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Preservacdo de Germoplasma Vegetal, com
Enfase na Conservacao in Vitro de
Variedades de Mandioca

Introducao

O melhoramento genético de plantas tem contribuido sobremaneira para o aumento da
producao em diversas espécies de grande importancia econémica e/ou social,
beneficiando bilhdes de pessoas, especialmente de menor poder aquisitivo, que vivem
em paises em desenvolvimento distribuidos por todo o mundo. Esses aumentos na
producao resultam da obtencao de novos gendtipos, que apresentam rendimentos mais
elevados, adaptados a diversas condicOes ecoldgicas, muitas das vezes adversas, e
resistentes a pragas e doencas. No entanto, para a geracao desses materiais
melhorados, torna-se necessario que caracteristicas de interesse sejam incorporadas
as novas cultivares, dentro de programas de melhoramento genético bem definidos, de
forma que possam ser, ao final de todo o processo, exploradas comercialmente.

A base do melhoramento genético de qualquer espécie esta na sua diversidade
genética, o que reflete em respostas a melhores praticas agronémicas e resisténcia/
tolerancia a diversos fatores biéticos e abiéticos. A diversidade contida em um
germoplasma deve ser protegida contra eventuais perdas e assim garantir sua
utilizacao para o aumento da produtividade. Os recursos genéticos vegetais sdo um
reservatorio natural de genes com potencial de uso para a producao sustentavel de
géneros essenciais a humanidade, tais como alimentos, fibras e medicamentos.
Infelizmente, essa biodiversidade vem sendo destruida de uma forma muito rapida,
haja vista a exploracao descontrolada dos recursos naturais dentro dos diferentes
ecossistemas (Santos, 2001). O mais interessante é que aspectos como a proépria
geracao e utilizacao de novas cultivares ou hibridos com caracteristicas melhoradas,
bem como a adocao de tecnologias avancadas e modernas praticas agricolas, acabam
contribuindo para uma forte erosao e perda de recursos genéticos que atinge as
espécies em geral. Para Mafla et al. (1993), a diversidade genética torna-se cada vez
mais importante devido a intensidade de monoculturas continuas visando aumentar a
producdo em todas as principais regioes produtoras do mundo.

A preocupacao com a prevencao da erosao genética despertou o interesse pela
conservacao do germoplasma vegetal ha mais de 30 anos, de modo a protegé-lo de
eventuais perdas e garantir sua utilizacdo sempre que necessario. Os recursos
genéticos de plantas podem ser conservados na forma de sementes, pélen, érgaos
vegetativos e plantios no campo. E essencial que o método de conservacdo garanta a
maxima viabilidade e estabilidade genética dos acessos, e também que os materiais
possam ser conservados isentos de patégenos, em um local controlado e acessivel, de
forma a facilitar sua multiplicacao e uso (CIAT, 1984).

A variabilidade genética das espécies, a exemplo da mandioca (Manihot esculenta
Crantz), vem diminuindo gradativamente e o potencial risco de erosao genética, tanto
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do germoplasma de material cultivado como de
silvestre, pode ser atribuido a fatores como
desmatamentos incontrolados, incorporacao de terras
para a agricultura em areas de diversidade genética e
avanco crescente das cidades e areas industriais.
Todos estes aspectos se agravam quando os bancos de
germoplasma possuem um numero muito elevado de
variedades. Para se ter uma idéia dos riscos que uma
colecao mantida sob condicdes de campo pode ter,
entre 1980 e 1990 quase 60% dos acessos do banco
de germoplasma de mandioca do NRCRI (National Root
Crops Research Institute), em Umudike, Nigéria, se
perderam devido ao ataque de pragas e doencas,
ocorréncia de incéndios e de condicoes adversas no
clima (Mbanaso et al., 1993). Estes aspectos,
associados a importancia e necessidade da
variabilidade genética para o melhoramento da cultura,
justificam plenamente todos os esforcos empreendidos
para conservar o germoplasma de mandioca, uma
euforbidcea que desempenha um importante papel
alimentar e social em diversas regioes tropicais do
mundo.

Adicionalmente, de modo geral, as espécies silvestres
contém um grande nimero de caracteristicas que
podem ser incorporadas as espécies cultivadas por
meio do melhoramento genético tradicional ou de
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técnicas de engenharia genética. Devido ao potencial
que possuem como fontes de caracteristicas Uteis para
o melhoramento da mandioca, as espécies silvestres de
Manihot estao recebendo uma crescente atencao por
parte das instituicdes de pesquisa, dai, inclusive, a
importancia delas serem incorporadas a uma colecao in
vitro (Cabral et al., 2000). Um total de 397 genétipos
de 29 espécies silvestres de Manihot esta sendo
mantido in vitro no CIAT (Mafla et al., 1993), com o
objetivo principal de serem conservadas,
intercambiadas e distribuidas entre instituicdes. No
Brasil existem 56 % das 97 espécies silvestres de
Manihot ja descritas para a América Latina. As
espécies silvestres de mandioca tém grande potencial
como fonte de resisténcia a doengas e pragas, e
tolerancia a fatores abidticos, além de abrirem
possibilidades para a re-estruturacao da arquitetura da
espécie cultivada, tornando-a mais adequada a
agricultura atual.

Nesta Circular pretende-se dar uma visao global dos
procedimentos de conservacao de germoplasma
vegetal que estdo sendo estudados e/ou aplicados no
sentido de evitar perdas de recursos genéticos (Fig. 1),
enfatizando o sistema de preservacao in vitro do
germoplasma de mandioca empregado na Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical.

v
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v
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}
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Fig. 1. Esquema geral dos métodos de preservacdo do germoplasma vegetal.
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Métodos de conservacao de
germoplasma

A agricultura moderna utiliza variedades selecionadas
para alto rendimento e qualidade do produto dentro de
cada espécie, com um pequeno nimero de variedades
plantadas em areas extensas, o que tem levado ao
abandono das cultivares tradicionais (Navarro et al.,
2005). Além disso, os desmatamentos incontrolados, a
expansao agricola e o avanco crescente das cidades e
areas industriais estdo provocando a perda de muitas
espécies silvestres relacionadas com as cultivadas.
Esta situacao favorece uma forte erosao e perda de
recursos fitogenéticos, que sao o fruto de milhares de
anos de evolucao e que contém os genes ou
combinacdes de genes envolvidos com resisténcia a
pragas e doencas, tolerancia a condicdes ambientais
adversas (salinidade, seca, temperaturas extremas
etc.), producao e qualidade de alimentos, entre outros
caracteres.

As duas estratégias basicas de preservacao de
germoplasma, propostas como medidas de prevencao
do processo de erosao genética, sdo a conservacao in
situ e a conservacao ex situ. Segundo Mroginski et al.
(1991), os métodos alternativos empregados para a
conservacao do germoplasma de plantas superiores
sdo ajustados de acordo com o sistema de propagacao
de cada espécie. Por exemplo, para fruteiras, como o
abacaxizeiro [Ananas comosus (L.) Merril] e a
bananeira (Musa spp.), e espécies tropicais produtoras
de raizes e tubérculos, como a mandioca, que
normalmente sdo propagadas de forma vegetativa, os
sistemas de preservacao mais recomendados sao os
bancos genéticos mantidos ex situ, no campo e/ou em
laboratério (in vitro).

Conservacao in situ de germoplasma
Conforme definicOes adotadas internacionalmente
(Eira, 2001), a conservacao in situ abrange: a) a
preservacao continuada de uma populacao na
comunidade a qual pertence e dentro do ambiente
onde esté adaptada; b) a manutencéao e recuperacao
de populacles viadveis de espécies em seus
ecossistemas e habitats naturais de ocorréncia; e c) no
caso de espécies domesticadas ou cultivadas, a
preservacao naqueles locais onde tenham desenvolvido
suas propriedades caracteristicas. Para Medeiros
(2003), como os métodos alternativos de conservacao
de germoplasma sao dispendiosos e de eficacia
relativa, a Unica forma segura de salvar espécies

vegetais, principalmente aquelas ameacadas de
extincdo, é preservar os ecossistemas naturais em que
elas vivem.

Conservacao ex situ de germoplasma

A conservacao ex situ do germoplasma implica na
manutencao das espécies em locais diferentes
daqueles aos quais estao adaptadas, ou seja, fora de
seus habitats naturais (Eira, 2001). H4 mais de 20
anos atrds, Reynolds (1987) estimou que mais de
1.200 instituicdes em todo o0 mundo mantinham algum
tipo de colecédo ex situ. Essas colecdes sdo chamadas
de ativas e as instituicdes que as mantém sao
responsaveis por: a) garantir sua diversidade (seja pela
iniciativa de coletar periodicamente recursos
genéticos, seja por favorecer o intercambio com outros
bancos de germoplasma); b) multiplica-las; c) distribui-
las aos usudrios; e d) promover sua caracterizacao por
diferentes metodologias (Vieira, 2000).

Nesse caso, a depender do material (sementes,
embrides, outras estruturas vegetais, individuos
completos etc.), a manutencao é realizada em
condicdes distintas, tais como: a) campo e casa de
vegetacao; b) camara com temperatura e umidade
relativa baixas; c) in vitro, em meio de cultura com
baixa concentracao salina; e d) sob criopreservacao.

Conservacao a campo e casa de
vegetacao

Para vérias espécies vegetais, entre elas muitas
frutiferas, florestais e palmaceas, nao se dispde de
sistemas eficientes de conservacao de germoplasma,
além da preservacéao das plantas no campo, in vivo. No
entanto, a manutencao de bancos de germoplasma em
condicOes de campo tem como desvantagem a sua
vulnerabilidade a uma série de fatores, tais como a
erosao genética devido a ndao adaptacao das espécies e
variedades as novas condicdes ambientais, a continua
exposicao ao ataque de pragas, doencas e predadores
eventuais, intempéries climaticas, problemas edaficos
e vandalismo, podendo os acessos serem perdidos
ainda por falhas na identificacdo devidas a erro
humano ou por problemas de cunho técnico-
administrativo (Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecudria, 1991; Mroginski et al., 1991, Brison et
al., 1995; Eira, 2001). Aliado a tudo isso, o tradicional
método de conservacao de germoplasma no campo
requer um elevado custo financeiro operacional,
notadamente em relacado a grande quantidade de mao-
de-obra empregada no plantio inicial e subsequentes
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replantios, bem como nas capinas, fertilizacao e
tratamentos contra pragas e doencas. Esses problemas
podem ser intensificados a depender da espécie,
quando um maior espaco fisico pode ser necessario,
demandando um enorme trabalho, a exemplo do que
acontece com plantas lenhosas (Matsumoto et al.,
2001). Todos estes aspectos, portanto, justificam que
o desenvolvimento de técnicas alternativas de
conservacao dos recursos genéticos, de preferéncia a
longo prazo, torne-se uma importante prioridade.

