a presenga do
protoxilema tetrarco e pentarco, observando-se nas raizes com menor espessura, pouca
diferenciagdo dos elementos de vaso (Figura 11). Em outras raizes com maior espessamento,
observou-se os elementos de vaso mais diferenciados, porém, sem grios de amido nos cortes das
raizes com diferentes espessuras (dados nio apresentados).

Para as raizes tuberiformes induzidas com 0,4 M BAP + 1,6 uM ANA (Figura 12) ou

0,4 uM e DHZ + 1,6 uM ANA (Figura 13), ocorreu uma elevada divisio e expansio das células
do cortex e pequena diferenciagio do tecido vascular em relagdo ao controle (Figura 11). Em
ambos os tratamentos, nfo foi detectada a ocorréncia de grios de amido. Nas regides periféricas
do cortex de ambos os tratamentos, ocorreram varios rompimentos dessas células.

No tratamento onde as plantas cresceram em meio de cultura de MS, contendo apenas
uma camada de aproximadamente 0,5 cm de meio de cultura com carvio ativado a 0,2% na
superficie do meio ja solidificado, além da cobertura em torno do tubo de ensaio na altura do
sistema radicular (Figura 10a), observou-se uma maior diferencia¢io dos tecidos vasculares
(Figura 14), do que nas plantas controle (Figura 11). Esta diferencia¢do ndo foi observada em
plantas do campo, conforme descrito no capitulo 2 (item 2.3) ou na literatura (Maria, 1987, Lowe,

Mahon e Hunt, 1982; Indira e Kurian, 1977, Duncan e Mcpherson, 1974). Registrou-se também a
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presenga do cimbio vascular, do felogénio e uma grande quantidade de grios de amido no
parénquima floematico, localizado entre o cdmbio e o felogénio. Diante dessas evidéncias, pode-se
constatar uma condi¢do de tuberizacdo da mandioca in vitro, ou seja, a presenga de gridos de
amido e o crescimento secundario, caracterizado pela presenga do cidmbio e do felogénio. Este
padrio histologico de tuberizagdo assemelha-se aos estagios iniciais do processo de tuberizagéo,
conforme descrito por Indira e Kurian (1977), que observaram maior propor¢io de floema em
relagdo ao xilema secundario, relatando porém que, o depdsito de amido se dava somente no
cortex. Em seus trabalhos com mandioca in vitro, quanto a formag¢do de raizes tuberiformes,
Maria (1987) obteve melhores resultados com 0,1 uM BAP + 1,0 uM ANA, em meio com
sacarose 6%. na anatomia desssa raizes havia divisdo e expansdo das células do cortex, auséncia
do crescimento secundério e depdsito de grdos de amido somente no cortex. A presenga de grios
de amido foi observada pelo autor também em raizes sem espessamento e na auséncia dos
reguladores de crescimento, com a concentragio de sacarose 6%, no cortex. Nas plantas de
mandioca crescidas em meio de cultura com sacarose 3%, ndo observou-se a presenca de grios de
amido, quando estas foram tratadas com reguladores de crescimento e suas raizes expostas a luz,
durante o desenvolvimento. Com relagdo a divisio e expansdo das células do cortex, com
rompimentos e desestruturagdo das células periféricas, também foram observados por Maria
(1987) nas raizes tuberiformes induzidas in vitro.

Em raizes excisadas de plantas de mandioca in vitro, e cultivadas em meio de cultura de
MS sacarose 8% e 4,8 uM BAP, Maria (1987) observou a presenga de grios de amido no
crescimento de plantas de mandioca. Estas raizes mostraram diferenciagdo do cilindro central e
presenca do felogénio, embora apresentassem pouco espessamento. O autor sugere que a presenc¢a
do felogénio e a diferenciagdio do cilindro central advenha da presenca da citocinina e da sacarose

no meio de cultura. A presenca de grdos de amido, em fungdo da elevada concentracdo de



FIGURA 11 - Anatomia de raiz controle (ndo induzidas) de mandioca, cv. MColl 22, in vitro.
Protoxilema pentarco no centro da raiz (barra da escala = 30 um), em destaque aspecto geral do

corte (barra de escala = 300 um).

FIGURA 12 - Anatomia de raiz tuberiforme de mandioca, cv. MColl 22, in vitro, induzida com
0.4 pM BAP + 1.6 pM ANA. Pequena ativagdo dos vasos condutores no cilindro central, elevada
ativagdo do cortex, com células periféricas do cortex apresentando varios rompimentos (barra da

escala =300 um ).

FIGURA 13 - Anatomia de raiz tuberiforme de mandioca, cv. MColl 22, in vitro, induzida com
0.4 uM DHZ + 1.6 uM ANA. Elevada divisdo e expansdo celular, desorganizagdo dos tecidos

vasculares.



199




56

de sacarose no meio de cultura, também foi observada em folhas de rosa, sob elevadas
concentragdes de sacarose (Capellades, Lemeur e Degergh, 1991). As raizes de plantas crescidas
em meio de cultura de MS com sacarose 6%, apresentarem menor altura em relago as crescidas
sob concentragdo de 3% de sacarose (Figura 9), apresentaram ainda menor desenvolvimento e
volume radicular. Estas raizes apresentaram-se mais espessas em relagdo as raizes das plantas
crescidas em meio com sacarose 3%, podendo este espessamento ser conseqiiéncia do depdsito
dos grdos de amido, conforme observado por Maria (1987), em plantas de mandioca em meio de
cultura de MS com sacarose 6%. E importante ressaltar que a presenca de grios de amido no é o
suficiente para caracterizar o processo de tuberizagdo, ja que sua presen¢a é comum em outras
partes das plantas, como reserva (Hawker, Jenner e Niemietz, 1991). Porém, conforme
demonstrado na Figura 14b, o amido estd depositado de forma padronizada em células que
sugerem ser o floema secundério, e também presente nas células do parénquima do xilema
secundario. Estes grios de amido sdo menores que os das raizes oriundas do campo, com 180 dias

(Figura 5b, Capitulo 2) e apresentam-se também na forma de cruz de malta.

