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Melhoria do processo regenerativo de apices caulinares de mandioca in
vitro e sua relevancia na propagacgao e crioconservagao de germoplasma

RESUMO GERAL

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma cultura de grande importancia
socioecondmica para paises tropicais, destacando-se pela rusticidade, tolerancia a
estresses abioticos e alto valor energético. A multiplicagdo clonal por métodos
convencionais, no entanto, estd sujeita a disseminacdo de patdégenos e
compromete a conservagao de longo prazo do germoplasma. A recuperagao in vitro
de apices caulinares representa uma alternativa eficiente para a propagacéo e
recuperacao de materiais isentos de doencgas, além de ser fundamental para a
viabilidade de estratégias de crioconservacédo. Entretanto, a eficiéncia dos
protocolos regenerativos permanece um desafio, podendo comprometer a
viabilidade e a integridade morfolégica dos tecidos. Para superar esses desafios,
este estudo integrou trés objetivos complementares: a otimizagdo das condi¢des
morfogénicas para brotagdes a partir de apices caulinares sob diferentes regimes
de temperatura e suplementagdo com agua de coco (AC); a validagao do protocolo
de introducao in vitro em larga escala utilizando 520 acessos do Banco Ativo de
Germoplasma de mandioca; a avaliagdo de uma nova estratégia de
criopreservagdo baseada em crio-canaletas e vitrificagdo (CCV), bem como da
recuperacao dos apices criopreservados sob suplementagdo com AC e
temperatura otimizada, visando comparagdes futuras com métodos convencionais.
Portanto, os objetivos do trabalho foram otimizar o processo de recuperagao in vitro
de apices caulinares de mandioca, visando obter brotagbes vigorosas durante o
estabelecimento in vitro e aplicar a metodologia a recuperagcao morfofisiolégica de
meristemas criopreservados, contribuindo para programas de conservagao e
melhoramento genético da espécie. O uso combinado de meio modificado com AC
e temperatura adequada resultou na recuperagao e formagao de brotos a partir de
apices caulinares com elevadas taxas de estabelecimento (>92%), apresentando
melhor desempenho quantitativo com dois apices por acesso e maior eficiéncia
qualitativa com trés ou quatro, mantendo boa qualidade fisiolégica. Além disso, os
meristemas submetidos a criopreservacdo demonstraram capacidade de
recuperacao morfofisioldgica satisfatéria quando cultivados sob as condigbes
otimizadas. Esses resultados reforgam a aplicabilidade da metodologia proposta
como ferramenta estratégica para micropropagacdo segura e conservagao de
germoplasma de mandioca em colec¢des de base.

Palavras-chave: Cocos nucifera, criobanco, introdugao in vitro, Manihot esculeta
Crantz, pés-congelamento, recuperagdo de meristemas.



Improvement of the in vitro regenerative process of cassava shoot apices
and its relevance for germplasm propagation and cryopreservation

GENERAL ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is a crop of major socioeconomic importance
for tropical countries, distinguished by its hardiness, tolerance to abiotic stresses,
and high energy value. However, clonal multiplication by conventional methods is
prone to pathogen dissemination and compromises the long-term conservation of
germplasm. In vitro recovery of shoot apices represents an efficient alternative for
the propagation and recovery of disease-free materials and is also fundamental for
the feasibility of cryopreservation strategies. Nevertheless, the efficiency of
regenerative protocols remains a challenge, potentially compromising tissue viability
and morphological integrity. To address these constraints, this study integrated
three complementary objectives: the optimization of morphogenic conditions for
shoot development from apical meristems under different temperature regimes and
coconut water supplementation; the large-scale validation of the in vitro introduction
protocol using 520 accessions from the Active cassava Germplasm Bank; and the
evaluation of a new cryopreservation approach based on cryo-gutters vitrification
(CGV), as well as the recovery of cryopreserved apices under coconut water
supplementation and optimized temperature, aiming at future comparisons with
conventional methods. Therefore, the objectives of this study were to optimize the
in vitro recovery process of cassava shoot apices to obtain vigorous shoots during
establishment, and to apply the methodology to the morphophysiological recovery
of cryopreserved meristems, thus contributing directly to conservation and genetic
breeding programs of the species. The combined use of a modified medium,
coconut water, and optimized temperature resulted in shoot recovery from apical
meristems with high establishment rates (>92%), showing better quantitative
performance with two apices per accession and greater qualitative efficiency with
three or four, while maintaining high physiological quality. In addition, meristems
subjected to cryopreservation exhibited satisfactory morphophysiological recovery
when cultured under the optimized conditions. These results reinforce the
applicability of the proposed methodology as a strategic tool for safe
micropropagation and germplasm conservation of cassava in base collections.

Keywords: Cocos nucifera, cryobank, in vitro introduction, Manihot esculenta
Crantz, meristem recovery, post-freezing.
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BCa = bias-corrected and accelerated
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DMP = Diferenga entre as médias dos postos
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MR = Meio de repicagem
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MSRC = Massa seca de raiz e calo

NAP = Numero de apice

NFP = Numero de primérdios foliares

NL = Nitrogénio liquido

NmE = Numero de miniestacas

NmEZ2 = Numero de miniestacas na multiplicacao

ns = nao significativo

OR = Odds ratio (Razao de chance de um evento ocorrer em um grupo em
relacédo a outro)

PC1 = Componente principal 1

PC2 = Componente principal 2

PCA = Analise de componentes principais

pH = Potencial de hidrogénio



PIF4 = Phytochrome-Interacting Factor 4 (Fator de Interagdo com Fitocromo 4)
PVS2 = Plant Vitrification Solution 2 (solugao vitrificante de planta)

R3 = Meio de pds descongelamento e recuperagao
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Temp. = Temperatura
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acessos de mandioca sob trés condigdes controle (absoluto, solugéo
osmoprotetora (LS) e PVS2), empregando dois meios de recuperacéo (K0.5
€ KOG e a

Figura 3. Altura das brota¢des regeneradas aos 30 dias em fungédo dos
tratamentos controle (absoluto, osmoprotetor e PVS2) e dos meios de
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recuperacao (K0.5 e K0.5+) em 20 acessos de Manihot esculenta cultivados
B £

Figura 4. Porcentagem geral de sobrevivéncia e recuperagdo de apices
caulinares de mandioca submetidos a criopreservacao, cultivados em dois
meios (K0.5 e KO.5 + 10% de AC) e duas temperaturas (28 °C e 33 °C).
Avaliacbes aos 10, 20 e 30 dias para sobrevivéncia e aos 30 dias para
(=Te N o]=T = L= (o R

Figura 5. Odds ratios (OR) para probabilidade de recuperacao (Reg30)
estimados por GLMM binomial (link logit) com efeito aleatério de repeticéo.
Pontos = OR estimada para cada acesso (exp(coef)); barras horizontais =
IC95% (exp(confint)). Linha tracejada vermelha em OR = 1 indica auséncia
de efeito em relagao ao intercepto (acesso de referéncia: BGM 0029). OR
> 1 indica maior chance de recuperacdo que a referéncia. Calculos
realizados em R (pacote Ime4/gimmTMB; versao 4.2); 1C95% obtidos por
MELOAO WAAI ..o e e e e eeeaaas

Figura 6. Porcentagem média de recuperagdo por acesso de mandioca
(xEP), em fungao da temperatura (28 °C e 33 °C) e do meio (K0.5 e K0.5+).
O padrao descritivo apresentado confirma as tendéncias inferenciais
estimadas pelo GLMM (Figura 5) ......ccccoooeeiiiiiiiiieeeeee e

Figura 7. Altura média de brotag¢des regeneradas de apices caulinares de
mandioca aos 30 dias apos criopreservagdao em nitrogénio liquido, em
funcao do acesso, da temperatura de incubacgao (28 °C e 33 °C) e do meio
de recuperagéo (K0.5 e K0.5+). Resultados expressos como distribui¢ao de
valores por ambiente de cultivo e em ordem decrescente de
desenvolvimento, evidenciando as diferengas genotipicas na resposta
MOMTOGENICA ... e e e e e e e e e e e

Figura 8. Correlagdo de Spearman (p) entre os valores médios de
recuperacao aos 30 dias de acessos de mandioca nas diferentes fases do
experimento: (A) controle (sem congelamento) versus poés-crio a 28 °C; (B)
controle versus pés-crio a 33 °C; (C) 28 °C versus 33 °C; e (D) controle
versus meédia geral dos ambientes pds-criogénicos. Cada ponto representa
um acesso genético. As linhas tracejadas indicam a tendéncia linear; os
coeficientes p e os respectivos valores de p estdo apresentados em cada
7= 1 1=

Figura 9. Etapa da aclimatizacdo das plantas regeneradas da
criopreservacao, (A) copos plasticos com mistura de substrato, (B) plantas
em processo de aclimatizacdo mantida em camara Uumida pela unido de 2
copos, (C) plantas aclimatizadas aos 30 dias na etapa de avaliagao ..........

Figura 10. Taxa de sobrevivéncia de plantas de mandioca durante a
aclimatizagdo, de acordo com (A) o meio de cultura utilizado na
recuperacao in vitro (K0.5 e K0.5+), (B) a temperatura de incubacéo (28 °C
e 33°C) e (C) os diferentes acessos genéticos avaliados. Os numeros
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dentro das barras indicam a quantidade total de apices utilizados na
= Lo 110 4 F= 11 2= Lo Vo NSO

APENDICE A

Figura A.1. Ranqueamento da recuperacgao pos-criopreservagao de apices
caulinares de 20 acessos de mandioca submetidos ao método de
vitrificagcdo em crio-canaletas. As barras representam as probabilidades
preditas de recuperacdo aos 30 dias e estdo dispostas em ordem
decrescente de desempenho. A escala de cores realga os acessos com
Maior € MeNor SUCESSO rEENEratiVO .........ccceeeeieieieiceceee e
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1. INTRODUGAO GERAL

A mandioca esta entre as culturas mais cultivadas na agricultura mundial,
sendo a segunda espécie tuberosa mais utilizada na alimentagdo humana, atras
apenas da batata inglesa. Segundo a Organizagdo das Nag¢des Unidas para a
Alimentacéao e a Agricultura, em 2023 o Brasil produziu 18,51 milhdes de toneladas
de raizes de mandioca, ocupando a quinta posicado entre os maiores produtores
mundiais (FAO, 2025). Seu papel é fundamental tanto para a seguranca alimentar
quanto para a geracéo de renda em regides tropicais (PANIS; NAGEL; VAN DEN
HOUWE, 2020; MOELIONO; SOETOPRAWIRO, 2023). Com teor de amido
variando entre 20% e 40%, a mandioca constitui uma fonte energética valiosa, com
ampla aplicacdo na alimentagcdo humana, nutricdo animal e diversos setores
industriais, incluindo biocombustiveis, papel, téxteis, madeira, adesivos, alcool,
cosmeéticos e produtos farmacéuticos (BALAT; BALAT, 2009; RONGSIRIKUL et al.,
2010).