Segundo Vieira (2000), sdo mantidas vegetativamente
a campo ou casa de vegetacao as colecdes de plantas
com elevada heterozigosidade, periodos juvenis muito
longos, baixa producao de sementes, sementes que
apresentam viabilidade reduzida e sementes cuja
viabilidade ocorre por pouco tempo. Entre essas
espécies encontram-se a batata (Solanum tuberosum
L.), a batata-doce (lpomea batatas L. Lam) e a
mandioca, que se multiplicam exclusivamente por
propagacao vegetativa, e a banana que, além disso,
nao produz sementes viaveis. Tais espécies sao
geralmente conservadas em colecoes no campo ou em
casa de vegetacado, uma metodologia que apesar de
eficiente, assegura a manutencao do germoplasma
apenas por um periodo de tempo considerado de curto
a médio prazo (Santos, 2001).

No caso especifico da mandioca, a manutencao
convencional dos bancos de germoplasma é feita
mediante o cultivo continuo no campo. Cada
renovacao de um banco de germoplasma de mandioca
se realiza freqllentemente com manivas oriundas do
cultivo anterior, as quais devem ser logo plantadas
para evitar que germinem e surjam brotacdes
prematuras, assim como o ataque de insetos e/ou
patégenos. E interessante salientar que os sistemas de
propagacao vegetativa da mandioca via estacas
acabam favorecendo a transmissao de pragas e
doencas através de geracdes sucessivas.

Conservacao em camara com temperatura
e umidade relativa baixas

Este é o sistema de conservacao de germoplasma mais
empregado para os individuos que se propagam
sexuadamente, pois é por meio da semente que a
maioria das espécies de plantas superiores se
multiplica. O armazenamento visa proteger a semente
da deterioracao e de danos, minimizar a perda do
poder germinativo e do vigor, bem como manter a
identidade da semente, sua condicao fisica e pureza.

Com isso, os denominados bancos de sementes
previnem e evitam a perda de valiosos recursos
genéticos, conservando, devidamente caracterizadas e
avaliadas, as colecdes de germoplasma, que podem,
entao, ser exploradas em programas de melhoramento.
Diante disso, as sementes se constituem na forma
mais comum de conservacao ex situ, desde que nao
ocorra uma alta taxa de perda da viabilidade apés um
longo periodo de armazenamento sob baixa
temperatura e baixo nivel de umidade (Eira, 2001).

A metodologia convencional de conservacao de
sementes empregada em bancos de germoplasma
compreende a desidratacao, para teores de umidade
extremamente baixos (até cerca de 5% do teor inicial),
e 0 armazenamento em camaras com temperatura
abaixo de zero (-18 a -20°C). As sementes de muitas
espécies vegetais mantém alta taxa de viabilidade apés
0 armazenamento nessas condicdes por um longo
periodo de tempo, e sao classificadas como ortodoxas,
de acordo com a proposta formulada por Roberts em
1973 (Santos, 2001). Como exemplos de espécies que
possuem sementes ortodoxas podem ser considerados
a graviola (Annona muricata L.), o murici [Byrsonima
crassifolia (L.) Rich], a aroeira-verdadeira
(Myracrodruon urundeuva Fr. All.), o biriba [Rollinia
mucosa (Jacq.) Baill.], o araca péra (Psidium
acutangulum DC), o araticum (Rollinia rugulosa Schl.) e
o tapereba (Spondias mombin L.).

No entanto, sementes sensiveis a desidratacao e ao
congelamento, denominadas recalcitrantes, comuns
em certas espécies aquaticas, em plantas que
produzem sementes grandes, em numerosas espécies
arbdreas e arbustivas, economicamente importantes e
nativas de regides tropicais e subtropicais, bem como
em algumas arbdreas originadas de areas temperadas,
sofrem danos e perdem o poder germinativo quando
armazenadas nas condicdes mencionadas
anteriormente. Sdo exemplos de plantas que possuem
sementes recalcitrantes o dendé [Elaeis oleifera
(Kunth.) Cortesl], o coco (Cocus nuciferal.), a
seringueira (Hevea brasiliensis M. Arg.), o cacau
(Theobroma cacao L.), a mangueira (Mangifera indica
L.), a araucéria [Araucaria angustifolia (Bert.) O.
Kuntze], o acai (Euterpe oleracea Mart.), o bacuri
(Platonia insignis Mart.) e a pupunha (Bactris gasipaes
Kunth), as quais, sob temperatura e umidade relativa
baixas, mantém uma viabilidade que varia entre poucas
semanas e alguns meses, o que, considerando-se o
enfoque conservacao de germoplasma, pode ser
considerado um periodo de tempo muito curto.
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Existem ainda outras espécies de plantas, a exemplo
do café (Coffea spp.), mamao (Carica papaya L.),
jenipapo (Genipa americana L.) e citros (Citrus spp.),
cujas sementes podem tolerar uma desidratacao até
niveis relativamente baixos do teor de umidade, porém
sofrem danos quando expostas por tempo prolongado a
temperaturas préximas e abaixo de zero apds
desidratadas para teores de umidade inferiores a 7%.
Sementes que apresentam este comportamento foram
classificadas como intermediérias por Ellis e
colaboradores em 1990, conforme Eira (2001).

Com os problemas que apresentam em relacéo a
desidratacao e ao congelamento, torna-se necessario,
portanto, o desenvolvimento de sistemas alternativos
de conservacao para as espécies que produzem
sementes recalcitrantes e intermedidrias.

Conservacao in vitro

Conforme visto anteriormente, algumas espécies de
plantas necessitam de procedimentos de conservacao
alternativos. Este é o caso de espécies que apresentam
sementes nao-ortodoxas, se multiplicam
exclusivamente por propagacao vegetativa, ja que nao
produzem sementes vidveis ou apresentam intensa
heterozigosidade ou elevada segregacao, resultando
em expressao de caracteres indesejaveis na populacao,
e também de espécies arbdéreas de grande porte que
demoram muitos anos para passar do estadio juvenil a
fase adulta reprodutiva. Para situacdes como essas, o
mais indicado é nao utilizar a semente para a
conservacao do germoplasma, substituindo-a por
outros propagulos. Por exemplo, uma das alternativas
para a conservacao do germoplasma de espécies com
sementes recalcitrantes seria a criopreservacao de
embrides (Withers & Williams, 1998).

Diante da possibilidade de se obter plantas completas a
partir do cultivo de células, tecidos ou érgaos, é que se
atentou para as possibilidades que as técnicas in vitro
poderiam ter na conservacao dos recursos
fitogenéticos, constituindo-se em alternativas valiosas
para a manutencao de colecOes de plantas que podem
ser incorporadas em programas de melhoramento
vegetal, especialmente de espécies tropicais. A
conservacao in vitro se baseia no cultivo de colecoes
em laboratério, devendo ser considerada como parte
de uma estratégia geral de preservacao de plantas
com sementes recalcitrantes, que apresentam baixa
viabilidade ou nimero reduzido (Vieira, 2000), e que
normalmente sao propagadas vegetativamente. Para
Giacometti & Goes (1986), no armazenamento de

germoplasma in vitro é indispensavel que se obtenham
culturas de uma ampla gama de genétipos em cada
espécie, a fim de que se conserve a maior variabilidade
genética possivel, o que se complica quando se incluem
espécies silvestres arbdreas.

O desenvolvimento de métodos de conservacao in vitro
para proteger espécies com riscos de extingao e
paralelamente apoiar trabalhos com germoplasmas que
apresentam problemas de preservacao é um tema
prioritario na area de recursos genéticos. A
conservacao in vitro envolve a manutencéao de plantas
em laboratério, mediante subculturas periédicas de
segmentos apicais e nodais. Esta técnica tem sido
aplicada com sucesso para a conservacao de
numerosas espécies de importancia econémica
relevante, tanto oriundas de regides temperadas como
dos trépicos, tais como morango (Fragaria spp.),
banana, mandioca, batata e batata-doce. Entretanto,
os sistemas in vitro ndo eliminam a importancia de se
manter clones sob condicdes in vivo. No caso de
espécies silvestres de mandioca por exemplo, Goes et
al. (2000) recomendam a duplicacao da colecao in
vitro em colecao dindmica no campo, pois, desta
forma, além de todas as vantagens da conservacao
dindmica, cria-se a possibilidade de obtencéao de
sementes de alta qualidade. Sao, portanto, colecoes
que se complementam e ambas podem se constituir
em bancos ativos, apesar de ser dispendioso manté-las,
principalmente em locais distintos (Vieira, 2000).
Apenas ocasionalmente o armazenamento in vitro seria
a Unica estratégia para conservar uma determinada
espécie (Roca et al., 1991).

Existe uma grande diversidade potencial de tipos de
tecidos de uma planta (explantes) que pode ser usada
para o estabelecimento de um sistema de conservacao
in vitro. Em geral, o uso de métodos in vitro para a
conservacao de germoplasma inclui os seguintes
passos: a) excisao do tecido ou érgao da planta-matriz;
b) estabelecimento em meio nutritivo; c) conservacao
mediante um método apropriado; d) recuperacao de
tecido viadvel oriundo da conservacao; e e) regeneracao
de plantas (CIAT, 1984).

Para CIAT (1984) e Villalobos & Engelmann (1995),
qualquer sistema de cultura de tecidos empregado para
a conservacao in vitro deve atender duas exigéncias:

1) Garantia da estabilidade genética do material
preservado - como um dos principais objetivos da
conservacao de germoplasma é manter a diversidade
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genética das espécies em uma condicao estavel, nas
técnicas de preservacao usadas nao se deve por em
risco a estabilidade genética dos acessos. Isto
normalmente é alcancado pela cultura de meristemas
apicais, que sao tecidos ideais para a conservacao por
causa da estabilidade genética e potencial morfogénico
em comparacao com outros tecidos e células isoladas.

