Efeito de concentracdes de sacarose e de meio de cultura sobre a taxa
de crescimento de Mandioca variedade BGM 0116 conservadas in
vitro
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Resumo - O presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito de concentracdes de sacarose e de meio de cultura
sobre a taxa de crescimento de mandioca variedade BGM 0116 conservadas in vitro. Os explantes foram estabelecidos
em meio MS (100%, 50% e 25%) e cinco concentracdes de sacarose (0, 10, 20, 40 e 80 g.L ™), o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 5 com 10 repeti¢des. Foram avaliados altura das
plantas, nimero de folhas vivas e mortas, nimero de apices caulinares vivos e mortos e gemas. Avaliando-se a
concentracdo de 80 g.L™ de sacarose em meio MS 50%, observou-se que esta combinacéo foi a mais responsiva a
formacao de gemas axilares. Da mesma forma, observou-se que o a auséncia de sacarose ou 10 g.L™ em meio MS 25%
proporcionou o menor desenvolvimento de calogénese nos explantes. O meio MS 100% com 10 g.L™ de sacarose
proporcionou maior nimero de folhas formadas em vitroplantas de mandioca. O nimero de folhas vivas foi maior em
meio MS 50% acrescido de 80 g.L™* de sacarose, sendo que em meio MS 100% 40 g.L™ de sacarose ja proporcionou
morte de folhas. Entretanto, a maior altura das plantas foi evidenciada em meio MS 50% com 20 g.L™ de sacarose e a
maior quantidade de &pices formados foi verificada com 20 g.L™ de sacarose.
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Effect of various concentrations of sucrose and medium on the rate of
growth of Cassava variety BGM 0116 conserved in vitro

Abstract - The present work aimed to study the effect of sucrose concentrations and culture media on the growth rate of
cassava variety 0116 BGM preserved in vitro. The explants were established in test tubes containing 10 ml of three
types of culture medium (100%, 50% and 25%) and five concentrations of sucrose (0, 10, 20, 40 and 80 gL™),
delineation was completely randomized in a factorial 3 x 5 to 10 repetitions. We evaluated plant height, number of
leaves and dead, number of live and dead shoot tips and buds. When we assessed the concentration of 80 g L™ sucrose
in 50% MS medium, it was found that this combination is the more positive the formation of axillary buds in cassava
vitroplantas variety BMG 0116. Likewise, it was observed that the absence of sucrose to 10 gL™ on MS medium under
25% afforded the callus developing on the explants. The 100% MS medium with 10 gL™ sucrose caused a larger
number of leaves formed in cassava vitroplants. The number of green leaves was higher in MS medium supplemented
with 50% 80 g L™ sucrose, and the MS 100 in sucrose 40gL™ has provided death of sheets. However, the highest plant
height was observed in 50% MS medium with 20 gL™ sucrose and the largest number of apices formed was verified
with 20 gL sucrose.
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X de raizes in natura e de produtos
INTRODUGAG industrializados da mandioca é a base da
A mandioca (Manihot esculenta L.) é uma alimentacdo de milhGes de pessoas, sendo a
das mais importantes culturas para producéo planta também utilizada na alimentagéo
de alimentos no mundo (Pereira, 1985; animal (Cardoso et al., 2004).
Fukuda et al., 2005). A mandioca € cultivada Segundo dados do Ibge (2009), o Estado

em todo pais sendo que o Brasil é o segundo
maior produtor mundial com 583,8 mil
toneladas (CEPEA, 2009), onde o consumo

do Pard tem mantido a posicdo de maior
produtor nacional de mandioca nos altimos
anos, chegando a produzir em 2009, cerca de
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4.548.748 toneladas, enquanto Minas Gerais,
0 oitavo produtor, produziu no mesmo ano
56.806 toneladas. A produtividade dos
estados, indicativo do nivel tecnoldgico, nao
acompanha a producdo total. Enquanto a
média nacional foi, em 2009, de 13,86 t ha™,
S@o Paulo apresentou o maior rendimento,
com 24,01 t ha produzidos, e Minas Gerais
apresentou produtividade 15,21 t ha™.