No Brasil, a mandioca desempenha papel estratégico, especialmente nas
regides mais carentes do Nordeste, sendo importante fonte de energia alimentar e
de geracao de emprego e renda (SILVA; MURRIETA, 2014). A espécie apresenta
ampla diversidade genética, atribuida a polinizagdo cruzada e a elevada
heterozigosidade. A deiscéncia explosiva dos frutos favorece a emergéncia
espontanea de novos genétipos. Essa variabilidade é conservada em bancos de
germoplasma distribuidos por todo o pais, com cerca de 600 acesssos de espécie
silvestre (FUKUDA; COSTA; SILVA, 2005) e destaque para a Embrapa Mandioca
e Fruticultura, que tem catalogado 2.344 acessos de Manihot esculenta em campo
e destas 602 in vitro (EMBRAPA, 2025). No éambito deste projeto, mais de 500
desses acessos in vitro foram efetivamente estabelecidos na execugao do protocolo
proposto, reforcando a representatividade e a seguranga da conservagao genética
em condigdes controladas.

O melhoramento genético da mandioca tem se concentrado na avaliagcéo
de variedades locais, coleta e intercambio de germoplasma, recombinacéo e
selecao de hibridos, além do uso de espécies silvestres para ampliacdo da base
genética. Os avancgos da biotecnologia vém contribuindo significativamente para a
eficiéncia desses programas, permitindo a sele¢cdo de gendtipos mais produtivos e

resistentes a pragas e doengas.
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Segundo Krishna et al. (2023), os métodos convencionais de melhoramento
de culturas podem levar de 12 a 15 anos para desenvolver uma nova variedade.,
abrangendo etapas como a avaliagdo e manipulagdo do germoplasma, selegéo de
parentais, definicdo da estratégia de melhoramento, estabilizagdo genética,
experimentacao, multiplicacao, protecao da cultivar, produgao comercial e controle
de qualidade.

No contexto da cultura de tecidos, diversas técnicas tém sido aplicadas a
mandioca, como a recuperagao e propagacgao por meio de calos, apices caulinares,
gemas axilares, protoplastos, embriogénese somatica, incluindo obtencédo de
haploides, cultura de embrides, indugao de mutagdes e transformagao genética
(SOUZA et al., 2006a). Essas técnicas tém sido fundamentais no langamento de
novas variedades, permitindo a rapida disponibilizagdo de materiais melhorados
aos agricultores (SOUZA et al., 2006b).

A propagacéao in vitro da mandioca constitui alternativa eficiente para
superar a baixa taxa de multiplicagdo obtida nos métodos convencionais, limitada
a apenas 1:8 a 1:12 por ano (OTOO, 1996; SOUZA et al., 2002). Em cultivo in vitro,
as taxas variam conforme o protocolo empregado. Oliveira, Gomes e Vilarinhos
(2000) registraram uma média de 2,9 por subcultivo de 30 dias, resultando em
meédia 231,2 plantulas acumuladas apds cinco subcultivos. Resultados
semelhantes foram relatados por Sief-Eldein (2024), que observou incremento de
2 para 4,6 brotos por explante entre a primeira e a quinta subcultura, também em
ciclos mensais. Apesar dos avangos, a cultura de tecidos ainda apresenta
limitagbes, sobretudo pela baixa reprodutibilidade entre gendtipos, demandando
ajustes especificos para cada variedade (MONTHONY et al., 2021).

Entre as estratégias promissoras para a otimizagdo da micropropagag¢ao
de mandioca, esta a adigdo de agua de coco (AC) ao meio de cultura, combinada
com citocininas e auxinas sintéticas, o que favorece a organogénese e melhora a
eficiéncia do cultivo in vitro (HARTATI et al.,, 2017). Rica em nutrientes e
reguladores de crescimento, a AC também atua na recuperagcéo de explantes
danificados e na reativagdo do metabolismo celular (ARDITTI et al.,1990; DAUD et
al., 2011; PRABOWO et al., 2018).

Outro fator crucial € a temperatura, que influencia diretamente o
metabolismo vegetal. A definigdo de uma faixa térmica ideal para diferentes

gendtipos € essencial, uma vez que temperaturas elevadas, dentro de limites
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toleraveis, promovem respostas positivas em plantas tropicais como a mandioca,
aumentando a area foliar e a taxa de recuperagdo (PILON, SANTAMARIA, 2002;
TADESSE, LOMMEN, STRUIK, 2001). Esse efeito € intensificado pela interagéo
com o meio de cultura, os fitoreguladores e os compostos da AC, que aceleram os
processos fisiolégicos.

Além da otimizagdo da micropropagacgao, os protocolos de cultivo in vitro
possibilitam a conservagao do germoplasma em condi¢gdes controladas, atuando
como complemento aos bancos de campo e permitindo o resgate de plantas
preservadas. Para tanto, o controle preciso de fatores bidticos e abidticos é
fundamental, assegurando a viabilidade dos tecidos e a manuteng¢ao da diversidade
genética.

Além do cultivo in vitro, a criopreservagao surge como uma alternativa,
permitindo o armazenamento em nitrogénio liquido a -196°C, conservando a
viabilidade e estabilidade genética (ESCOBAR et al., 2014). Os apices caulinares
sao preferidos para a criopreservagao devido ao seu tamanho e capacidade de
recuperacédo (YAMAMOTO et al., 2011).

A técnica de droplets com vitrificagdo (DV) se destaca na criopreservacgao,
evitando a formagao de cristais de gelo e permitindo a transi¢do para o estado
sélido (SAKAI, ENGELMANN, 2007; ESCOBAR et al., 2014). Apdés o
congelamento, os explantes s&o recultivados em meio de cultura apropriado para
induzir a formacéo de brotos e raizes (THAMMASIRI, SOAMKUL, 2007; ESCOBAR
et al., 2014). Reativar plantas criopreservadas € um desafio, que envolve superagao
de danos fisicos aos explantes causados pelo congelamento e pela toxidez dos
agentes crioprotetores. A AC, rica em nutrientes e reguladores de crescimento,
emerge como estratégia para superar danos e reativar o metabolismo celular
(ARDITTI et al., 1990; DAUD et al., 2011; PRABOWO et al., 2018). No entanto,
fatores como tipo e concentragdo do meio de cultura, substancias reguladoras de
crescimento, temperatura e iluminagao influenciam a recuperacédo (ESCOBAR et
al., 2014).

Diante disso, o presente estudo foi estruturado em trés capitulos,
abordando o processo de micropropagacdo da mandioca, a validagdo dos
protocolos estabelecidos e a conservagao in vitro por meio da técnica de

criopreservagao.
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O primeiro capitulo, intitulado: “Potencial morfogénico de gendtipos de
mandioca suplementados com agua de coco sob diferentes regimes de
temperatura”, teve como objetivo avaliar o potencial morfogénico de gendétipos de
mandioca cultivados em meio MS suplementado com diferentes concentragdes de
AC, sob distintos regimes de temperatura, visando identificar condigcbes que
favorecam a resposta morfogénica e que possam ser aplicadas em protocolos
eficientes e de baixo custo para micropropagacgao da espécie.

No segundo capitulo, " Validagao de protocolo com suplementagao de agua
de coco e temperatura otimizada para o estabelecimento in vitro de apices
caulinares de mandioca", objetivou-se testar a aplicabilidade do protocolo de
introducao in vitro do primeiro capitulo para o estabelecimento de apices de
mandioca, visando a expansdo do Banco in vitro da Embrapa Mandioca e
Fruticultura. O estudo avaliou a influéncia do numero de apices por acesso (2, 3 e
4) e de variaveis independentes na eficiéncia do processo, utilizando 520 acessos
do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de campo. A investigacdo focou na
viabilidade quantitativa e qualitativa, buscando superar desafios de aplicabilidade
do protocolo e otimizar a conservagao de germoplasma e a micropropagagao. A
validacdo desta metodologia em uma vasta gama de acessos € crucial para sua
disseminagao e publicacéo.

No terceiro capitulo, intitulado: “Crio-canaletas aplicadas na
criopreservagao de apices caulinares de mandioca: desempenho em ambientes de
recuperacao”, o objetivo foi avaliar a eficacia da metodologia CCV (Crio-canaletas
e vitrificagao) na criopreservacao de mandioca, comparando sistematicamente: (i)
a influéncia dos meios K0.5 e K0.5+AC 10% nas taxas de recuperacéo; (ii) o efeito
diferencial das temperaturas de 28°C e 33°C no desenvolvimento morfogénico pos-
criopreservagao, verificando a eficiéncia da CCV para comparacdes futuras com

protocolo DV convencional.

2. REFERENCIAL TEORICO

21. A cultura da mandioca
A mandioca pertence a familia Euphorbiaceae, subfamilia Crotonoideae,
tribo Manihotae e género Manihot. O género tem duas segdes, a Arborae, contendo

espécies de arvores, e a Fructicosae, compreendendo arbustos de crescimento
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lento adaptados a pastagens de savana ou condi¢goes desérticas (JENNINGS;
IGLESIAS, 2001). Atualmente classificada como uma eudicotiledénea, a mandioca
pertence a familia Euphorbiaceae, que engloba aproximadamente 290 géneros e
7.500 espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do planeta
(OPABODE et al., 2011; SIMPSON, 2019; MOELIONO; SOETOPRAWIRO, 2023).
Dentre as espécies do género Manihot, a mandioca (Manihot esculenta) destaca-
se como a unica comestivel (CARDOSO; GAMEIRO, 2006).

Acredita-se que a mandioca (Manihot esculenta) tenha sido domesticada
antes de 4.000 a.C., sendo seu centro de origem localizado na América do Sul. No
entanto, a origem geografica exata da cultura tem sido objeto de debate ao longo
dos anos, especialmente apds o surgimento de novas evidéncias. A definicdo da
origem geografica esta diretamente relacionada a distribuicdo natural e aos habitats
das espécies selvagens do género Manihot (NASSAR; ORTIZ, 2009).

Apesar da existéncia de resultados controversos, atualmente considera-se
que a fronteira sul da bacia amazonica seja o centro de origem mais amplamente
aceito para M. esculenta. A elevada diversidade de espécies selvagens de Manihot
encontradas no Brasil reforga a hipotese de que essa regido constitui o principal
centro primario de diversidade genética da mandioca (NASSAR, 2000; OLSEN,
2001; LEOTARD et al., 2009). No pais, ja foram registradas 116 espécies para este
género, das quais 101 sdo endémicas, consolidando o Brasil como o maior centro
de diversidade de Manihot, com a maioria dessas espécies concentradas nos
biomas Cerrado e Caatinga (NASSAR, 2000; FLORA, 2023; MARTINS et al., 2025).