2) Implementacao de protocolos bem definidos - tais
protocolos assegurariam uma alta porcentagem de
recuperacao de plantas a partir do material
armazenado de uma ampla gama de germoplasmas.
Quanto a este aspecto, deve-se considerar que 0s
fatores determinantes para uma boa resposta na
regeneracao de plantas sdo as condicdes ambientais e
0 gendtipo.

O processo de preservacao in vitro apresenta diversas
vantagens sobre o processo de conservacao de
germoplasma no campo, e dentre elas destacam-se: a)
a necessidade de menor espaco para dispor o material;
b) a manutencao de material vegetal livre de pragas e
patdégenos; c) a disponibilidade de material para ser
imediatamente propagado; d) a reducao dos custos de
manutencao; e) a alta taxa de multiplicacao,
independentemente de condi¢cdes climaticas; f) a
reducao da erosao genética; e g) a simplificacao e
eficiéncia do processo de intercambio de germoplasma
(Eira, 2001; Fortes & Pereira, 2001). Villalobos &
Engelmann (1995) consideram ainda como vantagem o
fato de que em plantas com ciclos reprodutivos curtos,
como algumas espécies que produzem raizes e
tubérculos, e outras anuais, os intervalos de
transferéncia in vitro sdo menos frequentes que o ciclo
no campo. Além disso, para Casazza et al. (2002), a
aplicacao de técnicas de micropropagacéao na
conservacao de espécies em extincao tem provado ser
util para uma extensiva gama de espécies. A cultura
de tecidos pode produzir uma grande quantidade de
plantas a partir de um minimo de material vegetal
original, o que representa um baixo impacto na
populacdo nativa em extincdo. Ademais, as plantas
micropropagadas podem ser usadas para suplementar
o estoque natural de populacoes de plantas silvestres.

Considerando-se 0os aspectos expostos anteriormente,
verifica-se por outro lado que a conservacao in vitro de
germoplasma passa por riscos como também acontece
com as colecdes em campo. Portanto, além das
contaminacoes, outros problemas acometem uma
colecao in vitro e medidas como as que se seguem

devem ser adotadas para manté-la de maneira
eficiente:

1) Manusear cuidadosamente os acessos durante as
subculturas para evitar que ocorram misturas de
variedades devido a erros de identificacao.

2) Monitorar frequentemente o crescimento das
plantas in vitro para detectar a ocorréncia de
anormalidades, inclusive de genétipos variantes devido
ao fendbmeno da variacdo somaclonal.

3) Limpar de modo assiduo a sala de conservacao, de
forma a torna-la um ambiente com a maior condicao
asséptica possivel.

4) Evitar ao maximo a circulacdo de pessoas na sala de
conservacgao, tornando seu acesso restrito aos
técnicos vinculados ao laboratério e eventualmente
aguelas pessoas interessadas no tema.

5) Inspecionar regularmente os aparelhos que regulam
as condicOes do ambiente da sala de conservacao,
principalmente os condicionadores de ar e o timer,
responsaveis, respectivamente, pelo controle da
temperatura e do fotoperiodo, de maneira a detectar a
ocorréncia de acidentes ou falhas no funcionamento
desses equipamentos. Existem laboratérios que
possuem dispositivos eletronicos, tanto na sala de
conservacao de germoplasma como de crescimento
das culturas, que disparam algum tipo de alarme tao
logo acontecam alteragOes bruscas e fortes nas
condi¢cdes ambientais, notadamente na elevacao da
temperatura.

Outras desvantagens de um banco de germoplasma in
vitro estao relacionadas com a necessidade de
construcao de instalacdes e a exigéncia de mao-de-
obra especializada para o manuseio dos acessos.

Qualquer que seja o método adotado, a conservacao
de plantas in vitro se consegue mediante alteracées no
meio nutritivo e ambiente de cultivo, principalmente
em relacao a temperatura e intensidade luminosa, de
forma a aumentar ao maximo o periodo entre as
subculturas ou estendé-lo indefinidamente (Roca et al.,
1991). Com isso, reduz-se a quantidade de mao-de-
obra para o manuseio do material, o espaco fisico
necessario para acondicionar as plantas e os riscos de
ocorréncia de contaminacdes fungicas e bacterianas,
além de proporcionar ao melhorista acesso imediato a
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todo o germoplasma da colecao ou pelo menos a
agueles gendtipos que sejam de maior interesse para o
programa de melhoramento.

Como métodos de conservacao in vitro de
germoplasma, podem-se considerar os seguintes:

a) Crescimento Continuo a Taxas Normais
Este método consiste apenas em extrair gemas apicais
e laterais a partir de plantas cultivadas in vitro, antes
que entrem em senescéncia, subcultivando os
segmentos em meio normalmente empregado na
multiplicacdo do material, que é mantido sob condi¢cdes
ambientais propicias para a brotacao e
desenvolvimento dos explantes. No entanto, devido ao
crescimento rapido dos cultivos, como geralmente
acontece, este método exige uma maior quantidade de
mao-de-obra e aumenta a possibilidade de perdas dos
acessos por acidentes ou contaminacdes microbianas
com as repeticoes mais frequentes das subculturas.
Diante destes aspectos, para Malaurie et al (1998)
este sistema € satisfatorio apenas para a preservacao
temporaéria de colecGes e apoio ao intercambio de
germoplasma.

b) Supressdo Total do Metabolismo e Cresci-
mento Celulares (Criopreservacdo)

Santos (2001) considera que nenhuma das diferentes
metodologias existentes e em pratica, no momento,
para conservacao do germoplasma vegetal, permite
preservar a longo prazo, com alta estabilidade genética
e bioldgica, espécies que sao vegetativamente
propagadas ou que produzem sementes recalcitrantes
ou intermediérias. Portanto, torna-se necessario o
desenvolvimento de sistemas de conservacao a longo
prazo de estruturas organizadas de plantas que
pertencam aos grupos daquelas espécies, até porque
sempre existe um maior ou menor risco de
instabilidade citogenética quando o germoplasma é
conservado por muito tempo mediante técnicas de
cultivo in vitro de tecidos vegetais (CIAT, 1984).

Pelas razdes expostas, esforcos tém sido efetuados
para desenvolver procedimentos de conservacao de
germoplasma a temperaturas ultrabaixas ou
criopreservacao. No passado, a criobiologia foi voltada
para a preservacao de frutas, hortalicas e outras
partes da planta. Esse procedimento permitiu que o
material fosse preservado e tivesse ampliado o seu
tempo de conservacao. Agora é possivel estender os
métodos criobioldégicos para a conservacao de

germoplasma vegetal. Deter o estado de animacao,
reduzindo consideravelmente ou paralisando tanto os
processos metabdlicos como a deterioracao celular, e
preservar indefinidamente o genoma vegetal, sdo
agora os principais objetivos desta ciéncia. A
criopreservacao é uma técnica que permite manter o
material biolégico em nitrogénio liquido (-196°C) ou em
sua fase de vapor (-150°C) por longos periodos de
tempo, uma vez que a essas temperaturas ultrabaixas
processos como respiracao e atividades enzimaticas
sao inativados (Withers & Williams, 1998), paralisando
completamente o metabolismo celular nos explantes
(Brison et al., 1995), incluindo as divisdes celulares
(Giacometti & Goes, 1986). Apesar de ser ainda
considerado um método dispendioso e de eficacia
relativa para muitas espécies (Medeiros, 2003), trata-
se de um sistema nao-letal de conservacao de tecidos
biolégicos de maneira estavel por animacéo suspensa.
Muita controvérsia existe em relacao a viabilidade de
materiais preservados em nitrogénio liquido,
principalmente pelos problemas que surgem com a
complexidade técnica e biolégica dos processos de
congelamento e descongelamento (Withers & Williams,
1990). No entanto, vérios trabalhos nao tém mostrado
declinio na viabilidade, a exemplo do estudo
desenvolvido por Wang et al. (2005), que mantiveram
apices caulinares de mamao em nitrogénio liquido
durante dois anos e nao detectaram nenhum efeito
negativo na regeneracao de plantas. Além disso,
acredita-se que o material criopreservado permanece
geneticamente estavel.

c) Limitacdo do Crescimento para Taxas
Minimas

Neste sistema, que pode até ser considerado como um
banco ativo de germoplasma in vitro, brotos e plantas,
derivados diretamente de apices meristematicos e
gemas laterais, sdo mantidos em condicdes fisicas
(fatores ambientais) e/ou quimicas (composicao dos
meios de cultura) que permitem estender ao maximo o
intervalo das transferéncias para meios novos, sem
afetar a viabilidade e estabilidade genética dos cultivos
(Roca et al., 1991). Inclusive, durante os subcultivos
ha a possibilidade de selecionar explantes mais
vigorosos, que darao origem a plantas de melhor
qualidade para a manutencao in vitro.

Apesar de que diferentes tipos de explantes possam
ser empregados na conservacgao in vitro de
germoplasma vegetal, da-se preferéncia aos tecidos
meristematicos devido as seguintes razbes: a) as
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probabilidades de ocorréncia de mudancas genéticas
sao menores, ja que a limitacao da taxa de
crescimento do material armazenado pode ter um
efeito benéfico sobre a estabilidade da cultura, desde
que diminuindo a taxa de divisado celular deve-se
reduzir a freqiiéncia das mutacdes que ocorrem
durante a duplicacao de DNA na fase mitética do ciclo
celular; b) o germoplasma conservado esta livre de
patdgenos; c) os meristemas sao, freqiientemente, os
explantes mais apropriados para a micropropagacao; e
d) ocorre maior facilidade e seguranca nos
procedimentos de intercAmbio e utilizacao imediata do
germoplasma (Mroginski et al., 1991; Villalobos &
Engelmann, 1995; Vieira, 2000).

Em termos de fatores fisicos e quimicos que podem ser
manipulados para limitar o crescimento das plantas in
vitro, os mais importantes, respectivamente, sao a
temperatura e a intensidade luminosa, e os meios de
cultura com concentracdes mais baixas ou até mesmo
omissao de elementos nutritivos e suplementados com
agentes osmoéticos e inibidores de crescimento.

Na manipulacao desses fatores, a limitacao do
crescimento pode ser conseguida na maioria dos casos
com a reducao da temperatura e da luminosidade da
sala de conservacao. A reducao da temperatura para
0-6°C e 15-20°C pode diminuir a taxa de crescimento
in vitro de muitas espécies de clima temperado e de
plantas tropicais e subtropicais, respectivamente. A
diminuicao da intensidade luminosa, por sua vez,
também afeta a taxa de crescimento das plantas com
a reducado das exigéncias fotossintéticas e,
consequentemente, do metabolismo celular.

