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Avaliacdo da Tolerancia
de Apices Caulinares
de Mandioca (Manihot
esculenta Crantz) a
Criopreservacao

Izulmé Rita Imaculada Santos’
Antonieta Nassif Salomé&o?
Rosédngela Caldas Mundim?

Resumo

A mandioca, Manihot esculenta Crantz, familia Euphorbiaceae, é

um arbusto perene tropical com raizes tuberosas que armazenam
altos teores de amido e por isso sao utilizadas como alimento por
milhdes de pessoas em diversos paises. O objetivo deste trabalho

foi avaliar o efeito da criopreservacao sobre a sobrevivéncia de
apices caulinares de mandioca (acessos BGM 603 e CG 1489-23)
com a utilizacdo de encapsulamento-desidratacdao, encapsulamento-
vitrificacdo e vitrificacdo. Apices caulinares (1,0 - 2,0 mm) foram
isolados de plantas em crescimento /n vitro em meio MS-62, tratados
com encapsulamento-desidratacado, encapsulamento-vitrificacao

e vitrificacao e submersos em nitrogénio liquido (-196°C) por 60
minutos. Os &pices caulinares foram descongelados em banho-maria
a 40 + 2°C e transferidos para placas de Petri contendo MS-62 basico
para regeneracédo. Apices caulinares do acesso BGM 603 apresentaram
72% sobrevivéncia apés a vitrificacdo e 33% de sobrevivéncia apds
o encapsulamento/vitrificacdo. A sobrevivéncia de apices caulinares



do acesso CG 1489-23 foi de 80% e 73% apds a vitrificacao e o
encapsulamento-vitrificacdo, respectivamente. Estes resultados indicam
que a criopreservacao por meio da metodologia de vitrificacao é
promissora para a preservacao de apices caulinares de mandioca. Esta
metodologia devera ser testada em outros acessos para verificar sua
aplicabilidade em larga escala.

Termos para indexacao: apices caulinares, criopreservacao,
encapsulamento-desidratacdao, encapsulamento-vitrificacdo, mandioca,
Manihot esculenta Crantz, vitrificacao.

' Bidloga, Ph.D., Pesquisadora, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Engenheira Florestal, MsC, Pesquisadora, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
3 Gedgrafa, Graduacdo, Técnica, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.



Evaluation of Tolerance

of Shoot Tips of Cassava
(Manihot esculenta Crantz)
to Cryopreservation

Abstract

Cassava, Manihot esculenta Crantz, Euphorbiaceae family, is a
tropical perennial shrub that produces tubers with high starch content
which are used as food by millions of people in many countries. The
objective of this work was to access the effect of cryopreservation on
survival of cassava shoot tips (accessions BGM 603 e CG 1489-23)
using encapsulation-dehydration, encapsulation-vitrification and
vitrification. Shoot tips (1,0 - 2,0 mm) were excised from plants
growing in vitro on solid basic MS-62, treated with encapsulation-
dehydration, encapsulation-vitrification and vitrification and plunged
in liquid nitrogen (-196°C) for 60 minutes. After warming in a water
bath (40+2°C) shoot tips were transferred into Petri dishes containing
basic MS-62 for regeneration. Shoot tips of accession BGM 603
showed 72% survival after vitrification alone and 33% survival after
encapsulation-vitrification. Survival of shoot tips of accession CG
1489-23 was 80% and 73% following vitrification and encapsulation-
vitrification, respectively. These results show that cryopreservation by
vitrification is a viable approach for preservation of cassava shoot tips.
This methodology will be tested with other genotypes to access its



large scale applicability.

Index terms: cassava, cryopreservation, encapsulation-dehydration,
encapsulation-vitrification, Manihot esculenta Crantz, shoot tips,
vitrification.
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Introducao

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é um arbusto tropical perene
da familia Euphorbiaceae. Esta espécie produz raizes tuberosas com
alto teor de amido, as quais sao utilizadas como alimento por milhdes
de pessoas em diversos paises (SILVA et al., 2010/11). A mandioca
também tem papel importante na alimentacado animal e como matéria-
prima para a producao de inimeros produtos industriais, o que gera
emprego e renda. Atualmente a demanda por fécula de mandioca pelo
setor industrial tem crescido de forma substancial, principalmente pela
utilizacdo de fécula na mistura de farinha de trigo para fabricacdo de
paes, objetivando reduzir as importacoes de trigo, e também pelo uso
das raizes para a producao de etanol (MANDIOCA..., [S.d.]). Estima-
se que nas fases de producdo primaria e no processamento industrial
sao gerados milhdes de empregos diretos e receita bruta anual de
muitos milhoes de ddlares. O Brasil ocupa atualmente a segunda
posicao entre os produtores mundiais de mandioca, com producao
estimada de 24 milhdes de toneladas de raizes frescas de mandioca em
aproximadamente dois milhdes de hectares (IBGE, 2015).