Dentes estas, a Manihot esculenta Crantz € a Unica espécie que possui
valor comercial e, portanto, apresenta maior relevancia agronémica. A mandioca
(M. esculenta) originaria da América do Sul, € o segundo alimento mais energético
para um bilhdo de pessoas, principalmente nos paises em desenvolvimento
(OLSEN, 2004). Cerca de 70% da planta de mandioca é utilizada para consumo
humano, o restante € empregado para a alimentagao animal e produtos industriais,
como amido, glicose e alcool como cita EI-Sharkawy (2004).

Tradicionalmente, a mandioca é propagada por meio de estacas caulinares,
0 que a torna suscetivel a infecgdo por doencas, especialmente viroses, que
tendem a se acumular ao longo de ciclos sucessivos de propagagao vegetativa.
Segundo Calvert e Thresh (2002), cerca de 16 virus diferentes ja foram

identificados e isolados em plantas de mandioca, estando amplamente distribuidos
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em regides produtoras ao redor do mundo. Para a eliminagao desses virus e de
outros patdgenos, a técnica de cultura de meristemas é considerada uma
abordagem eficiente, permitindo a producdo de material de plantio isento de
contaminagdes (CALVERT; THRESH, 2002; ACEDO; LABANA, 2008; de
OLIVEIRA et al., 2020).

Aproximadamente 100 paises produzem mandioca, com o Brasil
representando 5,7% da producgao global, atras da Nigéria, Republica Democratica
do Congo, Tailandia e Gana (FAO, 2025). A mandioca € cultivada em todos os
estados brasileiros porque é de facil adaptacido e esta entre os oito primeiros
produtos agricolas do pais em termos de area cultivada e sexto em valor de
producao (EMBRAPA, 2023). No Brasil, a producao alcangou mais de 17 milhdes
de toneladas em 2022, sendo a regiao norte a maior produtora (IBGE, 2022).

A mandioca é uma cultura amplamente cultivada em diversas regides do
mundo, com destaque para sua importancia na agricultura familiar. Além de
representar uma significativa fonte de calorias na alimentacdo humana, destaca-se
por sua resisténcia a seca e por adaptar-se bem a diferentes tipos de solo e
condigbes climaticas (SA, 2018).

Acima de tudo a mandioca, na maioria das vezes vista como alimento de
subsisténcia, é na verdade estratégica para o futuro sustentavel. Ao mesmo tempo
em que combate a fome em regibes carentes, movimenta economias locais e
internacionais. Com isso, integrar a mandioca as politicas publicas é alinhar
agricultura familiar, a seguranca alimentar e o combate a pobreza diretamente com
a Agenda 2030 da ONU (UNITED NATIONS, 2015; 2023).

Trata-se de uma planta com raizes tuberosas ricas em carboidratos, que
podem ser utilizadas tanto para o consumo humano quanto para a alimentacao
animal, seja in natura ou processada pela industria. A fécula ou amido extraido das
raizes € amplamente empregado na producédo de alimentos como bolos, tortas,
polvilho, tapioca, paes e farinha de mesa. Além do uso culinario, 0 amido também
€ aplicado em diversos setores industriais, incluindo a fabricagcao de papel, fésforos,
embalagens, creme dental, produtos téxteis e de tinturaria (NJOKU et al., 2015).

Estima-se que aproximadamente 40% das raizes sejam destinadas a
producao de farinha, 20% a fabricacdo de amido, e o restante ao consumo direto
(mandioca de mesa) e alimentagdo animal (EMBRAPA, 2023). As folhas da

mandioca também sao comestiveis e apresentam alto valor nutricional, sendo ricas
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em proteinas, vitaminas (B1, B2, C, carotenoides) e minerais como calcio (Ca),
magnésio (Mg) e potassio (K). Além disso, estdo disponiveis durante todo o ano
para consumo (PARMAR; STURM; HENSEL, 2017).

2.2. Cultivo in vitro da mandioca

A cultura de tecidos e as intervengdes biotecnoldgicas associadas, auxiliam
na criagcao e no desenvolvimento de protocolos que possibilitam a melhoria de
diversos aspectos na cultura de plantas, nas areas de: introdugdo de meristemas,
multiplicagdo, resgate e cultura de embrides; propagacgao clonal via embriogénese
somatica; conservagao de germoplasma e transformagéo genética (NGUYEN, et
al., 2015).

A cultura in vitro da mandioca (M. esculenta Crantz) surgiu como uma
importante ferramenta biotecnoldgica a partir da década de 1970, visando superar
as limitagbes da propagagao convencional, principalmente no que diz respeito aos
problemas fitossanitarios associados a multiplicacdo vegetativa. As primeiras
iniciativas utilizaram segmentos nodais como explantes para a micropropagag¢ao
clonal, com o intuito de produzir mudas geneticamente uniformes e isentas de
patdgenos (ROCA et al., 1991). Contudo, devido ao tamanho relativamente grande
desses explantes, ndo se obtinha a completa limpeza clonal. Com o avango das
pesquisas, técnicas como a termoterapia e o0 uso de apices caulinares reduzidos
passaram a ser empregadas, proporcionando maior eficiéncia na obtencédo de
plantas sadias, embora sem garantir eliminagéo total de virus. A partir de entao,
técnicas mais avangadas como a cultura de meristemas associadas a termoterapia
demonstraram maior eficacia no aumento da taxa de recuperacédo de meristemas e
melhores condi¢cbes de limpeza clonal. Por exemplo, em cultivares de mandioca
BFM260 do Burkina Faso, a termoterapia elevou a taxa de recuperacdo de
meristemas para 60,9 %, bem superior ao controle, além de promover maior
numero de nos e brotos (OUEDRAOGO et al., 2025).

O Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), localizado na Colédmbia,
teve papel crucial na padronizacao dos protocolos de cultivo in vitro para mandioca,
desenvolvendo estudos sobre meios de cultura, uso de reguladores de crescimento
e condi¢des ambientais ideais para o desenvolvimento de brotos e raizes (ROCA;
ARIAS; CHAVEZ, 1991). Essas contribuicdes foram fundamentais para a adogéo

da técnica em diversos paises tropicais, servindo como base para os protocolos e
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técnicas desenvolvidas pela Embrapa, fortalecendo programas de melhoramento
genético e conservagao de recursos geneticos.

Posteriormente, estratégias de conservagéo in vitro de médio e longo prazo,
como o cultivo em crescimento lento e a criopreservagao, foram desenvolvidas para
garantir a preservagao da diversidade genética em bancos de germoplasma, com
a manutencao da estabilidade genética e fisioldgica (ENGELMANN, 2011; MACIA
et al., 2025). Tais metodologias tornaram-se indispensaveis diante da crescente
ameaca a biodiversidade e a erosao genética.

Avangos recentes incluem o uso de aditivos naturais, como a AC, no meio de
cultura, contribuindo para o aumento da taxa de recuperacédo e desenvolvimento
morfogénico de Lycaste sp., devido a presenca de horménios naturais, agucares e
aminoacidos (MACHADO; ZAMARIAN, 2020). Além disso, estudos demonstram
que a associacao entre temperatura e composicdo do meio pode otimizar a
recuperacao de tecidos apos criopreservacao, ampliando a eficiéncia da técnica
(ENGELMANN, 2011).

A Embrapa foca no melhoramento genético da mandioca para
enriquecimento nutricional, combatendo deficiéncias com variedades biofortificadas
em pro-vitamina A (ex: BRS Jari, BRS Gema de Ovo). Atua também na otimizagao
da producao e qualidade de amido para a industria de fecularia, desenvolvendo
cultivares de alta produtividade e teor de amido (ex: BRS Poti Branca, BRS 417).
Paralelamente, investe em métodos fitossanitarios, como cultivo de meristemas e
camaras térmicas, para obter material livre de virus.

Assim, o cultivo in vitro da mandioca consolidou-se como uma técnica
estratégica para a propagagdo, saneamento, conservagao e intercambio

internacional de germoplama.

2.2.1. Escolha da planta matriz e tipos de explantes

No cultivo in vitro, a selecdo adequada do explante, especialmente os
meristemas vegetais, é fundamental para o éxito do processo. Os meristemas,
devido a sua elevada capacidade regenerativa e propriedades antivirais, quando
extraido apenas tecido sem vascularizagdo, sao essenciais tanto para a
recuperacdo de tecidos danificados quanto para a regeneragdo de o6rgéos.
Contudo, a manipulacédo inadequada durante o isolamento meristematico, como

procedimentos prolongados ou lesbées mecanicas, pode comprometer sua
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viabilidade e, consequentemente, reduzir sua capacidade de regeneragao
(IKEUCHI et al., 2016; IKEUCHI et al., 2020; YAHYAOUI et al., 2021).

A capacidade antiviral dos meristemas é amplamente explorada na
obtengao de germoplasma livre de virus, sendo uma estratégia eficaz para diversas
culturas agricolas (ALAM et al.,, 2004; SAN PEDRO et al.,, 2017). Plantas
regeneradas a partir de meristemas sadios tendem a apresentar crescimento
vigoroso, maior resisténcia a doencas e melhor desempenho produtivo e qualitativo
(YAHYAUQOI et al., 2021).

Durante o cultivo de meristemas, diversos fatores devem ser considerados
além da espécie vegetal, como a composi¢gao hormonal do meio de cultura, o uso
de reguladores osméticos e a consisténcia fisica do meio, aspectos que influenciam
diretamente as taxas de regeneracao (IKEUCHI et al., 2016; IKEUCHI et al., 2020;
YAHYAOQOUI et al., 2021).

O desempenho a longo prazo dos explantes pode ser influenciado por
fatores como a estagado do ano, o estagio de desenvolvimento e a localizagao do
tecido na planta (ISAH, 2020; MARTINI; VLACHOU; PAPAFOTIU, 2022). De
maneira geral, explantes juvenis mostram maior vigor e capacidade de resposta as
técnicas de micropropagag¢ao quando comparados a tecidos maduros (HESAMI et
al., 2023). A posicao fisica e a idade do explante afetam diretamente o perfil
hormonal enddégeno, influenciando a competéncia do tecido para indugdo de
respostas regenerativas. Além disso, caracteristicas como tamanho, tipo e fase de
desenvolvimento do tecido sdo determinantes para o sucesso do cultivo in vitro
(ANTONOPOULOWU et al., 2008; WANG; VALKONEN, 2008).

A origem do explante também se destaca como um dos principais fatores
nas estratégias de rejuvenescimento, empregadas para mitigar a perda de vigor
cultural ao longo do tempo. Explantes mais jovens respondem mais eficientemente
a essas praticas, resultando em alteracbes fenotipicas observaveis, como
variagdes na filotaxia, formato e tamanho das folhas, além de melhorias na taxa de
multiplicagdo (GOLLE et al., 2012; HESAMI et al., 2023).