Baixas concentracdes de sais minerais e de sacarose,
que sao fatores essenciais para o crescimento das
plantas, também podem limita-lo. A adicdo ao meio de
cultura de manitol ou sorbitol, como agentes de efeito
osmatico, reduzem a absorcao de elementos minerais
pelas células em funcao da pressao osmética e, desse
modo, limita o crescimento das plantas.

Quanto aos inibidores de crescimento, a exemplo do
acido abscisico (AAB), cuidados devem ser tomados
em relacdo ao seu uso, ja que podem produzir
mudancas fisiolégicas ou gerar mutacdes, e assim
ameacar a estabilidade genética dos materiais
conservados in vitro (Giacometti & Goes, 1986;
Golmirzaie & Toledo, 1998).

O importante é que todos os procedimentos aplicados
para minimizar a taxa de crescimento sejam também
capazes de manter a maxima viabilidade dos cultivos,
haja vista que uma alta eficiéncia de regeneracao
facilita o desenvolvimento do ciclo seguinte de
conservacao. Esta viabilidade estd também associada
com o genétipo, ja que as variedades diferem em
relacdo a tolerancia a temperaturas mais baixas.

O método de limitacdo do crescimento dos cultivos a
taxas minimas é o empregado no momento na Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical, em Cruz das Almas-
BA, cujos detalhes serdao mostrados na segunda parte
desta Circular.

Estabilidade genética do germoplasma
conservado in vitro

Em diversos métodos de propagacao in vitro de plantas
tém-se observado a ocorréncia de alteracées
genéticas, que podem variar em um maior ou menor
grau em fungao da interacao entre o sistema de
cultura de tecidos (composicao do meio nutritivo,
ambiente fisico de cultivo etc.), a fonte de explante
empregada e o gendtipo. A cultura de apices
caulinares (meristema apical contendo 1 - 2 primérdios
foliares), por exemplo, tem possibilitado altas taxas de
multiplicacdao de muitas espécies vegetais, mantendo a
estabilidade genética dos gendtipos. No entanto,
guando se trata da conservacao in vitro de
germoplasma, outro fator que também deve ser levado
em conta, no que diz respeito a estabilidade genética
dos acessos, é a estratégia de preservacao utilizada.

A estabilidade genética das culturas tem sido, durante
muito tempo, um motivo de inquietacdo quando se
pensa em aplicar as técnicas in vitro para a
conservacao do germoplasma. Como sempre existe um
risco potencial de instabilidade citogenética quando o
germoplasma é mantido in vitro, é essencial que ocorra
um monitoramento continuo da estabilidade das
culturas. Assim, o monitoramento da estabilidade
genética in vitro de espécies cultivadas vem se
tornando uma questao prioritaria, inclusive porque
muito pouco se conhece sobre estudos quantitativos
realizados em cole¢cdes armazenadas in vitro. Apenas
um numero limitado de artigos bem constituidos
enfocam o efeito que o sistema da conservacéao in
vitro sob crescimento lento produz na estabilidade
genética do material vegetal preservado (Villalobos &
Engelmann, 1995).
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As possibilidades de alteracdes na estabilidade
genética do germoplasma estao associadas ao estadio
de diferenciacao do tecido em cultivo. Uma
estabilidade relativamente alta estéa relacionada com a
cultura de tecidos organizados, que sao menos
propicios aos riscos do surgimento de variacdes
somaclonais, enquanto que explantes considerados
como desorganizados sao normalmente sujeitos a uma
instabilidade mais elevada. Entre as estruturas
organizadas destacam-se 0s meristemas, apices
caulinares e gemas laterais como as mais estéaveis,
seguidas pelos embrides sométicos e gemas
adventicias. Ja os cultivos de células, protoplastos e
calos sao considerados como os sistemas de cultura de
tecidos que apresentam maior instabilidade, ao menos
teoricamente. De modo geral, os meristemas apicais
sdo os explantes particularmente apropriados para a
conservacao de germoplasma, haja vista o processo
ordenado de replicacao cromossdémica que apresentam
(Giacometti & Goes, 1986), o que reflete em uma
substancial reducéao do risco de instabilidade genética,
além, é claro, por se encontrarem livres de
microorganismos, requererem pouco espaco e
apresentarem um alto potencial de propagacao.

Em relacado aos trés métodos de conservacao in vitro
de germoplasma - Crescimento Continuo a Taxas
Normais, Limitacdo do Crescimento para Taxas
Minimas e Supressao Total do Metabolismo e
Crescimento Celulares - pode ocorrer mais ou menos
variacoes em funcao da formacao e regeneracao via
gemas adventicias durante o periodo de
armazenamento. Na medida em que se reduz a
temperatura de um tecido, o metabolismo celular
diminui até chegar a um estado de ‘suspensao
animada’ quando a temperatura alcanca niveis
inferiores a -150°C. A esta temperatura, 0s processos
biol6gicos cessam e as possiveis causas de
instabilidade serdo, entao, minimizadas ou eliminadas
(Roca et al., 1991), sendo que nenhuma modificacao
que poderia ser atribuida a criopreservacao ja foi
divulgada (Villalobos & Engelmann, 1995), o que
demonstra o potencial desta metodologia.

Sob condicdes de crescimento lento, as caracteristicas
mais importantes que sao avaliadas no armazenamento
de cultivos derivados de dpices ou gemas sao:
contaminacao, senescéncia foliar (relacao nimero de
folhas verdes/nimero de folhas mortas), nimero de
brotos verdes (importante para uma micropropagacao
posterior), nUmero de gemas viaveis (verdes) em

relacdo ao comprimento do caule (verde), presenca ou
auséncia de raizes, ocorréncia de calo e, claro, a
estabilidade genética das culturas. Considerando que
neste sistema de conservacao sao efetuados
subcultivos com certa freqiiéncia, existe algum risco
de ocorréncia de instabilidade, que aumenta
substancialmente quando determinadas espécies, a
exemplo da bananeira (Musa spp.), sdo mantidas in
vitro, especialmente em um sistema de crescimento a
taxas normais. Os genétipos de Musa mostram uma
tendéncia de instabilidade in vitro (Withers & Williams,
1998), ao contrario da mandioca, onde nenhuma
alteracdo, com base em descritores morfolégicos,
bioguimicos (isoenzimas) e moleculares, foi observada
em material de campo originado da cultura in vitro de
apices caulinares, depois de trés ciclos sucessivos de
conservacao sob crescimento lento (Villalobos &
Engelmann, 1995).

A interacao entre os diversos fatores envolvidos no
cultivo in vitro e o estresse que a planta sofre nessa
condicao acabam propiciando uma situacao de
instabilidade genética. Faz-se necessério, portanto,
avaliar periodicamente o germoplasma, utilizando,
preferencialmente, técnicas moleculares (marcadores
de DNA ou protéicos) e citogenéticas (Vieira, 2000),
haja vista que, adotando-se critérios morfolégicos,
torna-se dificil detectar diferencas entre os gendtipos
mantidos in vitro (Roca et al., 1991).

Protocolo de conservacao in vitro de
germoplasma de mandioca sob
condicées de crescimento minimo

Como ja mencionado, nesta segunda parte da Circular
se discorrerd sobre a conservacao in vitro de
germoplasma de mandioca mediante o sistema de
Limitacao do Crescimento para Taxas Minimas,
enfocando o caso particular da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical.

O banco in vitro de mandioca na Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical foi iniciado em 1988, com o
objetivo geral de evitar o perigo potencial da erosao
genética dos acessos cultivados de Manihot esculenta
e manter a variabilidade necessaria aos programas de
melhoramento genético da cultura. No processo,
variedades de mandioca, oriundas de diversas regides
brasileiras e varios paises, e que formam o banco ativo
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de germoplasma implantado a campo, foram
paulatinamente transferidas para a condicao in vitro,
via a cultura de apices caulinares em meios nutritivos
definidos e sob condicdes ambientais totalmente
controladas.

Este procedimento de conservacao in vitro de
gendtipos de mandioca envolve vérias etapas (Fig. 2),
as quais serao descritas e ilustradas com todos os
pormenores para que este protocolo possa ser
facilmente reproduzido.

‘ Colheita de manivas no campo ‘

Mesmo dia

| Plantio de estacas em casa de vegetagéo |

12-15 dias

‘ Colheita de brotos em casa de vegetacao ‘

Mesmo dia

\Desinfestagéo de brotos em camara de fluxo Iaminaq

Mesmo dia

Extracao de apices caulinares em camara de
fluxo laminar

Mesmo dia

Estabelecimento de apices caulinares em meio
de cultura

30 dias

Desenvolvimento dos apices caulinares e
formacao de plantas

90 dias

Micropropagacao de plantas
15 dias

Formacao das primeiras folhas e raizes
nas novas plantas

Mesmo dia

Transferéncia das plantas para a colecao in vitro

Fig. 2. Esquema geral dos métodos atualmente empregados na
preservacao de germoplasma vegetal.

Estabelecimento dos explantes

A introducao de acessos de mandioca no sistema de
conservacao in vitro geralmente ocorre de duas
formas: a partir de brotos germinados em estacas, o
modo mais comumente empregado, ou de plantas que
ja estao sendo cultivadas em laboratério.

A partir de estacas

Plantas com idade entre 8 e 14 meses (Fig. 3A), sadias
e vigorosas, devidamente identificadas quanto ao
gendtipo, normalmente cultivadas em bancos de
germoplasma estabelecidos a campo, sao selecionadas,
podadas a 10-15 cm do solo (Fig. 3B) e seccionadas
em estacas com aproximadamente 15-20 cm de
comprimento, empregando um facao bem afiado ou
uma serra manual (Fig. 3C). Caso nao seja possivel
obter plantas diretamente de bancos de germoplasma,
pode-se recorrer a material de campos experimentais
ou até mesmo de areas de produtores, desde que o
gendtipo seja comprovadamente reconhecido e que
esteja sob um bom controle fitossanitario.

Fig. 3. Plantas de mandioca em bom estadio de desenvolvi-

mento para fornecimento de manivas (A), podadas a cerca de
10-15 cm do solo (B) e seccionadas em estacas de 15-20 cm

com serra manual (C).

