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RESUMO

Estudou-se o efeito das diversas concentragtes de nitrato de aménio, com e sem
BAP, na micropropagacdo da mandioca. Foram utilizados explantes de um cm de
compriunento, com uma gcma da mandioca do cultivar Urubu ja estabelecida in vitro. O
delincamento experimental {o1 o inteiramente casuahizado, com 14 tratamentos, dispostos
no csquema fatorial 2 x 7 (presenga ¢ auséneia de BAP X sete concentragdes de nitrato de
amonio) e 20 repeticdes. Nos tratamentos com BAP, ndo houve formacgdo de raizes, porém
este induziu a formagdo de pequenas brotagdes. Nas concentragdes de nitrato de aménio
acima da %2 da concentragio ulihizada normalmente no meto MS, essas brotagoes
apresentaram-se  vitrificadas. Os explantes dos tratamentos sem BAP nas diversas
concentragdes de nitrato de aménio enraizaram, mas ndo formaram brotagdes. Esses
“explantes apresentaram om torno de seis gemas foliares nas diversas concentragdes, e ndo
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apresentaram vitrificacdo em nenhuma das concentragdes. Recomenda-se a diminuicdo da
concentracdo do mifrato de amdnio no meio de cultura para fins de otimizacio e evitar
desordens morfoldgicas e anatomicas.

Palavras-chaves: Manihot esculenta, explantes, meio de cultura.

ABSTRAT

CASSAVA MICROPAGATION: AMMONIUM
NITRATE CONCENTRATIONS WITH AND WITHOUT BAP

The objective of this work was to study the effect of different concentrations of
ammonium nitrate with and without BAP on cassava micropropagation. A completely
randomized design was used with 14 treatments in a 2 x 7 factorial and 20 replications. The
treatment with BAP did not take root but induced little shoots. When ammonium
concentrations were over half of the concentration normally used in MS medium, these
shoots exhibited vitrification. The treatments without BAP promoted rooting of cassava
explants, but did not induce shoot formation. The explants presented about six leaf buds
under the several ammonium nitrate concentrations and no vitrification. Decreasing
ammonium nitrate concentration is recommended for optimization of the culture medium
and prevention of morphological and anatomical disorders.

Key words: Manihot Qgﬁ{entaﬁ explants, culture medium.
INTRODUCAO

O meio basico normalmente utilizado na fase de multiplicagdo na
cultura de tecidos € o de Murashige e Skoog (MS) (4); entretanto, varios
trabalhos tém mostrado ser este um meio muito rico em sais, causando até
toxidez e outros disturbios fisiologicos. O nitrogénio é algumas vezes
absorvido pelas plantas na forma organica, mas, geralmente, ¢
suplementado na forma de ions NH;" ¢ NO;. Além da importancia do
nitrogénio nas formas NO;” e NH; no crescimento das plantulas, muitos
autores tém abordado o fendmeno de hiper-hidricidade ou vitrificacdo, que
sdo desordens morfoldgicas e anatomicas. A maioria das plantas absorve
preferencialmente NO;™ em relagdo ao NH, e, em alguns casos, ocorre o
oposto; € necessario encontrar o balango certo de NO;:NH,' para um
otimo crescimento e desenvolvimento ir vitro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Testes de Progénies
de Hortalicas do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Vicosa. Foram utilizados explantes de um ¢cm de comprimento, com uma
gema de mandioca do cultivar Urubu ja estabelecida in vitro. Os explantes

foram mantidos em sala de crescimento a 26 + 2 °C, em fotoperiodo de 16
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horas e intensidade luminosa minima de 2.000 lux (36 molm™ s™") durante
seis semanas. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 14 tratamentos dispostos no esquema fatorial 2 x 7 (presenca e
auséncia de BAP (2 mg/L) x sete concentragdes de nitrato de amoénio) em
meio MS, e 20 repeti¢oes (Quadro 1).

As amostras vegetais, apOs secas em estufa de ventilacio forqada
(temperatura de 70-75 °C), por 72 horas, foram moidas, homogeneizadas e
mineralizadas por digestdo nitrico-perclérica nos casos de P, K, Ca, Mg, S,
Zn, Cu, Mn e Fe, e por digestdo sulfiirica para N. Nos extratos foram
determinados os teores de Ca, Mg, Cu, Zn, Mn e Fe, por
espectrofotometria de absorgdo atomica; K e P por fotometria de chama
(/); S por turbidimetria (2); e N-organico segundo Jackson (3).