Em virtude da sua importancia socioecondmica para diversos paises,
a conservacao de recursos genéticos dessa espécie é considerada
prioritaria (INTERNATIONAL..., 1994). Programas de conservacéo e
colecdes de germoplasma de M. esculenta foram estabelecidos em
varios paises, entre eles a Colémbia, a Tailandia e o Brasil. Como a
principal forma de difusdo da espécie é a propagacao vegetativa em
que sao utilizados segmentos de caule ou manivas, a metodologia de
conservacao inicialmente adotada para a espécie foi a manutencao
de colecdes clonais em campo, em Bancos Ativos de Germoplasma
(BAG) (FIALHO; VIEIRA, 2011). Entretanto, as plantas mantidas em
campo sao suscetiveis a intempéries, a ocorréncia de pragas e doencas
e a ataques de insetos e 4caros que podem causar danos severos as
plantas ou resultar na perda de acessos (ESCOBAR et al., 1997).

Mais recentemente, outras metodologias mais seguras, como a
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conservacao /n vitro e a criopreservacao, tém sido adotadas para a
manutencao de duplicatas de seguranca das colecdes conservadas
no campo (CHAROENSUB et al., 2003). Dentre estas metodologias,
a criopreservacao é a Unica disponivel para a conservacao a longo
prazo de espécies de propagacao vegetativa, como a mandioca, pois
possibilita a manutencao de colecdes de germoplasma por longos
periodos de tempo em perfeitas condicoes de integridade biolégica e
estabilidade genética (CHAROENSUB et al., 2003; LI; PRITCHARD,
20009).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da criopreservacao sobre
a sobrevivéncia de apices caulinares de mandioca (acessos BGM

603 e CG 1489-23) utilizando-se o encapsulamento-desidratacao, o
encapsulamento-vitrificacdo e a vitrificacao.

Material e Métodos

Obtencao das plantas doadoras de apices caulinares
(AC)

Plantulas de dois acessos de mandioca da colecdo de germoplasma

in vitro mantida na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia-DF, CG 1489-23 (BRA 084492) e BGM 603 (BRA 013633),
foram selecionadas para a realizacao dos experimentos. As plantulas
selecionadas foram subcultivadas em meio MS-62 sélido (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), em sala de crescimento com fotoperiodo de 12 horas
de luz e temperatura de 25 + 2°C, a fim de produzir lotes de plantulas
doadoras de explantes para os experimentos de criopreservacao. Apds
60 dias de crescimento /n vitro, segmentos nodais foram isolados das
plantulas obtidas e transferidos para frascos Magenta contendo 30 mL
de meio MS-62 suplementado com 0,02 mg/l de BAP, 0,01 mg/l de
ANA, 0,1 mg/l de GA,, 30,0 g/l de sacarose e 7,0 g/l de agar (Figura

1 A e B). Apés 15 dias de cultivo, AC medindo 1,0 - 2,0 mm foram
isolados dos brotos obtidos e utilizados nos experimentos.
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Figura 1. Cultivo de segmentos nodais. A: segmentos nodais isolados das plantulas em

crescimento /in vitro; B: segmentos nodais apds 30 dias de cultivo em frascos Magenta
contendo 30,0 mL de meio de cultura MS-62 suplementado com 0,02 mg/I de BAP, 0,01
mg/l de ANA, 0,1 mg/l de GA,, 30,0 g/l de sacarose e 7,0 g/l de 4gar.

Criopreservacao

Foram testadas trés metodologias de criopreservacao, as quais estao
descritas sucintamente a seguir.

Vitrificacdo (Sakai et al., 1990)

® |solamento dos AC.

® Vitrificacao: transferéncia dos AC para criotubos com 1,0 mL de
solucdo de vitrificagdo PVS, (Plant Vitrification Solution 2) contendo
15% de DMSO, 15% de etilenoglicol, 30% de glicerol e 0,4 M de
sacarose, por 60 minutos.

® Congelamento rapido: imersdo direta dos criotubos em nitrogénio
liquido, sob temperatura de -196°C, velocidade de congelamento de
-263°C min.! por no minimo uma hora.

® Descongelamento rapido: remocao dos criotubos do criotanque e
imersdao em banho-maria, em temperatura de 40 + 2°C, sob agitacéo,
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por 1,5 - 3,0 minutos.

® Diluicdo: remocéo da solucéo de vitrificacdo PVS, dos criotubos
e adicao de solucao de diluicdo composta por meio de cultura MS-62
liguido suplementado com 1,2 M sacarose, por 20 minutos.