Fotos: Anténio da Silva Souza
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As estacas sao, entao, plantadas em casa de
vegetacao, em bandejas de isopor contendo substrato
composto por fibra de coco e Plantmax®, na proporcéo
de 1:1 (Fig. 4A). Caso se trate de um substrato que vai
ser reutilizado, deve preferencialmente ser esterilizado
por autoclavagem durante uma hora, sob temperatura
de 121°C e pressao de 1,05 gk/cm? (Fig. 4B).
Opcionalmente, estacas contendo duas gemas (Fig.
5A) podem ser plantadas em camara de propagacao
réapida (Fig. 5B), uma estrutura que é empregada em
um sistema alternativo de multiplicacdo acelerada de
material de plantio de mandioca. Em ambos os casos,
as estacas podem ser tratadas com um fungicida
(Manzate ou Brassicol, respectivamente a 1,5 ou 2 g/L)
associado a um inseticida (Malatol ou Dimetoato,
respectivamente a 1 ou 2,5 g/L) em imersao por 5
minutos, para eliminar qualquer praga presente no
material de plantio.

Nesta etapa do processo, trés aspectos devem ser
levados em consideracao. O primeiro diz respeito ao
terco superior da planta selecionada, que, por ser mais
herbaceo, produzird brotos menos vigorosos e,
portanto, deve ser eliminado (Fig. 6A). O segundo
aspecto é que o corte efetuado no momento do
seccionamento da maniva deve ser feito em angulo
reto (Fig. 6B), de forma transversal, para que ocorra
uma formacao mais uniforme de raizes nas manivas.
Neste momento, pode-se comprovar se realmente a
planta estava no estadio adequado de crescimento
para colheita da maniva, observando-se o didametro da
medula das estacas. Este didametro deve ser em torno
de 50% da medula total da maniva. Por ultimo,
cuidados devem ser tomados durante a colheita e
retirada da planta matriz do campo, bem como por
ocasiao do seccionamento da maniva, tratamento
fitossanitario, transporte das estacas para a casa de
vegetacao e seu plantio em substrato, de maneira que
nao ocorram danos mecanicos nas suas gemas e
epiderme (Fig. 6C), protegendo-as ao maximo para
garantir uma boa taxa de germinacao e formacao de
brotos bem desenvolvidos.

A concentracdo de microrganismos que podem causar
contaminacgoes, presentes na superficie dos tecidos, é
dependente das condicdes ambientais onde as plantas
fornecedoras de explantes sdo cultivadas. Certamente
ela serd mais baixa em tecidos provenientes de
camaras climatizada e de termoterapia, e mais alta
naqueles oriundos de casa de vegetacao, camara de

Fig. 4. Plantas de estacas de mandioca em casa de vegetacao

(A) e substrato acondicionado em saco de pléstico e
autoclavado para reutilizacdo (B).

Fig. 5. Estacas de duas gemas plantadas (A) camaras de

propagacdo acelerada de material de plantio de mandioca (B).

Fotos: Anténio da Silva Souza

Fotos: Anténio da Silva Souza
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propagacao rapida e campo. Diante das condicdes nao-
assépticas da casa de vegetacao, ambiente indicado
neste protocolo para o cultivo de estacas de mandioca,
é interessante que os brotos sejam manipulados com a
maior assepsia possivel, para reduzir a probabilidade de
contaminacao dos apices caulinares quando
estabelecidos in vitro.

Fig. 6. Terco superior de planta de mandioca (A), estacas

cortadas em angulo reto (B) e setas indicando danos nas

gemas e superficie das manivas (C).

Assim, aproximadamente aos 12-15 dias, a depender
da variedade, as gemas brotam e se desenvolvem,
tanto em casa de vegetacao (Fig. 7A) como em
camara de propagacao rapida (Fig. 7B), ocasidao em
que os apices ja podem ser cortados. Com o auxilio de
uma tesoura afiada e/ou uma lamina de bisturi nova, os
brotos sdo extraidos, com um tamanho em torno de
1,5-2,0 cm (Fig. 7C), e colocados em um béquer
pequeno, previamente identificado com o nome do
gendtipo, contendo um pouco de dgua destilada e/ou
deionizada para evitar que desidratem, mesmo sendo
levados imediatamente para o laboratério, o que
refletird em uma maior taxa de sucesso no cultivo dos
apices caulinares. Os brotos sdo, entdo, transportados
para o laboratério, a fim de se proceder sua
desinfestacao, o isolamento e o estabelecimento in
vitro dos apices caulinares.

Fig. 7. BrotacGes em estacas de mandioca cultivadas em casa

de vegetacdo (A), cdmara de propagacdo rapida (C) e brotos

(C) de onde serdo extraidos os apices caulinares.

a) Desinfestacdo dos Brotos

Realizada obrigatoriamente na cadmara de fluxo
laminar, sob condicdes assépticas, esta etapa visa
eliminar os microrganismos presentes na superficie do
explante. No processo de desinfestacao procura-se
eliminar bactérias e fungos, principalmente, e assim
evitar as contaminacdes. Naturalmente, os meristemas
apicais em si estdo isentos da presenca de
microrganismos. No entanto, os apéndices situados no
seu entorno podem conter microrganismos que vao
desencadear todo um processo de contaminacao.

As contaminacoes se constituem em um dos pontos
mais criticos de todo o processo in vitro, ja que podem
causar prejuizos consideraveis tanto no
estabelecimento dos apices caulinares no meio de
cultura como nas fases seguintes de multiplicacao e

Fotos: Anténio da Silva Souza
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enraizamento das plantas. Diante desse potencial de
risco, é fundamental prevenir as contaminacoes e,
antes mesmo de iniciar o processo de desinfestacao
dos explantes, vestir um guarda-pé, que s6 deve ser
usado dentro das instalacdes do laboratério, e lavar as
maos e antebragcos com agua e sabao e enxagué-los
com élcool 70%. Existe uma ampla gama de
substancias quimicas que possuem acao germicida e
podem ser empregadas na desinfestacao dos
explantes. De modo geral, as mais utilizadas sao o
etanol e aquelas a base de cloro. O etanol deve ser
usado antes do hipoclorito, pois, além da acao
germicida, exerce, ainda, a de surfactante, eliminando
as bolhas de ar presentes na superficie do explante e
permitindo que o cloro tenha um maior contato com o
material vegetal.

Inicialmente, fora da cdmara de fluxo laminar, deve-se
eliminar as folhas maiores que nao fazem parte da
regiao apical (Fig. 8A), retornando os brotos para o
béquer com agua. Prontos para o processo de
desinfestacdo, os brotos sao levados para a cdmara de
fluxo laminar, transferidos para uma pequena bolsa de
malha de nylon ou gaze, submersos em alcool 50%
durante 1 minuto (Fig. 8B). Nessa concentracao de
50%, o alcool ndo provoca uma desidratacao rapida
nos tecidos e, além de atuar como germicida, tem a
propriedade de ser surfactante, quebrando a tensao
superficial do tecido e, consequentemente, facilitando
a acao do agente desinfestante sobre o explante. Logo
depois os brotos sdo submersos em agua deionizada
autoclavada por 15 segundos e posteriormente em
solucao de hipoclorito de sédio a 0,25% por 3 minutos
(Fig. 8C). Em seguida devem ser imersos em agua
deionizada autoclavada por trés vezes consecutivas
(aproximadamente durante cinco segundos cada vez),
substituindo a 4gua apés cada imersao, de forma a
eliminar residuos do cloro nos explantes, o que pode,
além de causar lesdes nos tecidos, alterar o pH do
meio nutritivo e assim prejudicar o estabelecimento e o
desenvolvimento posterior dos apices caulinares.

Manter os brotos no béquer em uma pequena lamina
de 4gua, para evitar que desidratem, e proceder a
extracao dos apices caulinares logo em seguida,
evitando, portanto, que uma permanéncia prolongada
dos brotos na dgua cause o amolecimento dos tecidos
e dificultem o isolamento.

Fotos: Anténio da Silva Souza

Fig. 8. Eliminacdo de folhas, da esquerda para a direita, em

brotos de mandioca (A), para desinfestacdo em é&lcool a 50%
(B) e hipoclorito de s6dio a O, 25% (C).

b) /solamento dos Apices Caulinares

Os éapices caulinares extraidos de brotacoes de estacas
plantadas em casa de vegetacado e camara de
propagacao rapida sao mais apropriados para iniciar
um sistema de micropropagacao de mandioca do que
aqueles retirados de plantas no campo, por trés razoes:
a) menor concentracao de microrganismos na
superficie dos tecidos; b) facilidade de coletar os
brotos em um local mais préximo do laboratério; e c)
as estacas se constituem em uma fonte continua de
provisado de apices caulinares por um tempo
consideravel.

O tamanho do apice caulinar € um ponto critico para
sua regeneracao e conseqliente formagcao de uma
planta completa, considerando-se especialmente se o
objetivo do cultivo in vitro é também a eliminacao de
virus. Geralmente, quanto maior o tamanho do apice
caulinar maior a probabilidade de regeneracao de
plantas. No entanto, maiores serao as possibilidades
dessas plantas possuirem virus, quando for o caso,
tornando-se necessario, portanto, reduzir o tamanho do
apice caulinar até o limite que permita uma alta taxa
de recuperacao de plantas isentas daqueles patégenos,
principalmente se as estacas empregadas como fontes
de explantes ndo forem expostas a termoterapia.
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Devido ao diminuto tamanho do apice caulinar da
mandioca ap6s seu isolamento, esta operacao deve ser
a mais rapida e precisa possivel, de forma a evitar a
desidratacao dos tecidos e assegurar a maior taxa
possivel de sobrevivéncia dos explantes. Essa
desidratacao é favorecida tanto pelo fluxo de ar da
camara como pelo calor gerado pelas lampadas do
microscoépio estereoscépico, que tem de ser
obrigatoriamente utilizado no processo, por causa do
minusculo tamanho dos explantes. Trabalhando no
campo visual de um microscépio estereoscépico, com
aumentos de 10 a 40X (Fig. 9A), vai-se eliminando
gradativamente os apéndices (folhas e estipulas) com o
auxilio de pinca e bisturi contendo uma lamina nimero
11 (Fig. 9B), até que se consiga visualizar o &pice
caulinar, que tem como caracteristica marcante um
forte brilho. Nesse momento, o pice caulinar
apresenta 1-3 primérdios foliares e um tamanho de até
0,5 mm, devendo, entao, ser cortado, de forma que
fique aderido a ponta da lamina (Fig. 9C), para facilitar
sua transferéncia ao meio de cultura. Este corte deve
ser feito de forma rapida e cuidadosa, para evitar a
desidratacao excessiva dos tecidos e garantir um
maior indice de sobrevivéncia dos explantes.