Em Minas Gerais o cultivo da mandioca é
tradicional, principalmente em pequenas
propriedades. H4 uma grande dindmica entre
0s dez municipios maiores produtores, nos
altimos anos, com municipios que em um ano
sdo importantes produtores, mas que no ano
seguinte ndo entram na lista dos dez
principais. Em 2005 os dez principais
produtores concentraram 22,3% da producdo
do estado.

Por ser uma cultura de relevante
importancia, o melhoramento genético se
torna imprescindivel para obtencdo de
cultivares mais significativas e resistentes
promovendo, com isso, um aumento de
producdo. Visando o desenvolvimento de
novas variedades ou até mesmo a recuperagao
de certas espécies, a conservacdo de
germoplasma torna-se indispensavel. Segundo
(Faria & Bellotti, 2006), as colecbes de
germoplasma passam a ter papel fundamental
nos programas de melhoramento.

Outro aspecto importante na conservagédo
de germoplasma € o tipo de meio de cultura
assim como concentracbes de  seus
componentes, onde as plantas serdo
estabelecidas. Na cultura de tecidos, as
concentragdes de cada componente do meio
de cultura sdo especificos para cada espécie.
Varias modificacOes desses componentes sao
estabelecidas com intuito promover melhorias
na conservagdo in vitro de plantas. Essas
modifica¢bes visam principalmente a reducéao
ou incremento de alguns componentes que
podem promover um melhor crescimento em
tecidos de mandioca. Os niveis de sacarose no
substrato de cultivo in vitro influenciam
varios processos metabdlicos nas culturas,
apresentando efeito sobre o crescimento e
diferenciacédo dos tecidos (Fukuda, 2005).

O presente trabalho teve como objetivo
estudar o efeito de concentracGes de sacarose
e do meio de cultura sobre o crescimento in
vitro de plantas de mandioca da variedade
BGM 0116 (Cigana Preta).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados como material vegetal
apices de vitroplantas de Manihot esculenta
Crantz, com 1,0 cm — 1,5 cm de tamanho,
cultivadas in vitro no Laboratdrio de Cultura
de Tecidos Vegetais da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical. A variedade utilizada
para os testes foi a BGM 0116 (Cigana Preta),
cultivada na regido do semiarido do Nordeste
e Norte de Minas Gerais.

Os explantes foram estabelecidos in vitro
em tubos de ensaio de 25 mm x 150 mm
contendo 10 ml de trés tipos de meio de
cultura MS (Murashige & Skoog, 1962)
(100%, 50%, 25%) e cinco concentracOes de
sacarose (0, 10, 20, 40 e 80 g.L™). Os meio
foram solidificados com Agar (8 g/L) e pH
ajustado a 5,7. As culturas foram incubadas
sob fotoperiodo de 12 horas, intensidade de
luz 700 lux e temperatura de 22 + 2 °C.
Foram avaliadas as seguintes caracteristicas:
altura das plantas, nimero de folhas vivas e
mortas, numero de &pices caulinares vivos e
mortos e gemas.

Adotou-se 0 delineamento experimental
inteiramente casualizado, onde os tratamentos
foram em esquema fatorial 3x5, sendo trés
concentragdes do meio de cultura e cinco
niveis de sacarose, com 10 repeticbes para
cada tratamento. Para a analise estatistica,
utilizou-se o programa computacional
SISVAR 3.01. Realizou-se a Anava e adotou-
se Regressdo Linear a 5 % de probabilidade
para comparacdo de médias entre o0s
tratamentos.

Resultados e Discussao

Aos 30 dias do estabelecimento in vitro
dos explantes foram analisados o nimero de
gemas, calos, folhas vivas, folhas mortas,
apices vivos, apices mortos e altura das
plantas.
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Os resumos da analise de variancia para as

caracteristicas citadas estdo apresentadas na

Tabela 1

Tabela 1. Analise de variancia para as caracteristicas numero de gemas, calos, folhas vivas, folhas
mortas, apices vivos, apices mortos e altura das plantas na cultivar BMG 0116 em meio MS com

diferentes proporgdes de sais e variagdo de sacarose.