® Regeneracao: transferéncia das capsulas para meio de cultura
MS-62 sdlido e cultivo em sala de crescimento com temperatura de
25 +2°C e fotoperiodo de 12/12 horas.

Encapsulamento-desidratacdo (Fabre e Dereuddre, 1990)
(Figuras 2 e 3)

® |[solamento dos AC.

® Encapsulamento: transferéncia dos AC para gel de alginato de
sédio, composto por MS-62 liquido suplementado com 3% de alginato
de sédio.

® Transferéncia dos AC embebidos em solucédo de alginato de sédio
para a solucdo de cloreto de célcio a 0,1 M, por meio de gotejamento.

® Pré-cultivo: descarte da solucao de cloreto de calcio e
transferéncia das capsulas para meio de pré-cultivo, composto por MS-
62 liquido contendo diferentes concentracdes de sacarose (0,75; 1,0;
1,5; 2,0 M).

® Desidratacao das capsulas: exposicao ao ar da cabine de fluxo
laminar por 30 minutos.

® Congelamento rapido: transferéncia das cépsulas para criotubos e
imerséo direta em N,L (-196°C), a uma velocidade de congelamento de
-263°C min.”! por no minimo uma hora.

® Descongelamento rapido: remocéao dos criotubos do criotanque e
imersdo em banho-maria, em temperatura de 40 + 2°C, sob agitacao,
por 1,5 - 3,0 minutos.

® Regeneracao: transferéncia das capsulas para meio de cultura
MS-62 sdlido e cultivo em sala de crescimento com temperatura de
25 +2°C e fotoperiodo de 12/12 horas.
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Figura 2. Etapas do encapsulamento em gel de alginato de célcio de apices caulinares
(AC) de mandioca (Manihot esculenta Crantz). A-B: transferéncia de AC para solucao 3%
de alginato de sddio; C-D: gotejamento de aliquotas de solucdo de alginato de s6dio em
frasco contendo solucdo 100 mM de cloreto de célcio; E-F: cdpsulas em polimerizacéo;
G: aspecto das cépsulas formadas contendo um Unico AC; H: transferéncia das cépsulas
para papel filtro a fim de remover a solucé@o de cloreto de célcio; |: aspecto de cépsulas

individuais, de formato esférico, com aproximadamente 0,5 cm de diametro.

13
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Figura 3. Cépsulas de alginato de célcio contendo &pices caulinares de mandioca durante
desidratacdo em cabine de fluxo laminar.

Encapsulamento-vitrificacao (Figura 4)

® |solamento dos AC.

® Encapsulamento: transferéncia dos AC para gel de alginato de
sddio, composto por MS-62 liquido suplementado com 3% de alginato
de sddio.

® Vitrificacdo: transferéncia dos AC encapsulados para criotubos
contendo 2,0 mL solucéo de vitrificagdo PVS, (Plant Vitrification
Solution 2), composta por MS-62 liquido contendo 15% de DMSO,
15% de etilenoglicol, 30% de glicerol e 0,4 M de sacarose, por 60
minutos.

® Congelamento rapido: imersao direta dos criotubos em nitrogénio
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liquido (-196°C), em velocidade e congelamento de -263°C min."!, por
no minimo uma hora.

® Descongelamento répido: remocéao dos criotubos do criotanque e
imersao em banho-maria, em temperatura de 40 + 2°C, sob agitacéo,
por 1,5 - 3,0 minutos.

® Diluicdo da PVS,: remocéo da solugéo de vitrificacéo dos criotubos
e adicao de 2,0 mL de solucdo de diluicdo composta por meio de
cultura MS-62 liquido suplementado com 1,2 M de sacarose, por 20
minutos.

® Regeneracdo: transferéncia das capsulas para meio de cultura
MS-62 sdlido e cultivo em sala de crescimento com temperatura de
25+ 2°C e fotoperiodo de 12/12 horas.

Figura 4. Etapas da vitrificagdo com PVS, de apices caulinares de mandioca encapsulados
em alginato de célcio. A-B: etapas do tratamento das capsulas contendo um tnico AC
com solucéo de vitrificagéo PVS,; C-D: transferéncia das cépsulas para criotubos; E:
transferéncia de criotubos para cénulas de aluminio para congelamento; F: submerséo de
canisteres contendo céanulas de aluminio com amostras de AC de mandioca encapsulados

em alginato de célcio para congelamento répido.
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Regeneracao ap6s a criopreservacao

Apds o descongelamento, seguido ou ndo de remocao da solucao de
vitrificacdo, os AC foram transferidos para tubos de ensaio de vidro
contendo 10 mL de meio MS-62 béasico (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
e cultivados no escuro por 48 horas em estufa tipo BOD. Apds 48
horas, o material foi transferido para sala de cultura e mantido em
condicOes padrao de cultivo /in vitro, com 12 horas de fotoperiodo e
temperatura constante de 25+ 2°C. Em cada um dos experimentos,
foram utilizadas trés repeticoes de 15 explantes.