Fig. 9. Broto de mandioca no campo visual do

estereomicroscépio, eliminacdo gradativa de apéndices (folhas
e estipulas) (B) e éapice caulinar apropriadamente extraido e

pronto para ser estabelecido in vitro (C).

Recomenda-se que a ldmina de bisturi utilizada no

corte final do 4pice caulinar seja usada apenas com
esta finalidade, para que se fazer uma incisdo muito
precisa, evitando provocar danos nos tecidos. Outro

conjunto de bisturi e Idmina seria utilizado, entédo, para
proceder a eliminacao das folhas e estipulas na fase
inicial da operacao.

c) Estabelecimento In Vitro dos Apices
Caulinares

Colocar rapidamente o apice caulinar sobre a
superficie de 2,5 mL do meio de cultura de
estabelecimento (Fig. 10), previamente distribuidos em
tubos de ensaio de 14 mm de diametro e 100 mm de
tamanho, transferindo-os posteriormente para a sala
de crescimento, sob condicdes de temperatura de

27 +1°C, densidade de fluxo de fétons de 30 ymol/m?/
s e fotoperiodo de 16 horas. Recomenda-se cobrir os
tubos de ensaio com 1-3 camadas de gaze, durante os
10 primeiros dias do estabelecimento, para reduzir a
luminosidade e permitir uma répida diferenciacdo e um
melhor desenvolvimento dos explantes. Tem-se
observado que o emprego de tubos de ensaio pequenos
no cultivo de apices caulinares de mandioca implica em
pequena formacao de calo, o que reflete em maior
rapidez na regeneracao de plantas. O calo parece
interferir na diferenciacdo normal do tecido vascular
entre a raiz e o caule dificultando seu funcionamento
(CIAT, 1980).

Fig. 10. Apice caulinar de mandioca aderido na ponta de

lamina de bisturi (no detalhe) sendo inoculado em meio de

cultura de estabelecimento.

Uma adequada composicao do meio de cultura é
determinante para desencadear os processos
morfogenéticos necessarios a regeneracao de plantas,
pois fornece aos meristemas os nutrientes e demais
fatores de crescimento necessarios para sua

Fotos: Anténio da Silva Souza
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diferenciacao em caules, folhas e raizes. E de
relevante importéancia incluir na sua formulacao uma
apropriada combinacao de substancias reguladoras de
crescimento, representadas por uma auxina, uma
citocinina e uma giberelina. Essas substancias iniciam
as reacoes quimicas, mudam a composicao quimica
dentro das plantas e, quando associadas a fatores
ambientais, como luz e temperatura, interagem com os
processos biogquimicos durante o crescimento e
diferenciacao (Almeida et al., 1997/98). No caso
especifico da mandioca, esses reguladores de
crescimento tém sido representados, geralmente, pelo
acido naftalenoacético (ANA), benzilaminopurina (BAP)
e acido giberélico (AG,), haja vista os bons resultados
que propiciam ao cultivo in vitro dos apices caulinares
dessa euforbiacea.

O meio de cultura empregado no estabelecimento in
vitro de apices caulinares de mandioca é composto

pelos sais minerais do MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado com tiamina-HCI, inositol, reguladores de
crescimento e sacarose (Mafla et al., [200-?]),
gelificado com &gar ou Phytagel” e pH ajustado em
5,7-5,8 (Tabela 1), com KOH (ou NaOH) 0,5-1,0N,
apods a adicado de todos os componentes. Com este pH,
ligeiramente acido, o meio de cultura favorece o
crescimento dos apices caulinares estabelecidos.

Esta composicao basica do meio de estabelecimento
associada as concentracdes de ANA, BAP e AG,,
indicadas na Tabela 1, tém permitido alcancar 100%
de regeneracao de plantas a partir do cultivo in vitro
de apices caulinares da quase totalidade dos genétipos
de mandioca que vém sendo micropropagados.

Depois de distribuidos nos tubos de ensaio (Fig. 11A), o
meio deve ser autoclavado a uma temperatura de
121°C e pressao de 1,05 kg/cm?, durante 20 minutos
(Fig. 11B).

Tabela 1. Meios de cultura empregados nas fases do estabelecimento in vitro de apices caulinares, multiplicacao/
enraizamento e conservacao in vitro de germoplasma de mandioca.

Macronutrientes Estabelecimento

NH4NO3 1.650
KNOs 1.900
CaCl2.2H20 450
MgS04.7H20 370
KH2PO4 170
FeS04.7H20 27,8
Na2EDTA.2H20 37,3
Micronutrientes

Kl 0,83
HsBOs 6,2
MnS04.4H20 22,3
ZnS04.7H20 8,6
Na2Mo04.2H20 0,25
CuS04.5H20 0,025
CoCl2.6H:20 0,025
Vitamina + Hexitol

Tiamina — HCI 1
Inositol 100
Reguladores de crescimento

ANA 0,02
BAP 0,04
AGs 0,05
Sacarose (g) 20
Agar? (g) 8
Phytagel 2 (g) 1,8

TEm mg/L, exceto o indicado
2Um ou outro

Multiplicacdo/Enraizamento Conservacdo
550 1.650
633 1.900
150 450
123 370

57 170
9,3 27,8
12,4 37,3
0,28 0,83
2,1 6,2
7.4 22,3
2,9 8.6
0,08 0,25

0,008 0,025
0,008 0,025

1 1
100 100
0,01 0,01
0,01 0,02
0,01 0,10

20 20

8 8

2 2

15



16

Fotos: Anténio da Silva Souza

Foto: Anténio da Silva Souza

Preservacdo de Germoplasma Vegetal, com Enfase na Conservacéo in Vitro de Variedades de Mandioca

Ty

Fig. 11. Distribuicdo (A) e autoclavagem (B) do meio de

cultura de estabelecimento in vitro de &pices caulinares de

mandioca.

Apds os 10 primeiros dias, eliminar a gaze e transferir
os apices caulinares, que ja devem apresentar um
tamanho em torno de 0,5 cm (Fig. 12), uma coloracao
verde-pdlido e alguma diferenciacao de suas
estruturas, para tubos de ensaiode @ = 16 x A =
125 mm, contendo 3,0 mL do meio de cultura de
estabelecimento recém preparado.

Fig. 12. Apices caulinares de mandioca em diferenciaco.

Os eventos de diferenciacao dos tecidos continuam
evoluindo e com mais 10-20 dias ja havera a formacéao
de um pequeno caule com 1,0-1,5 cm de tamanho e a
expansao de algumas folhas (Fig. 13A).
Frequentemente acontece o desenvolvimento de um
pequeno calo na base e/ou o crescimento de raizes
(Fig. 13B), que devem ser eliminados e o material ja
pode ser conduzido para a fase seguinte do processo,
que é a multiplicacdo. No entanto, como o padrao geral
de desenvolvimento dos meristemas apicais depende
da variedade de mandioca, da composicao do meio de
cultura ou da interacao de ambos os fatores, pode
ocorrer as seguintes alteracoes: a) formacao de um
caule sem raizes, em cuja base cresce apenas calo (as
raizes sao formadas depois de um longo periodo de
permanéncia do caule no meio de cultivo); b) formacéao
de um pequeno caule com raizes muito longas; c)

Foto: Antdnio da Silva Souza

formacao de um caule muito pequeno com numerosas
gemas, porém sem raizes; e d) falta total de
crescimento e desenvolvimento (CIAT, 1980).
Procedimentos otimizados em todo o processo de
micropropagacao da mandioca refletirdao na eliminacao,
ou pelo menos, minimizagao, dessas alteragées.

Ry -

Fig. 13. Brotos de mandioca originado do cultivo in vitro de

apices caulinares mostrando as primeiras folhas (A) e forma-

cdo indesejavel de calo (B).

A partir de material in vitro

Neste caso, o procedimento é facilitado e agilizado, haja
vista que os gendtipos ja estdao sendo cultivados in vitro
(Fig. 14), dispensando-se, portanto, os diversos passos
observados anteriormente, quando os apices caulinares
sao extraidos de brotos oriundos de estacas cultivadas
em casa de vegetacao. Outra vantagem deste
procedimento é que as plantas selecionadas para a
extracdo das gemas apicais e/ou laterais ja se encontram
isentas de contaminacdes provocadas por fungos,
bactérias e outros agentes, anulando-se praticamente a
possibilidade do surgimento de tais microrganismos nos
materiais que serdo conservados in vitro.

Fig. 14. Plantas
de mandioca
empregadas no
estabelecimento
in vitro de um
banco de

germoplasma.

Fotos: Antonio da Silva Souza
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Micropropagacao

Independentemente do procedimento adotado no
estabelecimento dos explantes, todo material é
submetido a uma etapa de multiplicagao in vitro ou
micropropagacao, de maneira a se obter a quantidade
de plantas de cada gendtipo necessaria para a
conservacao em si. Esta fase deve ser conduzida de
forma a obter uma taxa de multiplicacao satisfatéria,
sem interferir na qualidade do material. Essa qualidade,
associada a uniformidade no desenvolvimento das
plantas, serd muito importante para a formacao do
sistema radicular, processo fundamental para o éxito
da conservacao in vitro.

Portanto, com base nestes aspectos e visando a
obtencao de plantas de mandioca de qualidade, a etapa
da micropropagacao deve abranger trés pontos
basicos: as subculturas, a composicao do meio
nutritivo e as condicdes ambientais de cultivo.