Nas raizes tuberiformes induzidas com 0,4 uM e DHZ + 1,6 ptM ANA, observou-se a
formagdo da faixa cambial circundando o tecido xilemético desorganizado (Figura 13). Este
cambio pode ter se formado em fungio das auxinas (ANA) e citocininas (DHZ), tendo em vista
que a formagdo e atividade do cambio ja foi descrita em fungio da agdo destes reguladores de
crescimento (Aloni, 1987; Torrey e Loomis, 1967; Loomis e Torrey, 1964). Maria (1987) ndo
observou a formagdo de um cimbio em raizes tuberiformes de mandioca induzidas in vitro com
auxinas e citocininas, porém, em raizes excisadas sem espessamento, observou atividade do

cdmbio em meio de cultura com 8% sacarose na presenca de auxinas (ANA), com desorganizagio

dos tecidos vasculares.



FIGURA 14 - Anatomia de raizes de mandioca cv. MColl 22, in vitro, com crescimento
secundario na auséncia de luz (Figura 10, tubos SL). a) Elementos de vaso com distribuigdo radial
(barra da escala = 300 um); b) graos de amido (GA) no parénquima xilematico, atividade do
felogénio (FE) e cambio vascular (C) (barra da escala = 80 um); ¢) Destaque para os grios de

amido (GA) em luz polarizada, em forma de cruz de malta (barra da escala = 30 pm).
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Com relagio a desorganizagio dos elementos de vaso, presenga do cdmbio e do
felogénio, das raizes desenvolvidas no escuro (Figura 14b) observou-se que esta condi¢do nio
ocorreu nas plantas controle (Figura 11), bem como nas plantas, cujo sistema radicular recebeu luz
normalmente e nas plantas tratadas com reguladores de crescimento. Entretanto, estas
caracteristicas nio foram registradas por Maria (1987) em plantas de mandioca in vitro, sob
diferentes concentra¢des de sacarose e diferentes combina¢des de reguladores de crescimento.
Este autor observou em raizes excisadas, a formagdo do felogénio na auséncia do cambio,
sugerindo que este, originou-se devido & presenca da sacarose 8% e das citocininas utilizadas em
diferentes concentragGes, nos tratamentos. Sendo assim, sugere-se que a auséncia da luz no
crescimento e desenvolvimento das raizes das plantas de mandioca in vitro, possui um forte efeito
para a obteng#o de raizes tuberosas, e que uma das provaveis caracteristicas seria a agio da luz no

desenvolvimento de cloroplastos, inibindo a ontogénese de amiloplastos (Thompson, 1991;

Buchanan, 1980).

Este resultado € altamente relevante, tendo em vista que, até o momento, foram
observados grios de amido somente no cortex de raizes de mandioca in vitro, que nio
apresentaram crescimento secundario (Maria, 1987). Recentemente, Salehuzzaman, Jacobsen e
Visser (1994), em funcdo da falta de um sistema de tuberizagdo controlada da mandioca in vitro,
observaram a expressdo dos genes codificadores das enzimas BE e GBSS, envolvidas na sintese
do amido, em caules espessados de plantas de mandioca in vitro. E de se esperar que o modelo de
tuberizagdo obtido podera ser util para o estudo da expressio destes genes, bem como para

estudar varias caracteristicas metabolicas da rota do amido e outros fatores envolvidos no estudo

de tuberizagdo.

Um ponto interessante a ser estudado, referente a raiz tuberosa obtida na auséncia dos

reguladores de crescimento (Figura 14), é o padrio de deposito de amido que ocorre no floema
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secundario. Diante desta situagdo, sugere-se 2 hipoteses. A primeira, teria por base o fato de que,
a sacarose absorvida pelo xilema, seria transportada até a parte aérea e depois retranslocada para
as raizes, via floema, com posterior dep6sito de amido, no parénquima do floema secundario. A
segunda hipétese, teria por base o fato de que, em fungdo da saturagdo ocorrida na parte aérea,
devido ao estabelecimento do crescimento da planta, toda esta sacarose estaria sendo responsavel
pela atividade do cdmbio e crescimento secundéario (Maria 1987; Torrey e Loomis, 1967; Loomis
e Torrey, 1964), induzindo a uma diferencia¢do dos tecidos vasculares e do depésito de amido no

parénquima secundario do floema e, posteriormente, no xilema, conforme a Figura 14b.

As raizes tuberiformes induzidas com reguladores de crescimento, obtidas neste trabalho,
possuem as mesmas caracteristicas das obtidas por Maria (1987), ou seja, grande semelhanca
morfolégica com raizes tuberosas do campo, sendo estas o resultado da acdo dos reguladores de
crescimento utilizados. Em trabalhos conduzidos paralelamente no CENARGEN, raizes de
leucena tiveram um espessamento, quando na presenga de 0,5 M AIB (dados nio apresentados).
Assim, experimentos com o uso de diferentes combinagdes de reguladores de crescimento,
utilizando diferentes espécies e posterior analise anatémica dessas raizes, poderiam sugerir uma
otimiza¢do dos resultados in vitro obtidos até o momento. Recentemente, Figueiredo (1995)
obteve estruturas semelhantes a raizes tuberosas de batata-doce in vitro, com semelhanga
morfolégica muito grande com raizes tuberosas do campo, ou seja, forma cilindrica. O autor
utilizou 88 uM BAP + 48 uM ANA, niio tendo realizado, no entanto, a analise anatémica dos
mesmos. Estes resultados, junto aos obtidos com batata (Pelacho e Mingo-Castel, 1991a; Palmer e
Smith, 1969) e com outras espécies tuberosas, fortalecem os resultados obtidos neste trabalho
com mandioca e os descritos na literatura (Konan, Sangwan e Sangwan-Norreel, 1994; Cabral et
al., 1993; Maria, 1987; Kartha ef al., 1974), j& que, mediante a aplicagdo dos reguladores de

crescimento, ocorreu formagio de estruturas morfologicamente muito semelhantes as raizes
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tuberosas. No entanto, visando aprofundar os conhecimentos sobre o processo de tuberizagio,
bem como os fatores que o controlam, sdo necessarios mais estudos anatomicos das estruturas

tuberosas obtidas in vitro, com diferentes espécies tuberosas.