Por fim, o desenvolvimento in vitro de meristemas de mandioca é
fortemente influenciado pelo gendtipo das variedades utilizadas. A ampla
variabilidade genética da espécie impacta diretamente a resposta morfogenética
em condigdes de cultivo in vitro, tornando o potencial regenerativo dependente n&o

apenas da composi¢ao do meio e dos reguladores de crescimento, mas também
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das caracteristicas genotipicas especificas (COSTA et al.,, 2019; ADJEBENG-
DANQUAH et al., 2020; NUNES et al., 2021).

2.2.2. Importancia da utilizagdo dos meristemas no cultivo in vitro

A utilizacdo de meristemas no cultivo in vitro desempenha papel
fundamental na introducéo e regeneragao de plantas, promovendo a limpeza clonal
e a eliminagao de patdégenos, uma vez que esses tecidos ndo sao vascularizados,
caracteristica que reduz a presenca de virus, bactérias e fungos (GARCIA-
GONZALES et al., 2010). A eficiéncia dessa técnica baseia-se na hipétese de que
os patdégenos se distribuem de forma desigual, apresentando concentragdes
progressivamente menores a medida que se aproxima da regiao meristematica
(ABDELNOUR et al., 2006; WANG; VALKONEN, 2009). Contudo, fatores como o
tamanho do explante e o gendtipo da planta influenciam diretamente as taxas de
sobrevivéncia e o0 sucesso da limpeza clonal em mandioca (BANERJEE et al., 2010;
CARVALHO et al., 2017).

Mwangangi et al. (2014) identificaram uma relagdo inversamente
proporcional entre o tamanho dos apices caulinares e a eficacia na eliminacéo de
virus em mandioca, observando que apices de menor tamanho resultam em maior
numero de plantas livres de infecgéo. A cultura in vitro de meristemas ou apices
caulinares exige precisdo na disseccdo da regido meristematica, sendo
recomendavel a manutencdo de um ou dois primérdios foliares associados ao
meristema para garantir a regeneragcéo bem-sucedida (PARMESSUR et al., 2002).
Embora a excisdo de meristemas muito pequenos aumente a eficiéncia na
erradicacao de patdogenos, a capacidade regenerativa esta diretamente relacionada
ao tamanho da ponta do broto. A erradicacao de virus € mais eficiente quando se
utilizam meristemas entre 0,2 e 0,3 mm, apesar das dificuldades técnicas
envolvidas na manipulacao de tecidos tdo pequenos (WANG; VALKONEN, 2008;
WANG; VALKONEN, 2009; CRUZ-CRUZ; GONZALEZ-ARNAO; ENGELMANN,
2013).

Estudos como o de Alam et al. (2013), demonstram que meristemas com
tamanho entre 0,3 e 0,5 mm sao eficazes na eliminagao de virus em batata-doce,
enquanto meristemas inferiores a 0,3 mm apresentaram baixa taxa de regeneracéo.

A combinagdo da cultura de meristemas com técnicas complementares, como a
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termoterapia, tem se mostrado promissora na obtencio de plantas livres de virus e
na producao de estoques fitossanitarios (ENGELMANN, 2011).

Portanto, a introdugdo de meristemas no cultivo in vitro representa uma
abordagem eficiente n&o apenas para regeneragao e limpeza clonal, mas também
para facilitar os procedimentos de quarentena e o intercambio internacional de
germoplasma. Essa técnica garante o envio seguro de material vegetal em estado
sanitario adequado, viabilizando o transporte de grandes quantidades de material
miniaturizado (ENGELMANN, 2011).

2.2.3. Morfogénese via organogénese e papel dos reguladores

A cultura de tecidos vegetais, incluindo a micropropagacao, permite a
producdo de multiplas coépias geneticamente idénticas a partir de pequenos
pedacos de tecido vegetal, conhecidos como explantes. Essa técnica possibilita a
propagacao de mudas uniformes, independentes da estacdo do ano e livres de
doencgas transmitidas por sementes, representando uma vantagem significativa.
Além disso, contribui para a conservagcdo de espécies vegetais (FAN;
MANIVANNAN; WEI, 2022; MEHBUB et al., 2022).

O cultivo in vitro tem se consolidado como uma ferramenta essencial para
a propagacao e melhoramento de plantas, incluindo a mandioca, uma vez que
possibilita a multiplicagdo rapida de plantas geneticamente melhoradas. Nesse
contexto, o cultivo de apices caulinares de mandioca in vitro destaca-se como uma
técnica promissora para a obtengdo de material propagativo de alta qualidade.

Tanto em condi¢des naturais quanto no cultivo in vitro, as células e tecidos
vegetais sao influenciados por metabdlitos reguladores, os fitoreguladores, entre os
quais as citocininas desempenham papel fundamental no desenvolvimento das
plantas. As citocininas regulam a sinalizagdo nutricional, morfologia, proliferagao
celular, crescimento das partes aérea e radicular, além de controlar a dominéancia
apical (MAZID; KHAN; MOHAMMAD, 2011; WANG; ZHANG; WU, 2016; KIEBER;
SCHALLER, 2018). Elas atuam em conjunto com as auxinas, estimulando a divisdo
celular e a diferenciacéo dos tecidos vegetais (KIEBER; SCHALLER, 2018).

Estudos classicos de Skoog e Miller (1957) demonstraram que a
organogénese resulta da interagéo entre diferentes fitoreguladores, principalmente
citocininas e auxinas, em conjunto com giberelinas e outros metabdlitos (SAAD;
ELSHAHED, 2012; NUNES et al., 2015). A presenca exégena de citocininas no
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meio de cultura pode promover a regulagao positiva da biossintese e do transporte
de auxinas, elevando seus niveis enddgenos e influenciando diretamente o
desenvolvimento do meristema apical da parte aérea (CHENG et al., 2012; COSIC
et al., 2015; TAMAKI et al., 2009).

Além disso, a sacarose atua como uma molécula-chave na potencializacao
da agao dos fitoreguladores, estimulando processos metabdlicos que favorecem o
desenvolvimento das plantas em cultura (SKYLAR et al., 2011). As giberelinas, por
sua vez, exercem papel importante no cultivo in vitro de apices caulinares,
regulando o alongamento do caule e o desenvolvimento dos internddios. A
aplicagao adequada de giberelinas, como o acido giberélico (AGs), pode promover
o desenvolvimento de plantas vigorosas, com caules alongados e internddios bem
espacados (SAAD; ELSHAHED, 2012).

O sucesso do cultivo in vitro esta diretamente associado ao controle da
morfogénese, incluindo a indugéo e regeneragao de brotos e raizes no processo de
organogénese (SOUZA et al., 2010). Diversos estudos investigam os fatores que
influenciam e regulam esses processos (LAKSHMANAN et al., 1997; SOUZA et al.,
2010; HNATUSZKO-KONKA et al.,, 2021). Nesse sentido, compreender os
mecanismos de agao dos fitoreguladores e suas interagdes com outros metabdlitos
€ essencial para o desenvolvimento de técnicas de cultivo de tecidos vegetais mais
eficientes, permitindo a manipulagdo controlada do crescimento e desenvolvimento
das plantas. Essas informagdes sao fundamentais para aplicagdes praticas na

producao de mudas, melhoramento genético e conservagao de espécies vegetais.

2.2.4. Aditivos organicos no meio de cultura: agua de coco

O uso de compostos organicos de baixo custo, como a AC, uma solugao
estéril e levemente acida extraida do fruto do coqueiro (Cocos nucifera L.) tem se
mostrado uma alternativa eficaz para substituir aditivos comerciais no cultivo in
vitro, reduzindo significativamente os custos da micropropagacédo em escala
comercial (DAUD et al., 2011).

A AC destaca-se por ser uma fonte natural e econémica de reguladores de
crescimento vegetal (PGRs), contendo auxinas, giberelinas, citocininas, entre
outros metabdlitos bioativos (PRABOWO et al., 2018). A combinagdo desses
aditivos organicos com reguladores sintéticos, como citocininas, auxinas e

giberelinas, tem sido amplamente empregada para aprimorar caracteristicas
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morfoldgicas e fisioldgicas das plantas cultivadas (ROY; BANERJEE, 2002). Além
de fornecer nutrientes essenciais para o desenvolvimento da parte aérea e das
raizes, esses aditivos promovem, quando aplicados com esta finalidade, a
formagao de calos e a embriogénese somatica (ARDITTI et al., 1990; DAUD et al.,
2011).

A incorporacao da AC ao meio de cultura melhora a composigéo nutricional
do meio de introdugao de apices caulinares da mandioca, devido a sua eficiéncia
em fornecer nutrientes orgéanicos e fito-hormdnios prontamente assimilaveis pelos
explantes (PRAKASH; HOQUE; BRINKS, 2004; AKTER; NASIRUDDIN;
KHALDUN, 2007). Sua composi¢cdao quimica inclui proteinas, compostos
nitrogenados, acidos organicos, carboidratos como frutose e glicose, aminoacidos,
sais minerais, vitaminas (C e do complexo B: B1, B2, B3 e B6), além de fitorménios,
principalmente citocininas dos tipos Z (trans-zeatina O-glicosideo, di-hidrozeatina
O-glicosideo, trans-zeatina ribosideo-5-monofosfato), iP (N6-isopenteniladenina),
cinetina, ribosideo de cinetina, ortotopolina, e acidos graxos. Tal riqueza em
compostos explica a eficacia da AC como aditivo organico nos meios de cultura
(PRAKASH; HOQUE; BRINKS, 2004; AKTER; NASIRUDDIN; KHALDUN, 2007;
YONG et al., 2009; PRADES et al., 2012; SOUZA et al., 2013; SOUZA; BERKOV;
SANTOS, 2014).

A presenga de citocininas na AC estimula a divisdo celular, promovendo o
rapido crescimento e desenvolvimento dos tecidos vegetais, além de favorecer a
germinacao de sementes (ARDITTI, 2009; PRADES et al., 2012; YONG et al.,
2009). Esta propriedade motivou sua introdugdo como componente do meio
nutritivo para a cultura de calos em Datura stramonium (VAN OVERBEEK;
CONKLIN; BLAKESLEE, 1941).

A AC é utilizada em culturas de tecidos vegetais, em concentragcbes que
variam entre 3% e 15%, sendo considerada eficaz para a maioria das espécies
vegetais cultivadas in vitro (CALDAS; HARIDASAN; FERREIRA, 1998). A sua
adicao modifica significativamente a composigdo e a quantidade de nutrientes no
meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), influenciando diretamente a taxa de
crescimento, a diferenciacao celular e a totipoténcia das células vegetais. Diversos
estudos comprovam que a AC melhora a regeneragdo em varias espécies
(MADDOCK et al., 1983; MATHIAS; SIMPSON, 1986; AL-KHAYRI et al., 1992;
BOASE; WRIGHT; MCLEAY, 1993; NASIB; ALI; KHAN, 2008; YONG et al., 2009;
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SANANDA et al., 2012; HASMAYAPUTRA; ASNAWATI; ARIFIN, 2024), incluindo
a mandioca. A citocinina e o nitrogénio presentes na AC estimulam a sintese
proteica e a divisao celular, promovendo o aumento do numero de folhas, elemento
essencial para a morfogénese (SOUZA et al., 2013).