Subculturas

Conforme mencionado anteriormente, faz-se
necessario multiplicar cada genétipo de mandioca para
se conseguir o nimero de plantas que seré destinado a
conservacdo. Entretanto, além da quantidade, deve-se
atentar para a producao de plantas bem homogéneas
em termos de desenvolvimento e que mantenham as
caracteristicas genéticas da planta matriz. Para isso,
quando a planta atingir um tamanho que permita ter
sua haste seccionada em vérias microestacas, deve
ser micropropagada. E muito importante, antes de
iniciar o processo de micropropagacao, analisar o
aspecto da plantas, se apresenta um bom vigor
vegetativo, coloracao verde e auséncia de problemas
como vitrificacao e tecidos necrosados. Ilgualmente
importante é observar a cultura contra a luz da camara
de fluxo laminar para verificar se ha ocorréncia de
contaminacoes bacterianas e/ou fungicas. Apds
concluir que a planta apresenta condicOes satisfatérias
para ser multiplicada, deve ser retirada do tubo de
ensaio com o auxilio de uma pinca de tamanho médio,
até que sua parte basal (sistema radicular com ou sem
meio de cultura) fiqgue cerca de 1,0 cm da boca do
tubo. Eliminar todas as folhas, exceto a primordial,
com uma tesoura, e cortar a haste da planta préximo a
boca do tubo, deixando-a cair sobre papel de filtro
esterilizado. Outro procedimento que pode ser adotado
é retirar a planta do tubo de ensaio, deposita-la sobre o
papel de filtro (Fig. 15A) e eliminar as folhas com uma
ldamina de bisturi nimero 10. De uma forma ou de
outra, o passo seguinte consiste em, utilizando pinca e

bisturi, seccionar a planta a partir da regido apical em
segmentos de 1,0-1,5 cm, contendo 1-3 gemas, de
maneira que o corte superior de cada microestaca seja
feito 1-2 mm acima da gema mais alta (Fig. 15B).
Pegar a microestaca pela parte superior com uma
pinga grande (25 cm de tamanho) e inserir
aproximadamente 1/3 dela no meio de cultura (Fig.
15C). A pinca deste tamanho facilita introduzir a
microestaca no meio de cultura de multiplicacao/
enraizamento, haja vista que o tubo de ensaio
recomendado para esta etapa possui 15 de
comprimento.

Wi .. |

Fig. 15. Planta de mandioca para ser micropropagada (A),
microestaca lateral mostrando a gema axilar (B) e
microestacas cultivadas em meio de multiplicacao/

enraizamento (C).

Como uma planta de mandioca cultivada in vitro é
muito tenra, esta operacao deve ser realizada o mais
rapido possivel, para evitar que a exposicao ao fluxo
continuo de ar da cadmara provoque a desidratacdo dos
tecidos. Além da agilidade no manuseio do material,
outra medida interessante para evitar a desidratacao é
trabalhar com um pequeno nimero de explantes por
vez.

Outro aspecto a ser considerado esta relacionado com
o tipo do explante, haja vista que esta caracteristica,
juntamente com seu tamanho e a composicao do meio
de cultura, irdo refletir na taxa de multiplicacdo. Uma
planta de mandioca para ser micropropagada é
seccionada em segmentos entre 1,0 e 1,5 cm de
tamanho, resultando geralmente em uma microestaca
contendo a gema apical e as demais com pelo menos
uma gema lateral. Posteriormente, com o cultivo in

Fotos: Anténio da Silva Souza
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vitro, as gemas se diferenciam em parte aérea (caule e
folhas) e raizes. Para uma formacédo mais homogénea
de plantas, as microestacas que contém gemas laterais
devem ser colocadas, preferencialmente, em meio de
estabelecimento, enquanto aquelas que possuem a
gema apical podem ser cultivadas também nesse
mesmo meio ou no meio de multiplicacao/
enraizamento. As microestacas cultivadas no meio de
estabelecimento deverao ser transferidas para o meio
de multiplicacao/enraizamento apdés 15 dias. No
entanto, caso se necessite de material em um espaco
de tempo mais curto, cultivar todas as microestacas
no meio de multiplicacao/enraizamento.

Outro ponto a ser verificado é a frequéncia das
subculturas, que devem ser feitas quando as plantas
estiverem em crescimento ativo, evitando-se
multiplicar aquelas que ja estdo mostrando algum sinal
de senescéncia nas partes aéreas e com o meio de
cultura apresentando uma tonalidade amarronzada.
Assim, ao atingir a tampa do tubo de ensaio, cada
planta geralmente apresenta o maximo de vigor e deve
ser novamente seccionada, repetindo-se um novo ciclo
de micropropagacao a cada 75-90 dias, a depender do
gendtipo.

Meio de cultura

Normalmente, para a maioria das espécies vegetais, o
meio de cultura empregado na fase de multiplicacao
tem a mesma composicao béasica (sais minerais e
vitaminas) utilizada na etapa anterior, a de
estabelecimento. Para a mandioca tal regra também se
aplica e a variacao que existe entre os dois meios diz
respeito as concentracdes de ANA, BAP e AGS, que
sdo mais baixas no de multiplicacdao/enraizamento
(Tabela 1), permanecendo iguais as doses dos demais
componentes (sais minerais, tiamina-HCI, inositol e
sacarose). O meio de multiplicacao/enraizamento
também ¢é solidificado com &gar ou Phytagel®, sendo
que a concentracao do segundo gelificante deve ser
aumentada para 2 g/L. O pH também é ajustado em
5,7-5,8 e 0 meio autoclavado a uma temperatura de
121°C e pressdo de 1,05 kg/cm?, durante 20 minutos.

Podem ser empregados tubos de ensaio de tamanho
grande,de @ = 18, 20 0u 25 x A = 150 mm,
contendo, respectivamente, 5, 7 ou 10 mL de meio de
cultura. Para fins de economia, ao utilizar tubos de 25
x 150 mm (Fig. 16A), pode-se distribuir até trés
microestacas por recipiente. No entanto, em outros
tipos de recipientes as plantas de mandioca se

desenvolvem bem, a exemplo de frascos de vidro
redondos (J = 6,5cm x A = 10,0 cm) (Fig. 16B) e
caixas de plastico quadradas (A = 8,0cmxL = 7,5
cm) (Fig. 16C), com 40 e 70 mL de meio, onde sao
cultivados, respectivamente, até 5 e 9 explantes.

Ao contrério do que acontece com muitas outras
espécies, quando se faz necessario um meio de cultura
para o alongamento e outro para o enraizamento dos
novos brotos, as variedades de mandioca alongam e
enraizam muito bem no mesmo meio de multiplicacao,
0 que se constitui em uma consideravel economia.

Fig. 16. Micropropagacdo da mandioca em meio de multiplica-

cdo/enraizamento distribuido em tubo de ensaio (A), frascos de

vidro (B) e caixas de plastico (C).

Condicdes ambientais

A taxa de crescimento in vitro pode ser controlada
mediante ajustes em aspectos inerentes ao material
vegetal (genétipo, tipo de explante) e ao meio de
cultura (nutrientes orgéanicos e inorganicos, reguladores
de crescimento, concentragao osmdtica, o estado
fisico e seu pH), conforme comentado anteriormente,
bem como aos fatores relacionados com as condicoes
fisicas do ambiente de cultivo, ou seja, temperatura,
umidade, luminosidade e fotoperiodo. Entre esses
fatores, a temperatura e a luminosidade se destacam
como os de maior influéncia sobre as respostas
morfogenéticas in vitro.

Em geral, grande parte das plantas é cultivada in vitro
sob temperatura entre 25 e 30°C. No caso da

Fotos: Anténio da Silva Souza
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mandioca, ela vem sendo cultivada em uma
temperatura continua de 27 +1°C, mantida com
termostato, haja vista que, por se tratar de uma
espécie tropical, tem o ciclo de vida desenvolvido em
um clima relativamente uniforme.

Por sua vez, a luz exerce um grande efeito
morfogenético no desenvolvimento da planta in vitro,
desempenhando um papel importantissimo nos
processos da fotossintese, fotomorfogénese e
fototropismo. Ela promove o crescimento e
desenvolvimento das plantas mediante trés fatores:
qualidade (comprimento de onda), quantidade
(intensidade luminosa ou fluxo de fétons) e duracao
(fotoperiodo). No entanto, apesar de se reconhecer a
importancia morfogenética destes componentes, os
estudos realizados com o objetivo de analisa-los sao
escassos (Villalobos & Thorpe, 1991). No Laboratério
de Cultura de Tecidos da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical, a mandioca é cultivada in vitro
sob densidade de fluxo de fotons de 30 ymol/m?/s,
proporcionada por lampadas fluorescentes brancas
frias em ciclo de fotoperiodo/escuro de 16/8 horas
controlado por um timer.

Além disso, Mafla et al. ([200-?]) chamam a atencao
para um outro fator ambiental que é a umidade
relativa. Caso seja maior que 70%, condicao que pode
propiciar o desenvolvimento de microrganismos e
aumentar o risco de contaminagao das culturas, é
necessario usar um desumidificador, equipamento que
permite regular esse fator. E esta preocupacao é ainda
maior quando se tratar de uma colecao in vitro, onde
0s acessos devem ser mantidos em ambiente com o
maximo de assepsia.

Avaliacdo das culturas em multiplicacao
Em todas as etapas do processo de cultivo in vitro de
tecidos de plantas deve-se monitorar rigorosamente o
surgimento de contaminacdes, o desenvolvimento dos
explantes de partida, o crescimento e o enraizamento
das plantas, e o estado do recipiente de cultura.
Bactérias e fungos (Fig. 17A) sdo os contaminantes
mais comuns dos meios nutritivos e podem ser
facilmente detectados nos cultivos in vitro,
especialmente se o agente gelificante for alguma goma
tipo ‘gelan’, a exemplo do Phytagel” (Fig. 17B), que
deixa o meio nutritivo bem mais transparente que o
agar (Fig. 17C). Uma vez comprovado que esta
contaminado, o material deve ser imediatamente
isolado e autoclavado durante uma hora sob

temperatura de 121°C (1,05 kg/cm?). No entanto,
CIAT (1984) recomenda que no caso do surgimento de
contaminacdes em cultivos de materiais valiosos e/ou
escassos, deve-se excisar o dpice o mais distante
possivel da drea contaminada, sob condicdes de
rigorosa assepsia. Para fazer a excisao, se extrai
parcialmente a planta do tubo, de tal forma que saia
apenas a extremidade superior do tecido,
supostamente limpo. Corta-se o pice com a ajuda de
uma tesoura, depositando-o sobre papel esterilizado.
Imediatamente, com a ajuda de um bisturi, corta-se 1
mm da base para eliminar o tecido danificado e se
inocula o dpice em um meio novo.

Fotos: Anténio da Silva Souza

Fig. 17. Planta de mandioca contaminada por bactéria (A) e

meios de cultura gelificados com Phytagel’ (B) e &agar (C).

Quanto ao desenvolvimento da planta in vitro, atentar
para as estruturas do sistema radicular e do caule, que
devem apresentar um crescimento normal, nao
atrofiado. As folhas devem possuir uma coloracao
verde intensa, sem manchas clordticas.