3.4 CONCLUSOES
Nenhum dos fotoperiodos testados (0, 8, 12, 16 e 24 h), associados a diferentes doses de

sacarose (0, 3, 6 e 9%) induziu o processo de tuberizagio in vitro nas cvs. IAC 12829 e Pioneira.

Houve redugdo na altura das plantas de mandioca, cv. MColl 22, crescidas em sacarose

6%, quando comparadas as plantas crescidas em sacarose 3%.

Raizes crescidas na auséncia de luz apresentaram espessamento, presenca do cidmbio,
presenca do felogénio e elevado depdsito de grios de amido no floema. Caracteristicas que
sugerem a obtengdo de raizes tuberosas de mandioca in vitro. Porém, a estrutura obtida ndo

apresentou semelhanga com os cortes de raizes tuberosas do campo e da literatura.

Raizes tuberiformes das plantas de mandioca, cv. MColl 22, foram obtidas in vitro,
mediante a aplicagdo de: 0,4 uM e BAP + 1,6 uyM ANA e¢ 04 uM e DHZ + 1,6 uyM ANA. A
analise anatdmica dessas raizes mostrou elevada divisio e expansio celular das células do cortex,
com uma pequena € desorganizada diferenciagio dos elementos de vaso. N#o observou-se

presenca de grios de amido, nos cortes realizados.

Com base nestes resultados, sugere-se a conducdo de trabalhos visando & produgdo de
raizes tuberosas de mandioca in vitro, enfatizando o uso dos reguladores de crescimento

utilizados, bem como a otimizagio dos fatores exogenos e endogenos.



CAPITULO 4

ESTRATEGIAS PARA A OBTENCAO DE RAIZES TUBEROSAS DE MANDIOCA EM
HIDROPONIA

4.1 INTRODUCAO

Uma das principais dificuldades para o estudo do processo de tuberizagdo no campo € a
observagdo gradual do desenvolvimento dos 6rgdos tuberosos, o que torna as avaliagGes
geralmente destrutivas. Sendo assim, dentro de uma proposta para o estudo de diferentes
pardmetros da tuberizagio em qualquer espécie, a hidroponia é um sistema de cultivo sob
condi¢3es controladas, com grande utilidade, pois permite o estudo dos fatores endogenos e
exdgenos que atuam sobre a indu¢do da tuberizagdo, bem como o estudo de outros eventos do
desenvolvimento de plantas.

Em mandioca, até o momento ndo foi observado o processo de tuberizagio em
hidroponia, sem a presenca de agregados, tendo sido observada, apenas a tuberizagio de plantas
de mandioca, a partir de folhas crescidas sob condigdes hidroponicas na presenga de areia (Duncan
e McPherson, 1974). Alguns trabalhos sugerem a obtengdo de raizes tuberosas de mandioca in
vitro (Konan, Sangwan e Sangwan-Norreel, 1994; Cabral et al., 1993; Maria, 1987; Kartha et al.,
1974), porém, sem nenhuma comprovagio da obtengdio do 6rgdo tuberoso. Em trabalhos mais

recentes (item 3.3.3), plantas in vitro de mandioca, cv. Mcoll 22, foram tratadas com reguladores
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de crescimento obendo-se raizes tuberiformes morfologicamente semelhantes a raiz tuberosa da
mandioca no campo, porém, sem crescimento secundario e sem o depdsito de amido,
apresentando somente elevada divisdo e expansdo das células do cortex e pequena diferenciagdo
desorganizada dos tecidos condutores.

O uso do sistema de cultivo de plantas em hidroponia, para estudo do processo de
tuberizagio, tem sido empregado com sucesso, principalmente, na otimizagdo do crescimento e
produgdo de tubérculos de batata e de raizes tuberosas de batata-doce, para as quais tem ocorrido
um grande nimero de trabalhos visando o seu cultivo em estagdes espaciais (Ewing e Struik,
1992; Loretan et al., 1988; Morris ef al., 1988).

Outras aplicagdes do uso do sistema de cultivo em hidroponia com espécies tuberosas,
s30: 1) induzir a floragdo para cruzamentos (Ward et al., 1992); ii) estudar a agdo dos gases como
0 O; e CO; (Kratky ¢ Bowen, 1988); iii) otimizar as condi¢des de cultivo e produgio de
tubérculos de batata e raizes tuberosas de batata-doce (Grant e Lu, 1993; Mortley et al., 1991;
Bonsi et al., 1988; Hill et al., 1988), iv) servir como suporte nos estudos de controle de pragas e
patogenos (Peer e Schippers, 1988, Prange, 1986;); v) estudar a relagio fonte-dreno (Chu,
Coleman e Mooney, 1992); vi) estudar os sintomas da toxidade e deficiéncia de alguns elementos
(Shann e Adriano, 1988; Kuboi e Fujii, 1985; Oliveira, 1979) e vii) estudar a agdo de determinados
elementos e reguladores de crescimento em eventos biologicos (Chen, Chen e Lee, 1992;
Lardizabal e Thompson, 1988).