QUADRADOS MEDIOS

Gemas Ndmero folhas Ndmero Altura  Numero apices Numero
FV GL (un) Calos (un) vivas (un) folhas (cm) vivos (un) apices
mortas (un) mortos(un)
Meio 2 8,04" 8,21* 1,18™ 6,38™ 158,52 0,48"™ 3,54
Sacarose 4 9,98™ 8,91" 17,31 9,77 428,75 1,46 4,72"
mewox 3847 323" 7,04 7,50" 83,42" 0,71 185"
Residuo 135 7,17 0,73 3,62 2,50 25,46 0,41 0,33

CV: 10,3 % ns: ndo significativo pelo teste F (P<0,05); FV: fonte de variagdo; GL : graus de Liberdade; CV

A variavel nimero de gemas apresentou
resultados satisfatérios para os diferentes
tipos de meios e 0s niveis de sacarose,
apresentando diferencgas significativas quanto
as concentracbes de meios e de sacarose
utilizados. Porém, a variavel apresentou
descréscimo significativo até a concentragdo
de 10 g.L™" de sacarose, no entanto & medida
em que se aumentou a concentragdo de
sacarose para 20 g.L* houve acréscimo no
namero de gemas formadas, e a concentracao
de 40 g.L™ diminuiu a formag&o de gemas e a
concentragdo de 80 g.L™, novamente, elevou
a formacdo das gemas na cultivar BMG 0116
com numero de 2 gemas observadas por

explante. Em meio MS 50%, observou-se que
a medida que aumentaram as concentragdes
de sacarose houve acréscimo de 0,625 gemas
formadas, sendo que, aproximadamente 4
gemas foram formadas nesse meio com 80
g.L" de sacarose. J4 em meio MS 25%, a
maior formagdo de gemas foi evidenciada
quando foi acrescido sacarose ao meio, com
3,5 gemas formadas. Um decréscimo na
formacdo de gemas foi verificado na
concentracdo de 10 g.L™ de sacarose, a partir
dessa concentracdo houve elevacdo na
formacdo de gemas até a proporc¢édo de 80 g.L°
! de sacarose (Figura 1).
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Figura 1. Regressao linear para o numero médio de gemas formadas na conservacao in vitro de
mandioca cv BMG 0116 sob diferentes concentracdes de meio MS e de sacarose (1 = auséncia de
sacarose, 2=10g.L*, 3=20g.L", 4=40g.L e5=80g.L").

Considerando que a elevada pressdo
osmética reduz o crescimento das plantas e
afeta 0 metabolismo celular (Caldas et al.,
1998), 0 aumento da concentracdo de sacarose
no meio de cultura provavelmente promoveu
um efeito depressivo no metabolismo das
plantulas. A concentracdo de sacarose € um
fator importante para um Gtimo crescimento
do explante. Segundo Grattapaglia &
Machado (1998), a sacarose é a fonte de
carbono mais utilizada nos protocolos de
cultivo in vitro, sendo considerada a melhor
fonte para a diferenciacdo celular e o
desenvolvimento das microplantas. Em geral,
a concentracdo de 30 g.L™' sustenta o
desenvolvimento de brotagdes para a grande
maioria das espécies ja estabelecidas in vitro.

Para a variavel nimero de calos também
foi observado interacdo entre 0s meios e as
concentragbes de sacarose. Em meio MS
100% a medida em que se aumenta as

proporcOes de sacarose, ocorre um acréscimo
de 0,5 nos calos formados. Entretanto, a
concentracdo de 40 gL de sacarose
apresentou a maior quantidade de calos
formados, 2 por explante. A partir dessa
concentracdo houve decréscimo no nimero de
calos formados. Em meio MS 50% a
formacdo de calos aumentou a medida em que
foi elevado a proporcdo de sacarose, sendo
que com 80 g.L™" de sacarose foi observado a
maior formagdo de calos, aproximadamente
1,7 por explante. Em meio MS 25%, a maior
formacéo de calos foi verificada em auséncia
de sacarose e com 80 g.L™" desse no meio,
produzindo 2 calos por explante. Houve uma
queda significativa no ndmero de calos
formados quando se acrescentou 10 g.L™" de
sacarose ao meio, no entanto quando se
adicionou maiores proporgdes de sacarose
retornou a formacdo de calos até a
concentracdo de 80g.L? (Figura 2).
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Figura 2. Regressao linear para o numero médio de calos formadas na conservacdo in vitro de
mandioca cv BMG 0116 sob diferentes concentracdes de meio MS e de sacarose (1 = auséncia de
sacarose, 2=10g.L*, 3=20g.L", 4=40g.L e5=80g.L").