Quando combinada com auxinas sintéticas, a adicdo da AC ao meio de
cultura acelera a formacado radicular, elevando as taxas de sucesso no
enraizamento das plantas micropropagadas de Black orchid hybrid (Coelogyne
pandurata Lindley) (HARTATI et al., 2017). Além disso, a AC é amplamente
empregada na indugdo do crescimento em culturas de calos e na morfogénese,
geralmente em concentragdes entre 10% e 15% em diversas culturas
principalmente orquideas (SINGH, 2020). Essa eficiéncia esta associada a sua
composicdo rica em aminoacidos, acidos graxos, minerais e compostos como a
difenilureia, que atua como citocinina (SANTOSO et al., 1996; GNASEKARAN et
al., 2010; NAMBIAR; TEE; MAZIAH, 2012; GANSAU et al., 2016).

2.2.5. Influéncia da temperatura no cultivo in vitro

Além da composig¢ao do meio de cultura, as condicbes ambientais as quais
as plantas sdo submetidas também exercem influéncia significativa sobre o
desenvolvimento in vitro. Fatores como temperatura e radiagdo luminosa sao
particularmente determinantes, especialmente quando associados a espécie
vegetal em cultivo.

As condi¢cdes ambientais de incubacao sdo um dos fatores mais essenciais
no cultivo in vitro, pois o desenvolvimento vegetal depende fortemente da interagao
entre temperatura e luz, modulada pelas caracteristicas fisiologicas de cada
espécie (PIERIK, 1997; GEORGE; HALL; DE KLERK, 2007). Ademais, o potencial
genético faz com que diferentes espécies, e até gendtipos dentro da mesma
espécie, apresentem respostas distintas aos fatores abioticos (YAMASHITA et al.,
2009). Quando esses fatores atuam em conjunto, seus efeitos sobre o
desenvolvimento vegetal podem ser potencializados (GALON et al., 2010).

A interacao entre temperatura, umidade e luminosidade é fundamental para
a fotossintese e o desempenho fisioldgico das plantas. A radiacdo luminosa exerce
influéncia direta no desenvolvimento vegetal e indireta no regime térmico,
impactando a producdo de biomassa e os processos de evapotranspiracao
(MORAIS, 2009).
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A temperatura do ambiente € um regulador central do desenvolvimento
vegetal. Tanto temperaturas excessivamente altas quanto baixas podem ser
prejudiciais. Cada espécie vegetal apresenta uma faixa minima e maxima de
tolerancia térmica, além de uma faixa 6tima de temperatura para o crescimento
ideal, que varia conforme a espécie, estagio de desenvolvimento e atividade
fisiologica (GABRIEL et al., 2014; PEREIRA; SIQUEIRA, 2018). Assim, a taxa de
crescimento das gemas depende principalmente do equilibrio entre reguladores de
crescimento vegetal (PGRs), temperatura, luz e umidade.

A temperatura, além de influenciar a eficiéncia fotossintética, pode atuar
como fator limitante ou estimulador dos processos fisiolégicos, dependendo da
espécie vegetal e de sua adaptagao climatica (tropical ou temperada) (BARRUETO
CID, 2015; LAMBOLEZ et al., 2022). Em estudo com batata, Tadesse et al. (2001)
observaram aumento logaritmico da area foliar ao longo do tempo em pléantulas
propagadas in vitro sob temperaturas elevadas, evidenciando a influéncia do
ambiente térmico em todas as fases do processo produtivo. No caso da mandioca,
especie tipicamente tropical, ha uma resposta positiva ao aumento da temperatura
no cultivo in vitro.

A interacao entre fatores abiodticos, como temperatura, luminosidade e
umidade, afeta diretamente o crescimento das plantas cultivadas in vitro, uma vez
que influenciam processos como fotossintese, transpiracdo e acumulo de biomassa
(BAGLEY et al., 2015; GREER, 2015; LIMA NETO et al., 2015). E importante
ressaltar que cada espécie vegetal possui exigéncias térmicas especificas, e
diferentes tecidos dentro da mesma planta podem apresentar faixas o6timas
distintas. Compreender essa interagdo é essencial para garantir o funcionamento
fisiologico adequado durante o cultivo (FREITAS; MARTINS; ABREU, 2017).

A temperatura ideal para o metabolismo vegetal varia de acordo com a
espécie. Entretanto, desvios significativos dessa faixa ideal podem levar a redugéo
da produtividade (PILON; SANTAMARIA, 2002). Respostas fisioldgicas mais
eficientes em temperaturas Otimas estdo associadas a disponibilidade de
carboidratos e fitoreguladores (SALISBURY; ROSS, 1991; LARCHER, 2006). Em
estudo de Tadesse, Lommem e Struik (2001), plantulas de batata cultivadas em
temperaturas mais elevadas durante a fase de multiplicacdo apresentaram
aumento da area foliar. Tal resposta foi atribuida a interacdo entre a constituicdo

do meio de cultura, a presenca de fitoreguladores e compostos organicos, como os
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fornecidos pela AC, e o ambiente térmico favoravel, que juntos aceleram o
metabolismo vegetal, aumentando a eficiéncia na captacao de luz e o rendimento
fotossintético.

Embora existam estudos sobre os efeitos do fotoperiodo e da temperatura
em condicdes naturais, ainda ha uma caréncia de pesquisas que abordem esses
aspectos no contexto do cultivo in vitro, especialmente para a cultura da mandioca
(VAZ; FIGUEIREDO-RIBEIRO; KERBAUY, 2004).

Dessa forma, a temperatura deve ser considerada um fator chave no cultivo
in vitro, devendo ser manejada em conjunto com outros elementos abidticos, a fim
de se alcancar o pleno potencial de crescimento da mandioca, especialmente

durante a fase de introducao.

2.3. Criopreservagao

A criopreservacado € uma ferramenta essencial para a conservagao ex situ
de espécies vegetais, sendo fundamental para a preservacdo da diversidade
genética e a seguranga alimentar a longo prazo. Essa técnica consiste no
armazenamento de material biolégico viavel em temperaturas ultrabaixas,
geralmente em nitrogénio liquido, o que evita alteragdes celulares e moleculares
indesejadas (BENELLI, 2021; ROQUE-BORDA et al., 2021). Espécies como batata,
mandioca, batata-doce, entre outras, tém sido objeto de estudos de
criopreservagao. Destaca-se, por exemplo, a colecdo de mandioca do CIAT, que
mantém cerca de 2.100 acessos conservados em nitrogénio liquido (BUSTAM et
al., 2013; RUTA; LAMBARDI; OZUDOGRU, 2020).

Diversas abordagens tém sido utilizadas na criopreservagao vegetal,
incluindo desidratagdo, congelamento programado, vitrificagdo, vitrificagdo em
gotas (droplet vitrification) e o uso de crio-placas. No entanto, essas metodologias
enfrentam desafios, como a toxicidade de crioprotetores, especialmente o
etilenoglicol (EG) e o dimetilsulféxido (DMSO), e a variabilidade na tolerancia das
espécies vegetais aos estresses associados (REED, 2017; BENELLI, 2021;
ROQUE-BORDA et al., 2021).

No caso da mandioca, protocolos baseados no uso de apices caulinares
tém se mostrado eficazes e seguros. Esse procedimento envolve a remogéo da
agua livre do explante por meio da aplicagéo de solugdes crioprotetoras, seguida

do congelamento dos brotos terminais em nitrogénio liquido (CRUZ-CRUZ et al.,
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2013). A recuperacgao das plantas criopreservadas, geralmente por organogénese
direta, inclui o descongelamento, lavagem e cultivo dos tecidos em meios
apropriados ao desenvolvimento (LI et al., 1998; MENEGAZZO et al., 2019).

Um dos principais desafios do processo € garantir a recuperagao celular
apos o estresse térmico, reativando adequadamente o metabolismo. O uso de
compostos naturais como a AC tem se mostrado uma estratégia promissora nesse
contexto, pois fornece nutrientes, reguladores de crescimento e substancias
protetoras as células vegetais (ARDITTl et al., 1990; DAUD et al., 2011; PRABOWO
et al., 2018).

A AC é rica em agucares, aminoacidos, vitaminas e fitoreguladores,
atuando como crioprotetor natural. Ela contribui para a redugdo dos danos
provocados por cristais de gelo e estresse oxidativo (BARROS; TONIOLLI, 2011),
e tem demonstrado eficacia na protecao de culturas como Dioscorea alata e D.
cayenensis (MURGAS; FRANCISCATTO; SANTOS, 2003; UCHENDU; KELLER,
2016).

Na recuperacao de plantas de mandioca, a escolha e a concentragao de
citocininas s&o fatores criticos. A cinetina, na concentragdo de 0,5 mg L™, tem
apresentado bons resultados, mas doses mais elevadas podem causar
hiperidricidade, prejudicando a morfogénese (ESCOBAR; DEBOUCK; ROCA,
2000; MARCO-MEDINA et al.,, 2010; VOLK; SHEPHERD; BONNART, 2018).
Estratégias como a transferéncia dos brotos para meios suplementados com
maiores concentragdes de sacarose e carvao ativado ajudam a mitigar esse efeito
(ESCOBAR et al., 2014).

O uso da AC também tem sido explorado com sucesso em estudos de
recuperacao pos-congelagdo em ceélulas animais e espermaticas de peixes, como
a piracanjuba, além de meristemas apicais de Vaccinium corymbosum (blueberry),
orquideas e Datura stramonium (MOLNAR; VIRAG; ORDOG, 2011; SINGH, 2020;
FIGIEL-KROCZYNSKA; KRUPA-MALKIEWICZ; OCHMIAN, 2022).

Outro aspecto essencial € o ajuste das condigdes de descongelamento e
do meio de recultivo. A retirada de auxinas do meio de recuperacao € recomendada
para evitar a formacgao de calos indesejados (BENSON; HARDING, 2012; CHANG,;
REED, 1999). A temperatura de descongelamento também ¢é um fator

determinante, e estudos indicam faixas ideais entre 35°C e 40°C, variando
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conforme a espécie (DUMET et al., 2013; TAIZ; ZEIGER, 2016; WANG et al., 2021;
RUTA; LAMBARDI; OZUDOGRU, 2020).

O protocolo proposto por YAMAMOTO et al. (2011) destaca-se na
criopreservagao de mandioca, utilizando vitrificagdo em gotas (droplet e vitrificagdo
- DV) sobre placas de aluminio com a solugdo PVS2, considerada altamente eficaz
na preservacao de apices caulinares em diversas espécies (SAKAI; ENGELMANN,
2007; THAMMASIRI; SOAMKUL, 2007; ESCOBAR et al., 2014).