Com a mandioca, os trabalhos utilizando o cultivo em hidroponia tém sido desenvolvidos
principalmente com a finalidade do estudo das desordens nutricionais (Asher, Edwards e Howeler,
1980). Nos trabalhos de Duncan e McPherson (1974) estudou-se a morfologia e anatomia de
raizes oriundas de folhas de mandioca em hidroponia com areia, quando observou-se o

enraizamento com 45 dias e a tuberizagio com 90 dias.
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Assim, o objetivo deste trabalho visou desenvolver uma metodologia de tuberizagdo da
mandioca em hidroponia, observando as respostas das raizes das plantas aos reguladores de
crescimento aplicados na parte aérea ou diretamente na solugdo nutritiva, e posteriormente
comparar, através de cortes histologicos, a anatomia das raizes tuberiformes com raizes tuberosas

do campo, em estagios iniciais de desenvolvimento.

4.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho desenvolvido em hidroponia foi realizou-se em duas etapas. A primeira foi
desenvolveu-se no Departamento de Biologia da UFLA, quando foram ajustadas as condigdes do
sistema de hidroponia. A segunda etapa desenvolvida nas instalagdes do
CENARGEN/EMBRAPA, aplicou-se as solugdes de reguladores de crescimento e posterior
coleta, para as analises anatdmicas no Laboratorio de Anatomia Vegetal (UnB).

As manivas de mandioca das cvs. IAC 12829 e Pioneira, com 12 meses de idade,
utilizadas no plantio dos canteiros de propagagio rapida, foram fornecidas pelo

CPAC/EMBRAPA.

Utilizou-se as cvs. IAC 12829 e Pioneira devido ao seu potencial econdmico (Lorenzi e

Dias, 1993; Cereda ez al., 1990).

O sistema de crescimento de estacas de mandioca sob condigdes hidropénicas, baseou-se

nos trabalhos realizados por Oliveira (1979).

4.2.1 Canteiro de propagacio rapida
Na UFLA foi utilizou-se um canteiro de areia, tratado anteriormente ao plantio das

manivas, com 5 litros de brassicol (200 g/L), coberto com um plastico transparente, para maior
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manutencdo da temperatura e umidade relativa. No CENARGEN utilizou-se um canteiro, com
areia autoclavada, dentro de casa de vegetagdo, para plantio das manivas.

Manivas das cvs. IAC e Pioneira com 12 meses de idade, 20 cm, 4 a 9 gemas, foram
tratadas com 0,02 % de cloro ativo (KBoa, diluida 100x), durante 5 minutos e lavadas em seguida,

sob agua corrente, por 10 minutos. O plantio ocorreu dois dias apds o tratamento dos canteiros.

4.2.2 Enraizamento e brotacio das estacas em hidroponia

Os recipientes utilizados na hidroponia para o crescimento das plantas, foram bandejas,
baldes e vasos, pintados externamente com tinta cinza, visando impedir a passagem de luz e
crescimento de algas. Todo o sistema de hidroponia foi instalado em casa de vegetagdo, com os
recipientes preenchidos com agua destilada e aerados com o auxilio de compressores.

As estacas provenientes de plantas crescidas nos canteiros de propagacgdo rapida, foram
colhidas aproximadamente aos 80 dias ap6s o plantio das manivas. O corte das plantas foi a
aproximadamente a 2,0 cm da superficie do canteiro, em seguida, as mesmas foram colocadas em
baldes com agua. As plantas doadoras tinham aproximadamente 1,0-1,5 m de altura.

Apos a colheita das plantas, procedeu-se a retirada das folhas e o corte do caule em
estacas com 10-15 cm com 3-6 gemas. De cada planta obteve-se aproximadamente 3-6 estacas. O
corte na parte basal, foi feito proximo a gema, deixando-se no minimo 2 gemas para o crescimento
da parte aérea.

Imergiu-se as bases das estacas em solugdo de 28,5 pM AIB durante 24 horas. Apos este
procedimento, estas foram transferidas para o sistema de hidroponia em agua destilada, para o

desenvolvimento do sistema radicular e da parte aérea, durante aproximadamente 10-15 dias.



4.2.3 Indugio com reguladores de crescimento

Apds 10 dias de cultivo das estacas em condig¢des hidropdonicas, com suas bases imersas
em agua, foram observadas pequenas raizes e brotagdes na parte aérea. Neste momento,
substituiu-se a agua pela solugdo nutritiva de Johnson (1947) (citado por Epstein, 1972; Apéndice
7.

O pH da solugio nutritiva foi mantido entre 5-6, e a troca da solu¢do nutritiva foi
semanal.

As doses das solugdes indutoras com reguladores de crescimento, utilizadas na
hidroponia, basearam-se em trabalhos preliminares com mandioca in vitro por Ribeiro et al.
(1994) e Cabral et al.(1992). As solugdes de reguladores de crescimento utilizadas foram, i) 1,6
MM ANA + 0,4 uM BAP e ii) 0,4 uM BAP. As cvs. utilizadas foram o IAC 12829 e Pioneira.

Este experimento comparou as respostas das raizes com diferentes estagios de
desenvolvimento, em 2 cultivares, com 2 solugdes. Os tratamentos avaliados neste experimento
constituem um fatorial 2* + 2 controles, com os seguintes fatores e niveis: i) cultivar: a) IAC
12829, e b) Pioneira; ii) solugdes: a) 1,6 uM ANA + 0,4 uM BAP, e b) 0.4 uM BAP;, iii) formas de
aplicagdo: a) aplicagdo direta na solu¢do nutritiva; b) aplicagio na parte aérea com 4 pulverizagées
ao dia, durante cinco dias; e iv) estagios de crescimento: a) estagio 1 - raizes com 2-6 cm, e b)
estagio 2 - raizes com 4-11 cm (Figura 15 a).

No momento da indugio, as plantas apresentavam, em ambos os estigios do
desenvolvimento radicular, 4-8 folhas na parte aérea e 7-15 cm de altura.

Aplicou-se as solugdes em parcelas experimentais, constituidas por 1 planta/vaso com 4
repeti¢des, para cada um dos 18 tratamentos. A distribui¢io dos tratamentos foi um delineamento

inteiramente casualizado. Este experimento foi conduzido no CENARGEN.