Analise estatistica

Os percentuais de regeneracao obtidos foram submetidos a andlise de
variancia “Two way ANOVA”, seguida de pés-teste de Bonferroni para
comparacdo de médias (P<5%).

Resultados e Discussao

Os resultados de regeneracao obtidos neste estudo para apices
caulinares de mandioca criopreservados com a utilizacdo de duas
metodologias diferentes sdo apresentados na Figura 5. Verificou-

se a ocorréncia de diferencas significativas nos percentuais médios
de regeneracao dos explantes, as quais estdo associadas tanto

as metodologias utilizadas quanto aos gendtipos testados. Apices
caulinares do acesso BGM 1429-23 apresentaram percentuais de
regeneracao semelhantes nas duas metodologias testadas, 72%
(encapsulamento-vitrificacdo) e 80% (vitrificacdo). Por outro lado, os
percentuais médios de regeneracdo dos apices caulinares do acesso
BGM 603 foram bastante distintos em funcdo da metodologia utilizada,
33% (encapsulamento-vitrificacdo) e 70% (vitrificacéo).
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Figura 5. Percentuais médios de regeneracdo de &pices caulinares de dois acessos de
mandioca (BGM 603 e BGM 1429-23) a criopreservacao, utilizando-se encapsulamento-

vitrificacdo e vitrificacéo.

Durante a primeira semana de cultivo em condi¢cdes de cultivo
padrao (12 horas de luz, 25+ 2°C), foram feitas avaliacdes diarias
dos explantes para acompanhamento de seu desenvolvimento e
para controle de contaminacdo microbiana. Em seguida, foram feitas
avaliacoes semanais por até trés meses. De acordo com critérios de
avaliacao estabelecidos no laboratério, foram considerados como
sobreviventes ao congelamento em nitrogénio liquido apenas os
explantes que apds o descongelamento e cultivo in vitro retomaram
crescimento e produziram plantulas com morfologia tipica de plantulas
de mandioca obtidas a partir de explantes controle, ou seja, aquelas
que apresentaram formacao de parte aérea e radicular, estruturas
essenciais para a obtencao de plantas normais (Figura 6 A e B).

17
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Apds 30 dias de cultivo in vitro, foi feita a avaliacao final, em que a

porcentagem de plantulas normais obtida foi registrada e as plantulas
foram fotografadas (Figura 6).

Figura 6. Aspecto das plantulas de mandioca obtidas a partir de AC criopreservados em
nitrogénio liquido utilizando-se a vitrificagdo com PVS,, apdés 30 dias de cultivo in vitro
em sala de crescimento com fotoperiodo de 12 horas de luz e temperatura constante de
25+ 2°C. A: controle, plantula com morfologia normal, apresentando parte aérea e raizes
de aspecto normal, obtida de AC que nao foi submetido a criopreservacdo; B: plantula
com parte aérea e raizes de aspecto normal, obtidas a partir de AC criopreservados
utilizando-se a vitrificagdo com PVS,.
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Observou-se diferenca de resposta dos acessos BGM 603 e CG 1489-
23 a metodologia de encapsulamento-vitrificacdo, que propiciou
percentuais de sobrevivéncia médios dos AC de 33% e 73% para BGM
603 e CG 1489-23, respectivamente.

A metodologia de vitrificacdo mostrou-se mais favoravel e permitiu
6timas porcentagens de sobrevivéncia dos AC de ambos os acessos
utilizados, ou seja, 72% (BGM 603) e 80% (CG 1489-23). Segundo
Marco-Medina e Serrano-Martinez (2012), a vitrificacdo é uma técnica
mais pratica e que propicia altas taxas de sobrevivéncia de explantes
vegetais. Os resultados obtidos neste trabalho corroboram essa
afirmacao e sugerem que quando se pretende determinar a metodologia
que seja mais eficiente, pratica e possa ser incorporada rotineiramente
para a conservacao criogénica de germoplasma de mandioca, deve-se
optar pela vitrificacao.

Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a criopreservacao de
apices caulinares de mandioca, utilizando-se a vitrificacdo com PVSZ,

é uma metodologia vidvel e sugerem que esta metodologia poderia

ser utilizada para a conservacao a longo prazo de germoplasma dessa
espécie em ambiente protegido de condi¢cdes climaticas adversas e

do ataque de pragas e doencas, em condicoes de alta estabilidade
genética e integridade biolégica. Estes resultados indicam também

que é necessario ajustar as diferentes etapas das metodologias de
criopreservacao testadas para melhorar e padronizar a sobrevivéncia de
explantes de gendtipos distintos.
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