Os dados do numero de folhas, do comprimento da parte aérea, do
peso da matéria seca da parte aérea, do peso de matéria seca de raizes e do
numero de brotagdes foram submetidos a analise de variancia. Testaram-se
os modelos de regressio dessas caracteristicas, de acordo com as
concentragdes de NH,', cuja escolha se baseou no coeficiente de
determinagdo e na significancia dos coeficientes de regressdo por meio do
teste t, a 1% de probabilidade.

IQUADRO 1 - Tratamentos utilizados na mmandioc;, cultivar mUnTbu, com

| as seguintes concentracoes de nitrato de amonio: 0, 1/8,
1/4, 172, 3/4, 1 e 2 vezes a concentragdo original do MS,
‘ com ¢ sem BAP (2 mg/L), e respectivas concentracoes
! de nitrato, amonio, nitrogénio total e relacdo
nitrato/amonio no meio
Sem BAP  Com BAP NO, NH,' N total NO;/NH,"
mM
| 110 T 8-0 8.8 0 18,80 -
| 12158 T 9-1/8 21,38 2,57 23,95 8,32
13-1/4 T10-1/4 23,95 5,15 29,10 4,65
| T4-112 T11-122 29.10 10,30 39,40 2,82
L 15-3/4 T12-3/4 3425 15,45 49.40 2,21
| Te-l T13-1 39,40 20,60 60,00 1,91
17-2 T14-2 60,08 41,20 120,00 1,46

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantulas de mandioca submetidas a varias concentracdes de
nitrato de amonio e, conseqiientemente, a diversas concentragdes de NH,",
com ¢ sem BAP, apresentaram resultados que podem ser observados no
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Quadro 2 e na Figura 1. Verifica-se que houve diferenca entre as diferentes
concentragoes de amonio. Nao foi feita analise do peso da matéria seca de
raizes com BAP, pois a presenga deste inibiu a formagao de raizes. Quanto
ao numero de brotacoes sem BAP também ndo foi realizada analise do
peso da matena seca, pois nao houve formacao de brotacoes.

[(—QUADRO 2 - Analise mmeral de plantulas de mandioca, cultivar
Urubu sob efeito de concentragoes de amonio

| (NH4 mM/L) com ¢ sem BAP

NH," N P K Ca Mg S Mn Cu Zn Fe
% ppm
Semt BAP
0 201 044 330 0,77 036 0,55 4068 3,5 1588 106,5
2,57 2,40 039 3,18 0,66 029 048 3350 1,9 140,5 1288
515 2,76 033 2,13 043 0,20 0,44 2095 1,3 141,3 2406
1030 3,52 031 3,18 059 024 051 3155 1,7 1478 202,0 |
1545 4,18 031 258 0,50 024 042 2555 1,5 1505 2123
2060 499 039 236 035 016 048 1593 22 1448 2675 |
41,20 632 035 324 0,72 028 0,50 331,0 1,5 157,0 1674
Com BAP |
0 622 0,55 293 1,05 0,20 053 2972 48 1486 2021
2,57 - 0,69 309 069 023 063 2191 36 140,1 2883 |
515 - 0,70 2,71 0,58 0,15 0,62 1786 33 136,0 3232
10,30 - 0,87 259 050 016 066 1619 45 2402 1877
1545 - 0,91 2,60 051 0,17 0,68 1490 2,0 2285 2793
20,60 - 0,7 2,60 0,47 0,17 0,68 1434 25 1402 2900
41,20 - 092 227 044 022 0,71 1285 29 170,2 2455 |

Nos tratamentos com BAP, houve formacgao de brotagdes laterais de
comprimento pequeno (Figura 1B) e em numero menor que quatro (Figura
1E). A multiplicagdo da mandioca in vitro é feita através de repicagens das
gemas foliares, ou seja, cada folha representa uma gema e esta, uma nova
plantula. O aumento nas concentragbes de amonio com BAP trouxe
incremento do numero de folhas indicando aumento no niimero de gemas
também. Entretanto esses explantes, nessas condigbes, apresentaram
deformacgoes de ordem morfologicas e anatomicas.

Nao houve formacao de brotagoes nos tratamentos sem BAP, contudo o
numero de folhas, ou seja, de gemas ficou em tomo de seis, além de nao
apresentarem deformidades observadas nos tratamentos com BAP.

Observou-se que a interacdo BAP x concentracdo de amonio foi
significativa (P <0,01), mostrando que houve diferenca nos resultados
entre as concentragoes de NH, ', com e sem BAP.