FIGURA 15 - Respostas das raizes das plantas de mandioca, cv. Pioneira, para as indugdes realizadas
em hidroponia. a) Estagios de induggo: estagio 1 - plantas com sistema radicular pouco desenvolvido,
estigio 2 - plantas com sistema radicular mais desenvolvido; b) resposta das raizes das plantas a
indugdo realizada somente na parte aérea; c) resposta das plantas de mandioca, cv. Pioneira, 4 indugiio
realizada nos dois estagios de crescimento no sistema radicular, espes@ento uniforme ao longo de
toda raiz; d) resposta das plantas de mandioca, cv. IAC 12829, a induco realizada nos dois estagios de

crescimento do sistema radicular, espessamento uniforme somente nas extremidades das raizes.
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4.2.4 Preparo das liminas permanentes das raizes tuberiformes

Apds 10 dias da aplicagdo das solugbes de reguladores de crescimento, coletou-se
amostras das raizes controle das plantas, ou seja, sem espessamento (Figura 16) e das raizes
induzidas das plantas, ou seja, com espessamento (Figura 17), para preparagdo e montagem das
laminas permanentes.

As amostras das raizes foram coletadas e emblocadas conforme distincias relativas ao
apice radicular. Para a raiz controle da cv. Pioneira coletou-se 4 amostras em diferentes regides da
raiz (Figura 16). Para as raizes das plantas da cv. Pioneira tratadas com 0,4 uM BAP, coletou-se
duas raizes, selecionando-se nove regides para serem emblocadas e analisadas (Figura 17). Ja nas
raizes tuberiformes induzidas com 0,4 uM BAP + 1,6 uM ANA, foram analisadas anatomicamente,
somente as regides onde havia maior espessamento, visando, principalmente, verificar a presenca de

crescimento secundario e acamulo de amido.

A metodologia usada para o preparo e analise das laminas permanentes (Apéndice 1 e 2)

foi descrito anteriormente (item 2.2).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Brotaciio das manivas e crescimento das plantas nos canteiros de areia

Observou-se a brotagdo em aproximadamente 95% das manivas, 20 dias apos o plantio
das mesmas nos canteiros de areia (UFLA e CENARGEN). Apos 80 dias do plantio, coletou-se
estacas para enraizamento e crescimento em hidroponia.

As manivas mantidas nos canteiros rebrotaram aproximadamente apés 35 dias, obtendo-

se cerca de sete rebrotas por maniva, independente do niimero de gemas por maniva. Numero
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semelhante de rebrotas também foi observado em canteiros de propagag¢io rapida no CIAT (Cock
etal., 1976).

Em condi¢des hidropdnicas, observou-se que estacas basais enraizaram e brotaram em
tempo menor e com melhor crescimento e desenvolvimento da parte aérea e radicular do que as
estacas medianas e as apicais (dados ndo apresentados). Estas estacas, provavelmente
apresentavam-se fisiologicamente mais maduras, em relagdo as apicais, que se encontram mais
herbaceas. As manivas para o plantio da mandioca no campo, normalmente sio selecionadas
seguindo este critério. E possivel que estas manivas mais maduras apresentem maior concentragao

de reservas (Conceigdo, 1979; Corréa e Rocha, 1979; Normanha, 1976) e condigio indutora.

4.3.2 Respostas das plantas tratadas com reguladores de crescimento

Aplicacio na parte aérea

Plantas tratadas somente na parte aérea (4 aplicagdes diarias durante 7 dias) com a
solugdo 1,6 uM ANA + 0,4 uM BAP e 0,4 uM BAP, nio apresentaram qualquer espessamento
nas suas raizes, 0 mesmo acontecendo com as plantas controle (Figura 15 b). Vinte dias apos a
aplicacdo observou-se que a parte aérea destas plantas apresentava maior altura, com folhas
maiores que das plantas controle (dados nio apresentados).

Jackson e Willmitzer (1994) também ndo obtiveram respostas quando aplicaram AJ na
parte aérea de plantas de batatas sob condigGes ndo indutoras, ndo havendo o desencadeamento
do processo de tuberizagdo. Estes autores sugeriram um papel secundario ou intermediario do AJ
na tuberizagio, contrariando alguns trabalhos in vitro (Koda e Kikuta, 1991; Pelacho e Migo-
Castel, 1991a; Koda e Okazawa, 1988) que consideram o AJ como o horménio indutor do

processo de tuberizagdo. Os resultados obtidos sugerem que as citocininas, como a combinagido
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destas a0 ANA, apresentam um papel semelhante ao AJ, ou seja, secundério ou intermediario, no
processo da tuberizagdo da mandioca, nio sendo o sinal responsavel pelo inicio do processo. Estes
resultados sdo também sugeridos por Jameson, Mcwha e Halesmore (1985), com relagéo ao papel

das citocininas no desencadeamento da tuberizagdo da batata.

Aplicacao diretamente na solucio nutritiva

As plantas tratadas diretamente na solugdo nutritiva com reguladores de crescimento,
com uma unica aplicagdo das solugdes 0,4 uM BAP ou 1,6 pM ANA + 0,4 pM BAP,
apresentaram todas as suas raizes espessadas apos 48-72h, com uma tipica morfologia de raizes
tuberosas (Figura 17a e 17b). A obtengdo dessas raizes tuberiformes ocorreu de maneira uniforme
para cada cultivar ¢ o desenvolvimento dessas tuberosidades em hidroponia mostrou-se mais
uniforme que o desenvolvido in vitro (Capitulo 3).

Plantas induzidas, cujas raizes se encontravam em diferentes estagios de desenvolvimento
(Figura 15a), desenvolveram semelhante espessamento das raizes, para as duas cultivares testadas
(Figura 15¢ e 15d). Isto mostra uma agdo especifica dos reguladores de crescimento no evento
observado.