Como a presenca de calos ndo é um dos
interesses na conservacdo in vitro de
vitroplantas de mandioca verifica-se a partir
dos resultados obtidos que a auséncia de
sacarose ou 10 g.L* em meio MS 25%
proporciona 0 menor desenvolvimento de
calogénese nos explantes. Os calos formados
proporcionam um desenvolvimento indireto
dos explantes, dessa forma esses se
desdiferenciam  para, = novamente, se
rediferenciarem em respostas organogénicas
como formacdo de brotacdes, raizes, gemas,
além de propiciarem maior susceptibilidade a
variagfes somaclonais na cultivar, o que
também ndo é de interesse na conservacao de
um gendtipo. Além disso, a menor
concentragdo de sais MS utilizada acarreta em
economia dos custos para a conservagéo in
vitro do material em anélise.

Tem sido relatada a possibilidade de
reduzir a concentracdo de sais do meio MS,
para diversas espécies, visando melhorar o
desenvolvimento das plantas e a redugdo nos
custos (George & Sherrington, 1984). Paiva et
al. (1997) utilizaram 50% dos sais do meio
MS, obtendo um bom desenvolvimento in
vitro de gloxinia. ConcentracGes de sais no
meio basico MS, reduzidas a 1/2, 1/3 ou 1/4,

possibilitaram melhor enraizamento in vitro
de amoreirapreta, cultivar ‘Caiguangue’
(Dantas et al.,, 2000). A concentracdo de
sacarose também é um fator determinante no
crescimento e € dependente do tipo de
explante (Caldas et al., 1998). Além disso,
afeta a producdo de metabolitos secundarios
de grande importdncia nos  processos
metabdlicos e na composicdo da parede
celular (Pasqual, 2001). Estudos
comprovaram que 75% a 85% do aumento da
biomassa se devem a incorporacéo de carbono
pela adicdo de sacarose (De Riek et al., 1997).
A concentracdo mais utilizada no preparo do
meio de cultura MS é 30 g.L™, entretanto,
modificaces nesse numero podem beneficiar
o cultivo in vitro (Pasqual, 2001). A sacarose
mesmo sendo essencial ao crescimento das
culturas in vitro, 0 seu excesso pode ser
prejudicial, pois inibe a sintese de clorofila,
reduzindo a capacidade fotossintética das
culturas, mesmo sendo essencial ao
crescimento (Yamada & Sato, 1978). Embora
0 agucar ndo seja 0 componente de maior
custo no preparo do meio de cultura, a
reducdo de sua concentragdo pode ser
economicamente favoravel, especialmente
para a producdo comercial de mudas
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(Hoffmann, 1999).

Para a varidvel numero de folhas vivas,
observou-se que o meio com o total das
concentrages de sais MS, 10 g.L™* de
sacarose foi favoravel a formacao de folhas de
mandioca, no entanto a medida em que se
elevou as proporcdes de sacarose até 40 g.L™,
houve decréscimo no numero de folhas vivas
formadas. A partir dessa concentracdo o
namero de folhas vivas foi estabilizado. Em

meio MS 50% observou-se que as
concentracofes de sacarose favoreceram a
multiplicacdo de folhas vivas, sendo que 80
g.L™ de sacarose produziu, aproximadamente
6 folhas por explante. Em meio com 25% dos
sais MS verificou-se que as concentragdes de
sacarose pouco influenciaram no
desenvolvimento de folhas ja que em todas as
concentragdes, a média de folhas formadas foi
de 5 por explante (Figura 4).
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Figura 4. Regressdo linear para o numero médio de folhas vivas formadas na conservacao in vitro
de mandioca cv BMG 0116 sob diferentes concentraces de meio MS e de sacarose (1 = auséncia
de sacarose, 2=10g.L", 3=20g.L", 4=40g.L e5=80¢g.L"Y).