Pela analise de vanancia, observou-se que o peso da matéria seca de
raizes sem BAP (P < 0,01) e o numero de brotagoes com BAP (P < 0,05)
nas concentragdes de NH, foram significativos, ou seja, a presenca do
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BAP mibmu o enraizamento porém induziu a botagao, provocando alteragao
no habito de crescimento da mandioca in vitro que ¢é por alongamento com
enraizamento. A presenca do BAP provocou indugido de brotagdes curtas
sem presenca de raizes.

A analise de regressdo do numero de folhas sem BAP, nas diferentes
concentragdes de NH,', ndo foi significativa, e a média foi de 6,08. Com BAP,
o numero de folhas cresceu com o aumento da concentracdo de nitrato de
amonio, e na concentragdo com 41,20 mM/L de NH,', que equivale ao dobro
da concentragdo micial de nitrato de amonio utilizada pelo meio MS, o
numero de folhas foi de 7,00 (Figura 1A).

Quanto a0 comprimento da parte aérea, a concentragdo de amonio
sem BAP, que proporcionou o valor maximo, foi de 14,15 mM/L, com
comprimento da parte aérea de 19,11 cm. Com BAP, em qualquer
concentracao o valor do comprimento da parte aérea foi de 1,55 cm,
considerado 91,9% mfernior ao resultado obtido sem BAP (Figura 1B),
resultado este relacionado com a mudanca do habito de crescimento
provocado pela presenga do BAP. Observou-se que a presenga do BAP
induziu a formagao de um calo na base, de onde emergiram as brotacoes de
tamanho pequeno. Estes resultados foram semelhantes aos de Sato (7), que
testou concentragdes de NH;", com e sem BAAP, em gérbera.

Quanto ao peso da materia seca da parte aerea sem BAP nas
diferentes concentracdoes de amonio, a concentragao que forneceu 0 maior
peso foi a de 22,98 mM/L, com peso da materia seca de 88,63 mg.
Segundo a analise de regressao, para o peso da matéria seca da parte aérea
com BAP, a concentragao que forneceu o menor peso foi a de 6,64 mM/L
com 12,62 mg, e a que forneceu o maior peso foi a de 36,30 mM/L, com
31,01 mg (Figura 1C). Este comportamento deveu-se a presenca de BAP,
que, com o aumento da concentragdo de amonio, provocou incremento de
matéria seca com posterior diminuigao em virtude de uma fitotoxidez. Ao
se comparar os pesos de matéria seca da parte aérea com e sem BAP,
observa-se que a presenca de BAP fez com que o incremento de maténa
seca fosse diminuido, pois com BAP os pesos de matéria foram menores
que os sem BAP. Estes resultados também estio relacionados com a
mudanca no habito de crescimento da mandioca in vitro. O maior peso de
matéria seca nas concentragdes entre 20,60 e 41,20 mM de amonio deveu-
se ao aumento de calos na regido basal do explante. Estes calos
apresentaram deformagdes devido as altas concentragoes de amonio e sua
interacao com 0 BAP.

O peso da matéria seca de raizes sesm BAP apresentou diferenca
significativa nas concentracdes de amonio (P <0,01). Apesar de haver
ajuste significativo na equacao de regressao (Figura 1D), a analise
descritiva no caso ¢ mais coerente com o comportamento do matenal
vegetal. Pode-se observar entdo uma tendencia de aumento no peso de
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matéria seca das raizes, em razio das concentrag¢des crescentes do amonio,
ou seja, houve incremento de biomassa radicular.
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FIGURA 1 - Estimativa do namero de folhas (A), do comprimento (B) ¢
do peso da matéria seca da parte aérea (C), do peso da |
mateéria seca de raizes (D) e do numero de brotacdes (E) de
plintulas de mandioca, cultivar Urubu, em funcdo de
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| A concentragdo de amonio que produziu maior numero de brotagdes foi a
de 29,21 mM, com 3,12 brotagdes/explante (Figura 1 E).

Poddar et al. (5) estudaram altas concentra¢des de nitrato de aménio,
como substituto do ANA, em FEleusine coracana, e observaram que estas
concentragoes, de duas a seis vezes maiores do que a utihizada no meio
MS, podem favorecer a regeneragao de brotos na auséncia do regulador de
crescimento. Em presenca de altas concentragdes de nitrato de amonio com
o ANA, o meio de cultura tomou-se toxico para Eleusine coracana. Esses
resultados coincidem com os deste trabalho quanto a grande interagdo
entre o nitrato de amonio e¢ o regulador de crescimento, seja ele uma
auxma (ANA), seja citocinina (BAP). ‘

Quanto a analise mineral sem BAP, o teor de nitrogénio cresceu. A
propor¢ao que a concentracao de nitrato de amonio no meio com BAP
aumentou, houve diminuigao do teor de Ca e Mn e elevacio nos valores de
P e S. Por falta de material vegetal, nao foi possivel fazer a analise mineral
de nitrogenio com BAP apenas na testemunha; o interessante ¢ que, sem
nitrato de amonio, a porcentagem de N foi de 6,2 (Quadro 2).