Com relagdo ao tipo de resposta, observou-se que as cultivares responderam
diferentemente. A cv. IAC 12829 apresentou um espessamento somente na ponta das raizes, para
ambos os estigios de desenvolvimento das raizes (Figura 15d). Ji a cv. Pioneira (IAPAR)
apresentou um espessamento em toda a extensdo da raiz, em ambos os estagios de (Figura 15c¢).

O tempo de resposta apos as indugdes realizadas com 0,4 uM BAP + 1,6 uM ANA, isto
€, de 48-72 h, foi 0 mesmo para as plantas que formaram raizes tuberiformes in vitro. Este fato,
sugere uma resposta semelhante das raizes tuberiformes obtidas nos dois sistemas de cultivo de

plantas sob condi¢Ges controladas, para o mesmo tratamento.
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Nas raizes tuberiformes observou-se um aumento do didmetro de aproximadamente 50
vezes em relagdo ao controle, sendo que as raizes induzidas com 1,6 pM ANA + 0,4 uM BAP
apresentaram uma estrutura esponjosa com rompimentos na epiderme. Ja nas raizes induzidas
somente com 0,4 uM BAP, o espessamento teve menor consisténcia esponjosa, com menores
rompimentos na epiderme, o que permitiu a preparagdo de melhores cortes anatomicos. Estes
resultados sugerem uma agdo das auxinas no alongamento celular (Cleland, 1988, Davies, 1988),

com provavel rompimento posterior das células.

4.3.3 Sistema de hidroponia

A metodologia de tuberizagdo sob condi¢des hidroponicas sem agregados ndo obteve
sucesso. Apos 40 dias do tratamento com reguladores de crescimento diretamente na solu¢do nutritiva,
observou-se necroses nas raizes, inicialmente em pontos isolados, generalizando-se e posteriormente,
inviabilizando o desenvolvimento das raizes tuberosas. Este fato pode ter ocorrido devido a uma
aeragdo inadequada. Por outro lado, as plantas controle foram acompanhadas por até 90 dias de idade,
ndo verificando-se qualquer espessamento nas raizes das mesmas. Durante este periodo, houve
desenvolvimento acentuado do sistema radicular em hidroponia, crescimento este que ndo foi
acompanhado pela parte aérea. Sendo assim, pode-se inferir que a parte aérea das plantas controle, néio
tratadas com as solugdes de reguladores de crescimento diretamente na solugdo nutritiva, ndo tiveram
capacidade para suprir as raizes como fonte, impedindo a tuberizagéio. Até o momento, nio foi descrita
na literatura, a obtencdo de raizes tuberosas de mandioca sob condigdes hidroponicas, na auséncia de
agregados.

As estruturas esponjosas, obtidas nas raizes tuberiformes, originaram da agfo das cotocininas,
isoladamente e combinadas com as auxinas. Observou-se uma paralizagdo, seguida de senescéncia e

morte da parte aérea (dados ndo apresentados). Esta morte no crescimento da parte aérea pode ter
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decorrido em fungZo de um dreno for¢ado na diregdo das raizes. Salisbury e Ross (1992) destacaram
que a aplicagdo de citocininas em uma folha, pode levar a regido aplicada a atuar como um dreno,
podendo entretanto, ser também uma resposta comum a aplicagio de outros reguladores de
crescimento, como o ABA, GA e etileno ou mesmo uma combinacdo ou sinergismo entre estes
(Archbold, 1988; Brenner, 1988; Ginfford e Evans, 1981). No processo de tuberizagdo in vitro da
batata, ¢ sugerido que as citocininas atuam como um dreno metabolico, porém este dreno gera uma
translocagdo dos assimilados para a parte aérea estiolada, onde serio formados os tubérculos. Nos
experimentos desenvolvidos in vitro (item 3.3.2) observou-se que o ANA combinado com
determinadas citocininas (DHZ, BAP e Z) gerou, em algumas plantas, a formagio de raizes
tuberiformes (Figura 6- Capitulo 3) e a redugiio na altura das plantas (Figura 6c). Fato também
observado no processo de tuberizagdo da batata no campo, onde h4 uma paralizago do crescimento da
parte aérea (Duncan e Ewing, 1984; Heath ¢ Holdsworth, 1948 citado por Leopold e Kridemann,
1975; Parrot, 1973).

Outra possibilidade para explicar a formagdo das raizes esponjosas ¢ o fato de no ocorrer o
deposito de amido, em fungdo da baixa capacidade fotossintética, devido ao baixo niimero de folhas 3
a 5 folhas), no momento da indugdo. Esta hipétese se fundamenta na anatomia das raizes tuberiformes
de plantas de mandioca do campo que, com 40 dias ap6s o plantio, apresentavam somente o inicio do
crescimento secundério, sem a presenga de grios de amido (Figura 4d, Capitulo 2). Assim, as folhas
estariam atuando como dreno das reservas provenientes da estaca, até atingirem 70% do seu
crescimento (Turgeon, 1989), e nio como fonte para suprir as raizes que iniciariam o processo de
tuberizagdo (Lowe, Mahon e Hunt, 1982; Hostalacio e Corréa, 1979).

Alternativamente, é possivel que exista uma ativagio preferencial das células do tecido

cortical, ¢ uma pequena diferenciagdo do cilindro central, tendo em vista a acdo das citocininas na
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divisdo celular e das auxinas no alongamento celular (Binns, 1994; Aloni, 1987; Torrey e Loomis,
1967).

Apos 30 dias da aplicagdo dos reguladores de crescimento, as plantas induzidas em estagios
mais avancados (maior nimero de raizes, folhas e altura) ndo foram tdo afetadas ao ponto de suas
folnas entrarem em senescéncia, como ocorreu com as plantas induzidas em estagios de

desenvolvimento inferior (dados ndo apresentados).