Em conclusdo, a criopreservacdo de apices caulinares da mandioca
representa uma estratégia promissora para a conservagao ex situ do germoplasma
vegetal. A incorporagdo de AC aos meios de recuperagao destaca-se por seu
potencial em melhorar a sobrevivéncia e o desenvolvimento das plantas apos o

descongelamento, fornecendo protegao fisioldgica e suporte metabdlico essenciais.
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Potencial morfogénico de gendétipos de mandioca suplementados com agua
de coco sob diferentes regimes de temperatura

RESUMO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma cultura essencial para a seguranga
alimentar nos trépicos, com ampla importancia socioecondmica e aplicacdes
industriais. A cultura de tecidos representa uma ferramenta estratégica para a
propagacao e conservagao de gendtipos superiores, embora sua eficiéncia seja
limitada pela variabilidade genotipica e pela dependéncia de protocolos
especificos. Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial morfogénico de
apices caulinares de 10 gendtipos de mandioca em meios de cultura MS
suplementados com diferentes concentragdes de agua de coco (AC) e submetidos
a diferentes regimes de temperatura. Os experimentos foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado, em arranjos fatoriais 10x5, sendo 10
gendtipos, cinco concentragdes de AC, 0%, 5%, 10%, 15% e 20%; e 5 regimes de
temperatura de incubagéo, 27, 29, 31, 33 e 35 °C, totalizando 500 unidades
experimentais em cada experimento. A analise estatistica incluiu testes de
normalidade, homogeneidade, qui-quadrado, Kruskal-Wallis, Dunn e analise de
componentes principais. Os resultados indicaram que o meio suplementado com
10% de AC proporcionou os melhores indices de desenvolvimento dos apices, com
destaque para altura das brotagcbes, numero médio de microestaca e massa fresca
da parte aérea. Em relacdo a temperatura, observou-se melhor desenvolvimento
morfogénico entre 31 °C e 35 °C. A analise de componentes principais revelou uma
clara distincdo entre os gendtipos de mandioca com base nas variaveis
morfofisiolégicas avaliadas in vitro. Conclui-se que a adi¢gao de 10% de AC ao meio
de cultura, combinada com incubacdo a 33 °C, favorece significativamente a
morfogénese in vitro de apices caulinares de mandioca, sendo uma alternativa
viavel e econbmica para protocolos de micropropagagdo da cultura. Esses
resultados reforcam que a resposta ao cultivo in vitro esta fortemente dependente
do gendtipo, sendo que a escolha de materiais mais responsivos pode otimizar
protocolos de propagacgao e acelerar os ciclos de multiplicagao clonal.

Palavras-chave: Apice caulinar, cultivo in vitro, estabelecimento, Manihot
esculenta Crantz, regeneracéo.
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Morphogenic potential of cassava genotypes supplemented with coconut
water under different temperature regimes

ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is an essential crop for food security in tropical
regions, with broad socioeconomic importance and industrial applications. Tissue
culture represents a strategic tool for the propagation and conservation of elite
genotypes, although its efficiency is limited by genotypic variability and the need for
genotype-specific protocols. This study aimed to evaluate the morphogenic potential
of shoot apices from 10 cassava genotypes cultured in MS medium supplemented
with different concentrations of coconut water and subjected to varying temperature
regimes. The experiments followed a completely randomized design in a 10x5
factorial arrangement: 10 genotypes, 5 coconut water concentrations (0%, 5%, 10%,
15%, and 20%), and 5 incubation temperatures (27, 29, 31, 33, and 35 °C), totaling
500 experimental units per experiment. Statistical analyses included tests for
normality and homogeneity, chi-square test, Kruskal-Wallis, Dunn’s post hoc test,
and principal component analysis (PCA). Results showed that medium
supplemented with 10% coconut water yielded the best apex development indices,
particularly shoot height, average number of microcuttings, and shoot fresh mass.
Regarding temperature, enhanced morphogenic responses were observed between
31 °C and 35 °C. PCA revealed a clear distinction among cassava genotypes based
on in vitro morphophysiological traits. It is concluded that supplementing the culture
medium with 10% coconut water, combined with incubation at 33 °C, significantly
promotes in vitro morphogenesis of cassava shoot apices, presenting a viable and
cost-effective alternative for micropropagation protocols. These findings reinforce
that in vitro responses are highly genotype-dependent, and selecting more
responsive genotypes may optimize propagation protocols and accelerate clonal
multiplication cycles.

Keywords: Establishment, in vitro culture, Manihot esculenta Crantz, regeneration,
shoot tip.
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1. INTRODUGAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma das culturas alimentares
mais relevantes nas regides tropicais, desempenhando papel central na seguranga
alimentar e na economia de diversos paises da América Latina, Africa e Asia
(MBANJO et al., 2021). Nos paises em desenvolvimento, ocupa a quarta posi¢cao
entre as principais culturas alimentares, sendo superada apenas por arroz, trigo e
milho. Suas raizes tuberosas sdo também uma das principais fontes de amido
comercial, posicionando-se como a segunda maior fonte global, atras apenas do
milho (NARMILAN; PUVANITHA, 2020).

Além de sua importdncia como alimento, a mandioca possui multiplas
aplicagdes industriais, sendo utilizada na produgdo de amido, bioetanol, ragdes,
medicamentos, cosméticos e biopolimeros (LI et al., 2017). Aproximadamente 80%
do peso seco das raizes € composto por amido, um biopolimero natural
amplamente explorado na produg¢ao de bioetanol, bioplasticos, dextrina, glicose,
frutose, acido latico e fermento (PARMAR et al., 2017). Suas propriedades
renovaveis, biodegradaveis e de baixo custo tornam o amido de mandioca um
insumo estratégico para a industria (ADEWALE et al., 2022).

No Brasil, a mandioca se destaca por sua ampla adaptabilidade
edafoclimatica e por fornecer alimento e renda a pequenos agricultores (FAO,
2021). Sua resiliéncia a condigdes adversas, como longos periodos de seca e solos
de baixa fertilidade, torna-a uma cultura promissora frente as mudancgas climaticas
(EL-SHARKAWY, 2004; TOKUNAGA et al., 2019). Diante disso, instituigbes como
a FAO e o IITA tém estimulado o desenvolvimento de pesquisas voltadas ao
melhoramento genético da mandioca, com foco em produtividade, tolerancia a
estresses e resisténcia a pragas e doengas que acometem a cultura (FAO, 2021).

Nesse contexto, a cultura de tecidos vegetais surge como uma ferramenta
estratégica para a propagacao clonal e apoio a programas de melhoramento e
conservagao de germoplasma (MAPAYI et al., 2013). Contudo, apesar de seu
potencial, a eficiéncia dessa técnica na cultura da mandioca, é frequentemente
limitada por desafios relacionados a necessidade de protocolos especificos para
cada cultivar (OLIVEIRA; GOMES; VILARINHOS, 2000). A forte dependéncia
genotipo-especifica dificulta a padronizagao e requer protocolos personalizados.

A morfogénese in vitro, um dos pilares da cultura de tecidos, € fortemente

influenciada pela composigao do meio de cultura e pela interagédo entre reguladores
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vegetais, como citocininas, auxinas e giberelinas (SANTOS et al., 2020). O
equilibrio entre esses compostos regula processos como divisdo celular,
diferenciagao e organogénese. Além dos reguladores, outros componentes do meio
de cultura, como nutrientes, aminoacidos e aditivos organicos, associados com as
condigdes de incubacdo como luminosidade, temperatura, dentre outros,
influenciam diretamente o desenvolvimento morfogénico (NEELAKANDAN; WANG,
2012; KIEBER; SCHALLER, 2018).

Dentre os aditivos organicos, a agua de coco (AC) se destaca como um
suplemento natural eficaz, por conter proteinas, aminoacidos, agucares, acidos
organicos, sais minerais, vitaminas do complexo B e C, e fitorménios,
especialmente citocininas (PRAKASH et al., 2004; AKTER et al., 2007; YONG et
al., 2009; PRADES et al., 2012; SOUZA et al., 2013). Sua eficacia na promog¢ao da
morfogénese ja foi comprovada em diversas culturas, como maracuja (TREVISAN
et al., 2005), oliveira (PEIXE et al., 2007; SOUZA et al., 2013), kiwi (NASIB et al.,
2008), orquideas (UTAMI; HARIYANTO, 2020) e citros (MURUGAN et al., 2023),
embora ainda existam poucos estudos sobre sua aplicagdo na cultura da mandioca.

Paralelamente, fatores fisicos como a temperatura de incubagdo também
exercem influéncia critica no desenvolvimento morfogénico. A temperatura afeta a
permeabilidade das membranas celulares, influenciando a absor¢ao de nutrientes
e a fluidez celular (GABRIEL et al., 2014). Para a mandioca, temperaturas entre
25°C e 27 °C séao geralmente consideradas ideais para o crescimento morfolégico,
embora a espécie tolere variagdes entre 18 °C e 35 °C (JARVIS et al., 2012).

Dessa forma, a combinagcdo entre suplementacdo com AC e o controle
preciso da temperatura de incubagao pode representar uma estratégia viavel e
econdmica para otimizar a regeneracéo in vitro da mandioca.

Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial morfogénico de
gendtipos de mandioca cultivados em meio 4E suplementado com diferentes
concentragbes de AC, sob distintos regimes de temperatura, visando identificar
condi¢gdes que favoregam a resposta morfogénica e que possam ser aplicadas em

protocolos eficientes e de baixo custo para micropropagacao da espécie.

2. MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos

do Nucleo de Biologia Avangada da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizado
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em Cruz das Almas, Bahia. Os explantes utilizados foram obtidos a partir de
brotagcdes de manivas provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de Mandioca

(BAG) da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

2.1. Estabelecimento in vitro de apices caulinares de mandioca

Foram utilizados apices caulinares de 10 acessos de mandioca, dos quais
sete eram cultivares (BRS 399, BRS Formosa, BRS Kiriris, BRS Novo Horizonte,
BRS Prata, BRS Progresso e BRS Rendeira) e trés hibridos (2012 34-15, 2014 06-
02 e 2017 12-59), todos pertencentes ao BAG da Embrapa.

Para a obtencao dos explantes, manivas com 20 cm de comprimento foram
plantadas em vasos contendo terra vegetal e mantidas em casa de vegetagao. As
brotacdes resultantes, com cerca de 2 cm, foram coletadas e transferidas para
recipientes contendo agua obtida por osmose reversa, e posteriormente
encaminhadas ao Laboratorio de Cultura de Tecidos.

Sob condi¢des assépticas, em camara de fluxo laminar, as brotagdes foram
submetidas ao processo de desinfestacado superficial. Inicialmente, foram imersas
em alcool 50% por 3 minutos, seguido de tratamento com solug¢ao de hipoclorito de
sédio contendo 0,25% de cloro ativo por mais 3 minutos. Apds essa etapa, as
brotacdes foram submetidas a trés lavagens sucessivas com agua de osmose
reversa autoclavada, garantindo a remogao dos residuos do agente desinfestante.
Com o auxilio de um microscépio estereoscopico, 0s apices caulinares
desinfestados foram reduzidos a um tamanho entre 0,2 mm a 0,3 mm, mantendo-
se um a dois primérdios foliares. Esses apices foram cuidadosamente excisados e
inoculados no meio de cultura 4E, (Figura 1).