Lemos & Baker (1998) verificaram que a
maltose, sorbitol, frutose e polietileno glicol,
adicionados ao meio de cultura, néo
favoreceram o desenvolvimento das brotagdes
de gravioleira, enquanto a sacarose, galactose
e glicose induziram a formacdo de brotagdes
adventicias nos explantes.

Relacionando os dados obtidos com o
numero de folhas vivas produzidos, a Figura 5
apresenta a confirmacdo dos dados obtidos
anteriormente, visto que ocorre aumento no
numero de folhas mortas em meio 100%, 50%
e 25% a partir da dose de 40 g.L? de
sacarose em meio MS.
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Figura 5. Regresséo linear para o nimero médio de folhas mortas formadas na conservacéo in vitro
de mandioca cv BMG 0116 sob diferentes concentragdes de meio MS e de sacarose (1 = auséncia
de sacarose, 2=10g.L",3=20g.L", 4=40g.L e5=80¢g.L"Y).

Portanto, elevadas concentracbes de
sacarose no meio levam a senescéncia dos
explantes e consequentemente sua morte, 0
que pode estar relacionado com a diminuigéo
da osmolaridade que a sacarose proporciona
ao crescimento dos explantes.

Para a varidvel altura de brotacdes,
observa-se que a concentragdo de 10 g.L™ de
sacarose favoreceu na altura de brotacGes com
brotos de aproximadamente 8 cm e que apartir
de 40 g de sacarose ocorreu decréscimo

acentuado no namero de brotacdes produzidas
em meio MS. Em meio MS 50%, 20 g.L™ de
sacarose proporcionou a melhor altura de
brotacdes, alcancando, aproximadamente 16
cm. A partir dessa concentragdo houve
decrescimo na altura de brotos formados. J&
em meio MS 25%, 20 g.L* de sacarose
produziu, aproximadamente 10 brotos por
explante e apartir dessa propor¢do houve
decréscimo no numero de brotos formados, no
entanto, a concentracdo de 80g.L™" de
sacarose proporcionou brotos de
aproximadamente 14 cm de altura (Figura 6).
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Figura 6. Regressdo linear para altura média de brotacdes formadas na conservacdo in vitro de
mandioca cv BMG 0116 sob diferentes concentracfes de meio MS e de sacarose (1 = auséncia de
sacarose, 2=10g.L*, 3=20g.L", 4=40g.L e5=80g.L").

Segundo Agra et al. (2009), trabalhando
com violetas, observaram que para 0S
resultados da analise de variancia, houve
efeito significativo das concentragfes de
sacarose sobre o numero de brotacGes por
explante. A concentracdo de 20 mg.L™ de
sacarose proporcionou  significativamente
maior numero de brotacBes por explante em
relacio a concentracdo de 10mg.L™* de
sacarose, evidenciando que maiores doses de
sacarose no meio de cultura favoreceram o
aumento de brotagdes, corroborando com os
dados obtidos nesse trabalho em meio MS
com 25% de sais, sendo que nos demais
meios de cultivo foi evidenciado menores
formacbes de brotos a medida em que se
aumentou a concentracao de sacarose.

Nicoloso et al. (2003), compararam quatro
concentragdes de cinco fontes de carbono e a
sacarose, nas concentracdes de 30; 45 e 60 g
L, foi a melhor fonte de carboidrato para
nimero e altura das brotacbes, media da
altura de brotagbes e numero total de
segmentos nodais em ginseng brasileiro
(Pfaffia glomerata). A concentracdo de 125%
de sais do meio MS proporcionou maior
nimero de brotos (2,14) em copo-de-leite.
Paiva et al. (1996) observaram melhor
desenvolvimento de brotos com

concentragdes entre 50% e 150% de sais do
meio MS, combinados com 6% de sacarose.
Na concentragdo de 50% do MS, o tamanho
dos brotos obtidos néo foi satisfatorio. Naves
(2001) verificou um aumento no tamanho dos
brotos de bromélia-imperial (Alcantarea
imperialis), até a concentracdo de 100% dos
sais do meio MS. Com café ‘Catuai’ (Coffea
arabica), objetivando determinar o efeito de
diferentes proporcGes dos sais inorganicos e
componentes organicos do meio MS, Forni;
Pasqual (1996) observaram que o aumento
dos niveis dos sais do meio MS proporcionou
maior nimero de brotos, numero de folhas e
peso da matéria seca.  Resultados
contraditérios foram obtidos por Chang et al.
(2003), com a espécie Zantedeschia
albomaculata (copo-de-leite) que apresentou
maior numero de brotos (2,0) em meio MS
com 50% dos sais.