4.3.4 Andlise anatomica das raizes tuberiformes

Na raiz da planta controle analisou-se quatro regides (Figura 16). Na regido 1 verificou-se a
presenca de células meristematicas, que antecedem a diferenciagdo do cilindro vascular (Figura 18a).
Nas regides 2 e 3 verificou-se o protoxilema tetrarco da raiz (Figura 18b e 18c). Na regidio 3 havia uma
maior concentragio de células com coloragio vermelha (Figura 18c). J4 na regido 4 (Figura 16),
observou-se uma estrutura de transi¢do raiz-caule, com protoxilema poliarco tipico (Figura 18d), com
destaque para o espessamento em ‘u’ das células da endoderme. Este tipo de formagio poliarca € tipico
de raizes de plantas de monocotiledéneas (Fahn, 1982; Esau, 1976), e mesmo para uma regido de
transigZo, € atipica para plantas dicotiledoneas. Esta organizagio estrutural pode ser o resultado de uma
alteragdo induzida pelo meio de crescimento, o que deve ser melhor investigado em trabalhos
posteriores. Ndo foram observados grios de amido nas diferentes regides da raiz controle, nem
indicios de inicio de instalagdo ou atividade do cimbio vascular.

As raizes tuberiformes induzidas com 0,4 uM BAP (Figura 17), apresentaram um
espessamento em relacdo as raizes controle de até 50 vezes, com didmetros de até 50 mm (Figura
16). Cortes anatdmicos na regiio 3 (Figura 17a) mostram que este espessamento ocorreu,
principalmente, devido a uma elevada divisdo e expansdo das células do cortex, sendo que nestes

cortes observou-se rompimentos nas células periféricas do cortex (Figura 19a). Ja no cilindro
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central, na regido 3, houve maior diferenciagido dos elementos de vaso, protoxilema e metaxilema
(Figura 19a), em relagdo a outras regides menos desenvolvidas (Figura 17a), sendo possivel a
observagio do inicio da instalagdo da faixa cambial (Figura 19b). Entretanto, a presenca desta
faixa cambial ndo indica, necessariamente, que o crescimento secundario ira continuar até a
formagéo da raiz tuberosa, ja que esta caracteristica pode ser observada em raizes de plantas ndo
tuberizadas (dados ndo apresentados). Ja nas regides 2, 7 e 8 (dados ndo apresentados), verificou-
se a auséncia da faixa cambial reentrante e uma menor diferencia¢do dos elementos vasculares
(dados n3o apresentados).

Anilises anatdmicas das raizes tuberiformes induzidas com 0.4 uM BAP + 1,6 uM BAP
(dados ndo apresentados), permitiram concluir que estas apresentam a mesma estrutura anatdmica que
as raizes tuberiformes obtidas com a indugdo de 0,4 uM BAP, apresentando maior nimero de
rompimentos na epiderme e menor consisténcia. Estes rompimentos dificultaram muito a preparagio
das amostras das raizes tuberiformes. Este maior niimero de rompimentos pode ocorrer devido a um

alongamento das células mediante a presenca das auxinas (Cleland, 1988; Davies, 1988) ou de um

sinergismo destas com as citocininas.



FIGURA 18 - Anatomia da raiz controle de mandioca, cv. Pioneira, em hidroponia (Figura 15¢ 16). a)
Corte na regido 1 (Figura 16), parte central em diferenciagiio, cercada por um anel de células do
procambio (barra da escala = 30 pm), em destaque, aspecto geral do corte (barra de escala = 300
um); b) corte na regido 2, mostrando protoxilema tetrarco em luz polarizada (barra da escala = 300
Hm); ¢) corte na regido 3, mostrando protoxilema tetrarco com pouco destaque dos elementos de vaso
(barra da escala = 80 pm), em destaque aspecto geral do corte (barra de escala = 300 pm); d)
corte na regido 4, zona de transi¢io raiz-caule, em luz polarizada, mostrando protoxilema poliarco.
Observa-se o espessamento das células da endoderme (E) (barra da escala = 30 um), em destaque

aspecto geral do corte (barra de escala = 300 pum).






FIGURA 19 - Raiz tuberiforme de mandioca, cv. Pioneira, induzida com 0,4 pM BAP em hidroponia
(Figura 16¢c e 17). a) corte na regido 3, protoxilemas tetrarco. Elementos de vaso do protoxilema (px) e
do metaxilema (mx) no centro, elevada ativagio do cortex com células periféricas desuniformes (barra
da escala = 300 um); b) detalhe do corte na regiio 3 em luz polarizada, mostrando o inicio da

instalagdo do cdmbio reentrante, .(barra da escala = 30 pm).
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4.4 CONCLUSOES

Plantas nas quais os reguladores de crescimento foram aplicados diretamente na solugéo
nutritiva, formaram raizes tuberiformes. Ji as plantas tratadas na parte aérea ndo apresentaram
nenhum espessamento em suas raizes, sugerindo que os reguladores de crescimento utilizados, néo
foram translocados da parte aérea para as raizes.

Raizes tuberiformes induzidas com 0,4 uM BAP foram menos esponjosas € apresentaram

menos rompimentos na epiderme, quando comparadas as raizes tratadas diretamente com 1,6 uM
ANA + 0,4 UM BAP.

Analises anatdmicas das raizes tuberiformes mostraram que estas ndo possuem caracteristicas
semelhantes as raizes tuberosas de mandioca no campo. Estes resultados permitem concluir que as
raizes tuberiformes obtidas sdo estruturas resultantes da a¢do dos reguladores de crescimento aplicados

na solu¢do nutritiva, fazendo-se necessario, mais estudos, visando a obten¢do de estruturas com

caracteristicas de raizes do campo.
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APENDICE 1 - Metodologia para desidratagdo e inclusdo com parafina.