Como meio de cultivo, utilizou-se o meio de cultura 4E, composto pelos sais
minerais do MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 1 mg L' de
tiamina-HCI, 100 mg L' de inositol, ANA (0,02 mg L"), BAP (0,04 mg L), AG:s
(0,05 mg L") e 20 g L de sacarose (ROCA et al. 1991). Foi adicionado ao meio
AC nas concentragdes de 0%, 5%, 10%, 15% e 20%, (v/v) obtida de frutos verdes.
Antes de ser incorporada ao meio, a agua foi filtrada com papel de filtro simples
para remover residuos do mesocarpo e do endosperma sélido. O pH do meio foi
ajustado para 5,8, seguido de solidificagdo com 2,4 g L' de Phytagel® e

autoclavagem por 20 minutos a 120 °C e 1,5 atm.



58

Figura 1. (A) Apice caulinar de mandioca obtido a partir de brotagées em manivas; (B) reducéo até os primérdios foliares; (C) excisdo
do apice caulinar reduzido para 0,2-0,3 mm para inoculagdo no meio de cultura; (D) planta desenvolvida a partir do apice caulinar
apo6s 20 dias de cultivo em meio 4E.

5 mm 0.2 mm

Fotos: Honorato Pereira da Silva
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2.2. Delineamento experimental e recuperagao in vitro de apices caulinares
de mandioca em meio de cultura suplementado com agua de coco

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,

em esquema fatorial 10 (gendtipo) x 5 (concentragdes de AC), com 10 repeticdes,

totalizando 500 parcelas experimentais. Cada unidade experimental consistiu em

um apice caulinar cultivado em tubo de ensaio. Apds a inoculagdo no meio de

cultura, os tubos foram incubados em camaras BODs a 27 + 1 °C, com fotoperiodo

de 16 horas e densidade de fluxo de fétons de 30 umol m=2s~".

As avaliacbes foram realizadas aos 45 dias, conforme o protocolo padrao
do laboratdrio, em virtude do baixo desenvolvimento dos apices, comprovado pela
baixa massa fresca dos tratamentos. Foram consideradas as seguintes variaveis:
formagao de calo (FC), formagado de raiz (FR), desenvolvimento do apice (DA),
contaminacgao (TC), altura das brotagdes (AP; cm), numero de primordios foliares
(NFP; folhas em expansao, devido ao reduzido desenvolvimento dos apices),
numero de miniestacas (NmE), massa fresca da parte aérea (MFPA; mg) e massa

fresca de raiz e calo (MFRC; mg).

2.3. Delineamento experimental e influéncia da temperatura na recuperagao
in vitro de apices caulinares de mandioca

O segundo experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 10 (mesmos gendtipos) x 5 (temperaturas de
incubacao: 27, 29, 31, 33 e 35 °C), com 10 repeti¢des, totalizando 500 parcelas
experimentais. O meio de cultura utilizado foi o mesmo, contendo a concentragéo
de AC previamente selecionada no experimento 1.

As avaliagbes foram realizadas aos 20 dias, devido ao maior
desenvolvimento dos apices em temperaturas mais elevadas, que potencializaram
a organogénese e permitiram antecipar a avaliagdo. Foram consideradas as
mesmas variaveis do experimento anterior, com o acréscimo da massa seca da
parte aérea (MSPA) e da massa seca de raiz e calo (MSRC), uma vez que houve
formacéo incipiente de raizes e maior formacao de calo associado ao crescimento

da parte aérea.
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2.4. Metodologia estatistica

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, e a
homogeneidade das variancias entre os grupos pelo teste de Levene. As variaveis
qualitativas (desenvolvimento do explante, formagao de calo e formacéo de raiz e
contaminagao) foram comparadas pelo teste qui-quadrado. Para as variaveis
quantitativas, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis (KRUSKAL; WALLIS, 1952),
seguido do teste de Dunn (DUNN, 1964) com ajuste de Bonferroni para
comparagdes multiplas. Além disso, uma analise de componentes principais (PCA)
foi realizada para identificar as variaveis, genétipos, doses e temperaturas que mais
contribuiram para a variagao total observada. Todas as analises foram conduzidas
no software R (R Core Team, 2024).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Influéncia da agua de coco na recuperacgao in vitro de apices caulinares
de mandioca

Considerando os resultados do teste do qui-quadrado, Tabela 1, verificou-
se que os apices caulinares apresentaram resposta promissora ao estabelecimento
in vitro, com proliferacdo celular e intumescimento dos explantes,
independentemente do gendtipo e do meio de cultura. A porcentagem de explantes
que formaram calos variou de apenas 1% a 10%, o que representa um fator positivo
para o processo de morfogénese in vitro, indicando uma rota direta de
desenvolvimento. Esse aspecto é desejavel, pois reduz a probabilidade de
ocorréncia de variagdo somaclonal, possibilitando a manutencado da fidelidade
genética dos gendtipos propagados.

Observou-se que nado houve formacgao de raizes, na testemunha e nos
tratamentos com 15% e 20% de AC no meio de cultura. Apenas nas concentragoes
de 5% e 10% observaram-se a rizogenese, ainda que incipiente,
independentemente do gendtipo. Com relagdo ao desenvolvimento do apice, todos
os tratamentos responderam de forma positiva, variando de 77% a 98% de
explantes responsivos. Para todos as variaveis mencionadas acima, o meio de
cultura suplementado com 10% de AC, apresentou significancia entre os
tratamentos. A significancia estatistica dos testes de qui-quadrado, p < 0,05 para o

desenvolvimento da parte aérea, reforga a influéncia positiva da concentracédo de
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10% de AC sobre a morfogénese in vitro (Tabela 1). Resultados semelhantes foram
observados para germinagao e micropropagagao em culturas de orquidea Vanda
falcata por Liu et al. (2020) na concentragao de 10% e em Celosia sp. por Daud et
al. (2011) na dosagem de 70 mL L.

Tabela 1. Teste de qui-quadrado de apices caulinares de 10 acessos de mandioca
(Manihot esculenta Crantz) estabelecidos in vitro em meio de cultura 4E,
suplementado com diferentes concentracdes de AC, apds 45 dias de incubacgao a
27 °C.

Dose FC FR DA TC
% S N S N S N S N
31 74 0 77 77,00 23 40 60
0 3,832 73,17 2,09 74,91 88,40 11,60 9,20 90,80
-0,48%s 048 -160" 1,61 -3,987 3,98 11,917 -11,91"
6’ 84 1 89 90 10 2 98
5 4,482 85,52 2,44 87,56 88,40 11,60 9,20 90,80
0,833 .0,83"s  -1,05" 1,05" 0,56 -0,56" -2,79"7 279"
10" 88 11 87 98 2 1 99
10 4,882 93,12 2,66 95,34 88,40 11,60 9,20 90,80
2,708 270" 5,88 -588" 335" -3,35" -317 317"
21 86 0 88 88 12 1 99
15 4,382 83,62 2,39 85,61 88,40 11,60 9,20 90,80
-1,30% 130"  -1,75" 1,75"  -0,14" 0,14 317" 317"
11 88 0 89 89 11 2 98
20 4,432 8457 2,42 86,58 88,40 11,60 9,20 90,80
-1,873% 1,87  -1,76" 1,76" 0,21" -0,21"  -2,79" 279"
X2 10,55 34,83 21,96 142,07
p-value 0,0300 0,0001 0,0002 0,0001
GL*4 4

*ns, nao significativo; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; 'fo: frequéncia observada; fe: frequéncia esperada;
3rp: valor do residuo padronizado ajustado e significancia; “GL: graus de liberdade; (S) sim; (N) néo; (FC)
formacéo de calo; (FR) formagao de raiz; (DA) desenvolvimento do apice e (TC) contaminagéo.

Na auséncia de AC, 40% das amostras apresentaram contaminacao
bacteriana (Tabela 1), conforme evidenciado pelo valor positivo e elevado do
residuo. Essa contaminagao foi reduzida quando o meio foi suplementado com AC,
sugerindo um possivel efeito bacteriostatico desse aditivo. Tal efeito pode estar
relacionado a presenga de compostos bioativos, como quinonas, que integram a
composicdo quimica da AC e possuem atividades antivirais, antifungicas e
antibacterianas (KEHELPANNALA et al., 2018; KRISTENSEN et al., 2020; LAGO
et al., 2024).



62

A concentracado de 10% de AC proporcionou aumento significativos para
altura das brotagcdes, numero médio de miniestacas e massa fresca da parte aérea,
quando comparada a testemunha (Tabela 2). Analisando o comportamento das
variaveis nas concentracées entre 10% e 15% ou 20%, constata-se redugéo
significativa nas variaveis altura das brotagbées, numero de primérdios foliares,
numero de miniestacas e massa fresca de raiz e calo, sugerindo que 10% pode ser
um ponto 6timo, e concentracdes maiores podem ter efeito negativo. As maiores

concentracdes, 15% e 20%, mostram poucas ou nenhuma diferenca
significativa, indicando estabilizagdo do efeito nessas concentragbées. Assim,
concentragdes muito baixas ou muito altas (0%, 5%, 15%, 20%) comprometeram o
desenvolvimento morfogénico, indicando que existe uma faixa ideal para promover
a regeneracao eficiente. Quanto as variaveis numero de primordios foliares e
massa fresca da raiz e calo ndo se constatou diferenca significativa para a maioria

das comparacgdes, indicando menor sensibilidade ao tratamento.

Tabela 2. Teste de comparagdes multiplas de Dunn das diferencas entre as médias
dos postos das variaveis de desenvolvimento de apices caulinares dos 10 acessos
de mandioca em diferentes concentragdes de AC (0, 5, 10, 15 e 20%), com p-value

ajustadas pelo método de Bonferroni, aos 45 dias de cultivo.

Dose AC (%) AP NFP NmE MFPA MFRC
Diferencas entre as médias dos postos (DMP)
0 5 -0,18ns 0,16" 0,00"s -0,37ns 0,40"
0 10 4,99 2,440 4,94™ 5,43" 3,15M
0 15 0,13" -1,83"s 0,00"s 2,91m -1,40"s
0 20 1,28"s -2,68"s 0,00ms 3,69 -1,40"s
5 10 5,407 2,38 515" 6,06 2,87
5 15 0,327 -2,07"s 0,00" 3,417 -1,86"
5 20 1,52"s -2,95"s 0,00" 4,22" -1,80ms
10 15 -5,04" -4,47" -5,12" -2,54"s -4,75"
10 20 -3,83° -5,38" -5,14" -1,73" 4,77
15 20 1,20 -0,87"s 0,00"s 0,79 0,00"s

ns = ndo significativo, * significativo a 5%, ** significativo a 1%. AP (Altura das brota¢des; cm), NFP
nuamero de primérdios foliares, NmE (nimero de médio de miniestacas), MFPA (massa fresca da
parte aérea; mg) e MFRC (massa fresca da raiz e calo; mg).