Segundo Reuter e Robinson (6), os valores nutricionais adequados
na mandioca cultivada no campo sio: N 5,0-6,0%; P 0,3-0,5%; K 1,2-
2,0%; S 0,3-0,4%; Ca 0,6-1,5%; Mg 0,25-0,5%; Cu 7-15 ppm; Zn 40-
100 ppm; Mn 50 ppm (critico); e Fe 60-200 ppm. Nao se podem comparar
os resultados da analise mineral de plantas cultivadas no campo com as
cultivadas in vitro, mas € possivel fazer algumas inferéncias. Pelos
resultados obtidos na analise mineral (Quadro 2), no caso de N, somente os
tratamentos sem BAP e com 20,60 e 41,20 mM/L de NH, estavam no
nivel adequado; no caso de P, todos se encontravam no nivel adequado;
quanto ao Ca, as concentracoes de 5,15, 15,45 e 20,60 mM/L de amonio
apresentaram resultados inferiores aos do trabalho dos autores citados;
quanto ao Mg, nas concentracoes de 3,15 e 20,60 mM/L, os valores
apresentados siao inferiores aos do referido trabalho; no caso de Cu, todas
as concentragoes apresentaram-se abaixo;, quanto ao Zn, todas as
concentragoes estavam acima e no nivel toxico; em relacao ao Fe, somente
a concentracao de 20,60 mM/L sem BAP fo1 toxica; e o Mn, somente as
concentragdes de 5,15 e 20,60 mM/L de NH, ndo atingiram o nivel
toxico. Nos tratamentos com BAP, ocorreu o seguinte: P, os tratamentos
0,0, 2,57 e 5,15 mM/L de amonio estavam acima do nivel adequado; S,
todos os tratamentos estavam abaixo do nivel adequado; Ca, todos também
estavam abaixo do nivel adequado; Mg, todos os tratamentos estavam
acima do nivel adequado; Cu, todos os tratamentos estavam abaixo do
nivel adequado; Zn, todos os tratamentos estavam acima do nivel

adequado e, ainda, segundo os referidos autores, toxicos; Mn, apenas o

tratamento com 0,0 mM/L de amonio era toxico; Fe, apenas os tratamentos
0,0, 10,30 ¢ 41,20 mM/L. ndao eram toxicos. |
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Ao se comparar os resultados da analise mineral entre os valores
encontrados neste trabalho com os de Reuter ¢ Robinson (6) esperava-se
que os valores da analise mineral do material cultivado in vifro fossem
bastante superiores, ja que as plantas estdo teoricamente em meio de
cultura com todos os nutrientes em quantidade suficiente e muitas vezes
considerada at¢ acima do necessario. No entanto, apenas o resultado da
analise mineral do Mn e do Zn do material in vitro foi muito acima em
relagdo ao material do campo. Apesar de ter sido realizada a analise
mineral somente do tratamento sem amoénio (testemunha) nos tratamentos
com BAP, devido a insuficiéncia de material vegetal dos demais
tratamentos, observou-se que o teor de N foi semelhante ao da maior
concentragao de amonio sem BAP (Quadro 2). Esse resultado indicou que
o BAP potencializou a utilizagdo do nitrogénio do meio de cultura, que,
apesar de ndo ter o nitrato de amoénio como fonte de nitrogénio, fornece
nitrato de potassio conforme formulagdo do meio MS. Em concentracdes
maiores de amonio nos tratamentos com BAP, esta absor¢do de N tomou-
se prejudicial aos explantes de mandioca, levando-os a apresentarem
desordens morfologicas e anatdmicas.

CONCLUSOES

A concentragdo de nitrato de amonio e a auséncia ou presenca do
BAP afetam a micropropagacdo da mandioca. Na auséncia do BAP,
concentragoes de %s até 1 da concentragdo original do MS proporcionam o
desenvolvimento adequado da plantula de mandioca. Na presenca do BAP
ha formagao de brotagdes pequenas sem formagdo de raizes; concentragdes
em tomo de 'z da concentracgio orniginal do MS favorecem o maior nimero
de brotagOes sem apresentar vitrificagdo. Concentracdes menores de nitrato
de amonio que as utilizadas normalmente no meio MS podem ser
utilizadas na micropropagacgao da mandioca.
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