FASE ETAPA DURAGAOS
FIXAGAO (tempo minimo) 48-72 h
DESIDRATAGAO ETILICA |ALCOOL 50 2h
ALCOOL 60 2h
ALCOOL 70 2h
ALCOOL 80 2h
ALCOOL 90 2h
ALCOOL 100 2h
ALCOOL 100 2h
ALCOOL 100 2h
3 ALCOOL : 1 2h
1 ALCOOL : 1 2h
1 ALCOOL : 1 2h
XILOL PURO | 2h
XILOL PURO I 2h
RASPAS DE PARAFINA A FRIO ATE SATURAR 12h
BANHOS EM PARAFINA BANHO | 3h
BANHO i 3h
BANHO I 3h

EMBLOCAMENTO

PREPARO DOS BLOCOS

CORTES
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APENDICE 2 - Metodologia para coloragdo e montagem das laminas

permanentes.
FASE ETAPA |DURACA
RETIRADA DA PARAFINA
Xilol Puro | 15 minutos
Xilol Puro Il 15 minutos
. Xilol Puro llI 15 minutos
REHIDRATAGAO PARA
COLORAGI'-'\O EM - -
SAFRANINA 1 Xilol : 1 Alcool 1 minuto
Alcool 100 1 minuto
Alcool 80 1 minuto
Alcool 80 1 minuto
Alcool 70 1 minuto
Alcool 60 1 minuto
Alcool 50 1 minuto
SAFRANINA 1% de safranina em
alcool 50 :
15 minutos
DESIDRATACAO PARA Alcool 50 1 minuto
COLORAGCAO EM FAST - .
GREEN Alcool 60 1 minuto
Alcool 70 1 minuto
Alcool 80 1 minuto
Alcool 90 11 minuto
Alcool 100 ‘1 minuto
0.5% em o6leo de cravo,
FAST - GREEN depois diluir alcool/xilol 1:1
1 minuto
Alcool 100 1 minuto
1 Xilol : 1 Alcool |1 minuto
Xilol puro | 1 minuto
Xilol puro Il 1 minuto
Xilol puro + dleo de
cravo -
15 minutos
Xilol puro + fenol {15 minutos

Xilol puro

MONTAGEM EM ENTELAN
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APENDICE 3 - Meio de cultura de Murashige e Skoog (1962).

103

SOLUCAO | MACRONUTRIENTES CONCENTRACAO
ESTOQUE mM mg/L
A NH.NO; 20,6 1650
A KNO: 18,8 1900
A MgSO0,.7H,0 1,5 370
A KH,PO, 1,25 170
B CaCl.2H,0 3,0 440
MICRONUTRIENTES nM mg/L
C KI 5 0,83
C H;BO: 100 6,3
C MnS0,.4H,0 100 22,3
C ZnS0,.7H,0 30 8,6
C NaMoO,.2H,0 1.0 0,25
C CuS0,.5H,0 0.1 0,025
C C0S0,.6H,0 0.1 0,025
D Na,EDTA 100 37,3
D FeSO,.7H,0 100 27,8
VITAMINAS
E Acido nicotinnico 1,0 0,008
E Piridoxina 1,0 0,0049
E Tiamina 10,0 0,030
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APENDICE 4 - Quadro de andlise de variancia para y* = log (P/P-1), segundo o modelo dos

efeitos principais da fonte de citocinina (BAP ¢ DHZ) e concentragio (0,4 e 0,04 uM), para a
formagdo de tubérculos de plantas de mandioca, cv. MColl 22, in vitro.

Fontes de variag@o GL Qui-quadrado Probabilidade
Fontes de citocinina 1 0.98 0.3230
Concentragio 1 8.33 0.0039
Residuo 1 2.21 0.1374

y* - log da relagio (plantas tubérculo / plantas sem tubérculos)

APENDICE 5 - Quadro de analise de varidncia da propor¢éo de plantas de mandioca, MColl 22,

in vitro, com raizes tuberiformes, P, segundo o modelo de efeito principal da concentragdo de
citocinina utilizada.

Fontes de variagdo GL Qui-quadrado Probabilidade
Média 1 15.32 0.0001
Concentragdo 1 825 0.0041
Residuo 2 3.19 0.2025

Y* - log da relagdo (plantas com tubérculo / plantas sem tubérculos).

APENDICE 6 - Quadro de analise de varidncia da altura de plantas segundo o modelo de efeitos

principais das concentragdes de sacarose e presenca do carvio ativado para plantas de mandioca,
cv. MColl 22, in vitro.

Fontes de variagdo GL Qui-quadrado Probabilidade
Meédia 1 1811.61 0.0000
Concentragdo Sacarose 1 119.44 0.0000
Carvio ativado 1 66.79 0.0000

1

Residuo 1.13 0.2876
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APENDICE 7 - Solugdo nutritiva scgundo JOHNSON et al. 1947 (citado por Epstein. 1972).

Concentraciio Concentragio  Volume da solugiio Concentragiio Concentragiio
da solugiio da solugiio estoque por litro final do final do
Peso estoque estoque da solugio final clemento elemento
Composto molecular M g/litro ml Elemento M ppm
MACRONUTRIENTES
KNO; 101.10 1.00 101.10 6.0 N 16000 224
Ca(NOs), 4H-O 236.16 1.00 236.16 4.0 K 6000 35
NH4H,PO, 115.08 1.00 115.08 2.0 Ca 4000 160
MgSO, 7TH.O  246.49 1.00 246.49 1.0 P 2000 62
S 1000 32
Mg 1000 24
MICRONUTRIENTES*
KCl 74.55 50 3.728 Cl 50 1.770
H;BO; 61.84 25 1.546 B 25 0.270
MnSO, H-0 169.01 2.0 0.338 1.0 Mn 2.0 0.110
ZnS04 7H-0 287.55 2.0 0.575 zn 2.0 0.131
CuSO, 5H-0  249.71 0.5 0.125 Cu 0.5 0.032
H-MoOy, 161.97 0.5 0.081 Mo 0.5 0.050
(85%Mo0;)
Fe-EDTA** 346.08 20 6.922 1.0 Fe 20 1.120

*Uma solug¢iio contém todos os micronutrientes exceto ferro, a concentragio ¢ em mM,
**Sal ferroso do acido etilenodiamino tetracético diidrogenado.