O estado e a tampa do tubo de ensaio ndo devem
apresentar nenhuma ruptura, e sua identificacao,
sempre visivel, sdo também aspectos a serem
controlados para que se possa ter maior sucesso nos
cultivos.

Conservacao

Apés essa rigorosa avaliacdao dos materiais na fase de
micropropagacao, as plantas bem desenvolvidas podem
ser seccionadas e as microestacas, também com um
tamanho de 1,0-1,5 cm, contendo a gema apical e as
gemas laterais subsequentes (Fig. 18A), colocadas no
meio de conservacao e mantidas na sala de
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Fig. 18. Microestacas apical e laterais (A), cultivadas no meio

de conservacdo e mantidas na sala de crescimento (B) e planta
de mandioca com folhas e sistema radicular em estadio

adequado de transferéncia para a sala de conservacao (C).

No banco in vitro de germoplasma de mandioca da
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical mantém-se
trés tubos de ensaio por gendtipo, cada tubo com trés
plantas. Nos itens seguintes se discorrera sobre o
procedimento adotado no processo de conservacao in
vitro do germoplasma de mandioca.

Meio de cultura

O meio de cultura usado para desacelerar o
crescimento dos cultivos, prolongando o intervalo entre
a subculturas, constitui-se das concentracoes normais
dos sais minerais do MS basico, contendo também
tiamina-HClI, inositol, reguladores vegetais, sacarose
(Mafla et al., [200-?]) e um agente solidificante, que
pode ser o agar ou Phytagel’, com o pH ajustado em
5,7-5,8 (Tabela 1). A exemplo dos meios de cultura
citados anteriormente, o0 meio empregado na
conservacao in vitro dos acessos de mandioca deve ser
também autoclavado em uma temperatura de 121°Ce
pressdo de 1,05 kg/cm?, por 20 minutos.

Condicoes ambientais

Também na conservacao in vitro deve-se levar em
consideracao a interacao entre diversos fatores,
especialmente a temperatura e a luminosidade, de
forma a reduzir a taxa de crescimento das plantas. No
caso da mandioca, as condicoes ambientais

empregadas para conservar in vitro o banco de
germoplasma sao: temperatura de 22 +1°C, densidade
de fluxo de fétons de 10 umol/m?/s e fotoperiodo de

12 horas. A exemplo do que acontece na sala de
crescimento, a temperatura e o fotoperiodo da sala de
conservacao sdo também controlados por um
termostato e um timer, respectivamente (Fig. 19).

Fig. 19. Termostato (abaixo) e timer, aparelhos empregados

no controle da temperatura e do fotoperiodo da sala de

conservacdo, respectivamente.

Manutencao dos acessos

No sistema de crescimento lento, com as mudancas
efetuadas no ambiente fisico de cultivo (temperatura,
intensidade luminosa e fotoperiodo) e no meio de cultura
(nutrientes organicos e inorganicos, reguladores
osméticos ou inibidores de crescimento) reduz-se o
metabolismo das plantas e, conseqlientemente,
aumenta-se ao maximo o intervalo entre as
transferéncias (o ideal seria estendé-lo indefinidamente).
Procura-se, dessa maneira, sem afetar a viabilidade das
plantas, reduzir a quantidade de mao-de-obra
empregada, os custos operacionais e materiais, e 0s
riscos potenciais de contaminacao por fungos e
bactérias, além de deixar todo o germoplasma
disponivel para ser explorado, especialmente em
programas de melhoramento genético. Lemos et al.
(2002) consideram que periodos entre 1 e 2 anos
podem ser satisfatérios para a conservacao do
germoplasma a curto ou médio prazo, o que se aplica
perfeitamente a cultura da mandioca, haja vista que
este protocolo, associando as condicoes ambientais com
os fatores relativos ao material vegetal, especialmente
0 gendtipo, permite que acessos de mandioca sejam
conservados por periodos de até 18 meses.

Foto: Anténio da Silva Souza
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Avaliacdo das culturas em conservacao
Para determinar o momento em que os acessos podem
ser subcultivados e evitar que entrem em senescéncia,
0 monitoramento do banco de germoplasma in vitro
deve focalizar principalmente o vigor e a viabilidade
das plantas, e o estado fitossanitario dos tubos. A
elevada umidade dentro do tubo de ensaio (Fig. 20A)
ou qualquer outro recipiente de cultivo e a presenca de
aclcar no meio nutritivo favorecem o crescimento de
microrganismos responsaveis pelas contaminacoes
(Fig. 20B), que podem se tornar um grave problema
para a conservacao in vitro de um banco de
germoplasma.

Fig. 20. Detalhe da elevada umidade relativa no interior do

tubo de ensaio (A) e contaminacdo fingica em uma planta de

mandioca (B).

Com o passar do tempo, o meio de cultura que
inicialmente apresenta-se cristalino (Fig. 21A) torna-se
amarelado e progressivamente vai adquirindo uma
coloracdo amarronzada (Fig. 21B), como consequéncia
da secrecao de metabdlitos das raizes, especialmente
de tipo fendlico. Paralelamente, deve-se observar que
as plantas tenham folhas e caules verdes, e que as
raizes apresentem crescimento vigoroso (Fig. 21C).

A crescente concentracdao de metabdlitos no meio de
cultura, tornando-o de cor amarronzada, pode causar
toxicidade as plantas. Quando os cultivos se
apresentem amarelados, desfolhados, porém mantendo
as gemas apicais e laterais esverdeadas, devem ser
transferidos para um meio de cultura novo.

Fig. 21. Meio de cultura mostrando um aspecto cristalino no
inicio (A) e uma tonalidade amarronzada em etapa posterior da
conservacdo (B), e plantas de mandioca apresentando colora-

cdo verde nas suas folhas e caules.

Paralelamente, se durante as inspecoes visuais no
banco de germoplasma se comprovar a presenca de
contaminacoes bacterianas ou fUngicas, € interessante
que os tubos afetados sejam imediatamente isolados e
posteriormente esterilizados em autoclave durante
uma hora sob temperatura de 121°C (1,05 gk/cm? de
pressao). No entanto, caso se trate de um acesso
muito valioso e/ou escasso e que seja dificil de localizar
para coleta e reintroducao in vitro, deve-se adotar o
mesmo procedimento recomendado no item 3.2.5.
Caso a contaminacao persista e atinja todos os tubos
de um determinado acesso na colecéo, pode-se seguir
o processo de desinfestacao indicado por Mafla et al.
([200-?]). Nesse processo, se a contaminacao for
bacteriana, adiciona-se algum antibiético ao meio de
cultura, a exemplo da Vancomicina, a uma
concentracao de 40 mg/L. Caso se trate de uma
contaminacéao provocada por fungos, realiza-se a
desinfeccao com diferentes concentracoes de
hipoclorito de sédio, ligeiramente superiores as
recomendadas na desinfestacdo dos brotos para
extracao e estabelecimento in vitro dos apices
caulinares. E possivel, com estas medidas, recuperar

Fotos: Anténio da Silva Souza
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algum material contaminado, que seré posteriormente
reintroduzido na colecao in vitro, tao logo seja
comprovada a auséncia de contaminacao.

Subcultivos

Nesse processo, por motivo de seguranca, pode-se
deixar um dos trés tubos de ensaio de cada acesso de
reserva. Secciona-se as plantas dos outros dois tubos e
seleciona-se as nove microestacas mais vigorosas,
especialmente aquelas localizadas no terco superior de
cada planta. Essas microestacas sao transferidas para
um meio fresco e também cultivadas, inicialmente, por
cerca de duas semanas, na sala de crescimento, até a
formacao das primeiras folhas e iniciacao do sistema
radicular, sendo posteriormente translocadas para as
condicdes de conservacao. Com isto, tem-se um novo
ciclo de conservacao de nove plantas, distribuidas em
trés tubos de ensaio.

Base de dados

Segundo Roca et al. (1991), uma colecao genética em
laboratério deve manter e atualizar continuamente um
banco informatizado, que contenha informacdes
relacionadas com todos os aspectos da conservacgao in
vitro dos acessos, tais como dados de passaporte,
caracterizacao genotipica, indexacao de doencas,
micropropagacao, intercambio internacional,
equipamentos e material de consumo, e outros
aspectos logisticos do processo. No entanto, por ndo
haver uma estrutura que permita fazer todo esse
controle no manejo do banco de germoplasma de
mandioca da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical
conservado em laboratério, alguns dados vém sendo
registrados, de forma que posteriormente possam ser
inseridos em um banco informatizado. Esses dados
compreendem as datas de estabelecimento in vitro e
as transferéncias subsequentes, os meios de cultura
empregados em cada etapa e observagcoes
relacionadas com o aspecto vegetativo das plantas de
cada acesso.

Conclusdes e perspectivas

Os métodos convencionais de conservacao de
germoplasma possuirdo sempre um papel
preponderante no desenvolvimento de programas de
melhoramento genético. Entretanto, métodos
alternativos vém assumindo uma crescente

importancia na conservacao das espécies. Esses
métodos devem ser ajustados e utilizados sempre com
o intuito de eliminar problemas que dificultem ou
impecam a exploracao de germoplasmas valiosos. Por
outro lado, tais procedimentos devem ser evitados no
momento em gue nao sejam realmente necessarios ou
se tornem até mesmo sofisticados para determinadas
espécies e locais, onde alternativas mais simples
podem contribuir de forma muito mais significativa.

Para vérias espécies de propagacao vegetativa e
produtoras de raizes e tubérculos, a exemplo da
mandioca, a conservacao in vitro de germoplasma sob
condicOes de crescimento lento, em um ambiente
controlado, j4 é um sistema viavel e habitual. O
estabelecimento de estratégias que possam associar e
complementar a conservacao em nivel de campo com
a preservacao do banco in vitro trard muito mais
beneficios, disponibilizando o acesso a materiais a
serem incorporados em programas de melhoramento e
facilitando o intercambio de germoplasma de
mandioca, inclusive em abrangéncia internacional.

O desenvolvimento de sistemas cada vez mais simples
de criopreservacao, inclusive sem a necessidade de
utilizar os sofisticados e caros equipamentos de
congelamento, tem gerado grandes perspectivas para
a criopreservacao de plantas nos préximos anos.

O importante de tudo isso é que, tanto em sistemas de
conservacao sob limitacao do crescimento como em
qualquer outro método alternativo, seja mantida a
fidelidade genética dos acessos, fator crucial para a
exploracao racional e eficiente dos bancos de
germoplasma.
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