O numero de brotos foi estimulado pelo
aumento da concentracdo de sais do meio MS
e de sacarose, porém, ndo houve interacdo
entre esses dois fatores. Maior nimero de
brotos (3,5) foi observado em 30 g.L* de
sacarose, na presenca de 5 mg.L™ de BAP.
Concentragcbes ~ maiores de  sacarose
promoveram diminuicdo no numero de
brotos, podendo estar relacionado ao fato de
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que concentracdes acima de 4 % de sacarose
promovem excessivo potencial osmotico do
meio e deterioracdo das culturas (Grattapaglia
& Machado, 1998).

Para a variavel numero de apices
Vivos, ndo houve interagdo entre 0s meios e as
doses de sacarose utilizados. Observa-se que a
concentracdo de 20 g.L' de sacarose

propiciou a melhor formacdo de apices,
produzindo, em média 1,6 &pices por explante
(Figura 7). Com esse resultado observa-se que
quanto mais proximo de 30 g.L™ melhores
sdo as respostas morfogenéticas da mandioca,
visto que essa concentragdo acima citada é a
mais utilizada nos preparos de meios MS em
diversas espécies.

1,8
1,6
v

11,4 -

o = m 3 c 2
- T o

w m (o]
= )
“‘Q
(=]
1

y=0,02x + 1,16\0
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Niveis de sacarose (%)

3 4 5

Figura 7. Regressdo linear para 0 numero medio de apices vivos na conservagdo in vitro de
mandioca cv BMG 0116 sob diferentes concentraces de meio MS e de sacarose (1 = auséncia de
sacarose, 2=10g.L*, 3=20g.L", 4=40g.L e5=80¢g.L"Y).

Para a variavel numero de apices mortos
evidencia-se que 0 meio com a quantidade
total de sais de MS favoreceu para a morte de
apices, prduzindo, aproximadamente 5 apices

mortos por explante, por outro lado o meio
com 25% de sais MS proporcionou menor
morte de &pices em mandioca (Figura 8).
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Figura 8. Regressdo linear para 0 numero medio de apices mortos na conservacao in vitro de
mandioca cv BMG 0116 sob diferentes concentracfes de meio MS e de sacarose (1 = auséncia de
sacarose,2=10g.L? 3=20g.L", 4=40g.L e5=80g.L™).

Dessa forma a diluicdo dos sais MS ¢
favoravel a manutencdo dos &pices vivos de
mandioca cv. BMG 0116 na conservacao in
vitro.

CONCLUSOES

A concentracdo de 80 g.L™ de sacarose em
meio MS 50% €& a combinacdo mais
indicativa a formacdo de gemas axilares nas
vitroplantas de mandioca cv BMG 0116.

A auséncia de sacarose ou 10 g.L" em
meio MS 25% proporciona 0 menor
desenvolvimento de calogénese nos explantes.

O meio MS 100% com 10 gL' de
sacarose proporcionou maior numero de
folhas formadas em vitroplantas de mandioca.

O numero de folhas vivas foi maior em
meio MS 50% acrescido de 80 g.L* de
sacarose, sendo que em meio MS 100% 40
g.L™ de sacarose ja proporcionou morte de
folhas.

A maior altura das plantas e evidenciada
em meio MS 50% com 20 g.L™* de sacarose.

A maior quantidade de apices formados é
verificado com 20 g.L™* de sacarose.

Para a producdo de mudas de mandioca da
variedade BMG 0116 recomenda-se a
utilizacdo de 20 g.L" de sacarose em meio
MS 50% pois favorece a multiplicacdo de
brotos.
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