O gréfico dos componentes principais mostra que a concentragao de 10%
de AC apresenta a melhor performance em termos de numero de primoérdios

foliares (NFP), massa fresca de raiz e calo (MFRC), numero de miniestacas (NmE),
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altura de planta (AP) e massa fresca da parte aérea (MFPA). Ja as concentragdes
extremas (principalmente 20%) estdo associadas a desempenho inferior, indicando
que concentragdes muito altas podem ser prejudiciais ao desenvolvimento das
plantas (Figura 2). O PC1 explicou 86,3% da variacdo, e PC2, 13,5%, totalizando
98,8% da variabilidade explicada. As variaveis numero de primordios foliares (NFP),
massa fresca de raiz e calo (MFRC), numero de miniestacas (NmE), altura de planta
(AP) e massa fresca da parte aérea (MFPA), apresentaram forte correlagcao positiva
com PC1.

Figura 2. Andlise de Componentes Principais (PCA) representando a distribuicao
das variaveis associadas ao desempenho in vitro. Os pontos vermelhos indicam as
diferentes concentracdes de AC avaliadas, enquanto as setas azuis representam
os vetores das variaveis analisadas: numero de primordios foliares (NFP), massa
fresca de raiz e calo (MFRC), numero de miniestacas (NmE), altura de planta (AP)
e massa fresca da parte aérea (MFPA).

PCA - Biplot
1.0- Dose 5,
.Dose 0

[ ]
-

-1 0 1I ZI
Dim1 (86.3%)

3.2. Influéncia da temperatura na recuperagao in vitro de apices caulinares
de mandioca

Na Tabela 3, sdo apresentados os resultados da associacdo entre a

temperatura de incubacdo e a frequéncia observada das variaveis qualitativas

avaliadas em meio 4E modificado, suplementado com 10% de AC, sob diferentes

condicbes térmicas. O teste do qui-quadrado foi utilizado para comparar as

frequéncias observadas (fo) e esperadas (fe) de cada variavel, considerando os

residuos padronizados ajustados (rp), que indicam o grau de desvio entre os
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valores observados e os esperados, bem como o valor de p, que representa a
probabilidade de ocorréncia desses desvios ao acaso.

A influéncia da temperatura sobre variaveis analisadas no cultivo in vitro foi
avaliada nas condigbes de 27 °C a 35 °C (Tabela 3). Os resultados indicam que a
formagdo de calo foi significativamente favorecida pelas temperaturas mais
elevadas, com aumento significativo nas temperaturas 33 °C e 35 °C z (p < 0,001).
Com relacao a formacéao de raizes, a temperatura apresentou efeito estatistico nao
significativo (p = 0,1032), apesar de um leve aumento na frequéncia de ocorréncia
a 31 °C (6%). Isso indica que, dentro do intervalo testado, a temperatura ndo exerce

influéncia determinante sobre a rizogénese.

Tabela 3. Teste de qui-quadrado dos apices caulinares de 10 acessos de mandioca
(Manihot esculenta Crantz) estabelecidos in vitro em meio de cultura 4E,
suplementado com 10% de AC, apés 20 dias de cultivo em diferentes temperaturas.

FC FR DA TC
S N S N S N S N
0 95 0 95 95 5 6 94
27 °C 28,462 66,54 3,28 91,72 92,80 7,20 2,40 97,60
-7,15%7 7157 2,07 2,07 0,95™ -0,95" 263" -2,63"
0’ 90 3 87 90 10 4 96
29 °C 26,962 63,04 3,10 86,90 92,80 7,20 2,40 97,60
-6,91" 6,917 -0,07" 0,07"  -1,21" 1,21 1,17 1,17
26' 64 6 84 90 10 2 98
31°C 26,962 63,04 3,10 86,90 92,80 7,20 2,40 97,60
-0,25%s 0,25"  1,86™ -1,86"  -1,21" 1,21"  -0,29"s (,29"s
531 41 5 89 94 6 0 100
33°C 28,16% 65,84 3,24 90,76 92,80 7,20 2,40 97,60
6,265 -6,26° 1,11 -1,11ms 0,52" -0,52" -1,75"S 1,75"
60’ 35 2 93 95 5 0 100
35°C 28,462 66,54 3,28 91,72 92,80 7,20 2,40 97,60
7,923 -7,92" -0,80" 0,80" 0,95" -0,95" -1,75" 1,75"

Temp.

X2 160,36 7,699 4,011 11,612
p-value 0,0001 0,1032 0,4045 0,0205
GL* 4

* ns, ndo significativo; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; 'fo: frequéncia observada; fe: frequéncia esperada;
3rp: valor do residuo padronizado ajustado e significancia; “GL: graus de liberdade; (S) sim; (N) néo; (FC)
formacéo de calo; (FR) formacéo de raiz; (DA) desenvolvimento do apice e (TC) contaminagéo.

Quanto a formacgao de parte aérea, os resultados foram homogéneos, com
frequéncia de ocorréncia variando entre 90 a 95 casos. A analise global (x> =4,011;
p = 0,4045) corrobora com a auséncia de efeito significativo da temperatura sobre

esta variavel. No entanto, estudos prévios evidenciam que temperaturas elevadas
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podem favorecer a regeneragao in vitro em diferentes espécies vegetais. Lambolez
et al. (2022) demonstraram que o aumento da temperatura de 17 °C para 27 °C
promoveu a regeneragdo de parte aérea em Arabidopsis thaliana, associada a
ativagado de genes relacionados a organogénese.

Em relacdo a contaminagdo, observou-se que esta foi severamente
reduzida com o aumento da temperatura. Em 27 °C e 29 °C, as frequéncias de
contaminacao foram de 6% e 4%, respectivamente, enquanto a partir de 33 °C nao
foram observados casos de contaminagdo. Essa diferenca foi estatisticamente
significativa (x> = 11,612; p = 0,02048), evidenciando que temperaturas mais
elevadas atuam como fator inibitério da contaminacdo microbiana em culturas in
vitro. Resultados semelhantes foram reportados por Sekerli (2024), que
demonstraram a eficacia da termoterapia na reducido drastica da contaminacao
microbiana em culturas de avela (Corylus avellana), com aumento significativo na
proporcao de explantes assépticos.

A reducao da contaminagao bacteriana em temperaturas elevadas pode
estar relacionada a inibicdo de bactérias termossensiveis, como Pseudomonas e
Flavobacterium, que se desenvolvem melhor entre 10 °C e 20 °C. Além disso, a
elevacao da temperatura atua como termoterapia, auxiliando na eliminagao de
contaminantes virais, como demonstrado por Vivek e Modgil (2018), em macieira e
por Yarmus et al. (2023), em alho, onde técnicas in vitro reduziram a carga
bacteriana e eliminaram infecgdes virais e fungicas. Lizarraga et al. (2022), também
confirmaram a eficacia da termoterapia combinada com cultura de meristemas na
erradicagao de virus em frutiferas.

A tabela 04 apresenta a diferenga entre as médias dos postos (DMP) para
diferentes temperaturas de cultivo em relagdo a sete variaveis morfofisioldgicas.
Comparacoes entre 27 °C e as demais temperaturas indicaram resultados com
baixos valores para todas as variaveis avaliadas, sendo esta temperatura
significativamente inferior a 31, 33 e 35 °C (p < 0,01). Notadamente, a faixa de 33 -
35 °C promoveu os melhores resultados para as variaveis analisadas, embora as
diferencas entre essas duas temperaturas ndo tenham sido estatisticamente
significativas (p > 0,05), sugerindo um possivel plateau fisioldgico no
desenvolvimento morfogénico.

Ao comparar 29 °C com temperaturas mais elevadas (31, 33 e 35°C),

observou-se um padrdo semelhante, com melhor desempenho das variaveis
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morfofisiolégicas a partir de 31 °C. As diferencas entre 31 °C e 33 °C foram, em sua
maioria, significativas, especialmente para NmE, MFPA, MFRC, MSPA e MSRC (p
< 0,01), sugerindo que a temperatura de 33 °C pode ser ideal para maximizar tanto
o crescimento vegetativo quanto o acumulo de biomassa fresca e seca. Entre 33 °C
e 35°C nao indicou diferengas significativas, reforcando que ambas as
temperaturas favorecem a morfogénese de maneira semelhante, mas com
tendéncia levemente superior em 33 °C. Ja a auséncia de diferencas significativas
entre 27 °C e 29°C, em quase todas as variaveis, evidencia que temperaturas
abaixo de 30°C ndo sao ideais para uma eficiente regeneragédo in vitro da

mandioca.

Tabela 4. Teste de comparagdes multiplas de Dunn das diferencas entre as médias
dos postos das variaveis de desenvolvimento de apices caulinares dos 10 acessos
de mandioca nos diferentes regimes de temperatura (27°C, 29°C, 31°C, 33°C e

35°C), com p-value ajustadas pelo método de Bonferroni, aos 20 dias de cultivo.

Temperatura __ AP NFP NmE MFPA  MFRC MSPA MSRC

de cultivo Diferenca entre as médias dos postos (DMP)

27 29 1,19 0,91 0,007 1,38 0,00~ 1,01 0,007
27 3 8,217 8,357  4,05” 8,177 467" 7,84” 4,80
27 33 11,507 12,00 8,26° 12,80° 9,357 12,607 947"
27 35 12,507 11,90” 9,36" 13,30 9,217 13,10” 8,96”
29 3 6,93 7,347 3,99 6,707 461" 6,747 474"
29 33 10,20" 11,00” 8,157 11,30 9,22" 11,40” 9,35”
29 35 11,10 10,80" 9,23 11,80° 9,097 11,90° 8,84"
31 33 3,20 3547 4117 4,527 4,56 4,62 4,56
31 35 4,09" 3,34 518" 4,99 4,417 5,097  4,04”
33 35 0,89 -0,21" 1,07 0,46 -0,16"s 0,46" -0,54"s
ns = ndo significativo, * = significativo a 5%, ** = significativo a 1%. AP (Altura das brotagdes; cm),
NFP numero de primdrdios foliares, NmE (numero de miniestacas), MFPA (massa fresca da parte

aérea; mg), MFRC (massa fresca de raiz e calo; mg), MSPA (massa seca da parte aérea; mg) e
MSRC (massa seca de raiz e calo; mg).

Portanto, os resultados indicam que a otimizacdo térmica da sala de
crescimento entre 31 °C e 33 °C pode ser estratégica para aumentar a eficiéncia da
micropropagacgao in vitro de gendtipos de mandioca, favorecendo tanto o
desenvolvimento aéreo quanto radicular. Os resultados alcangados por Otroshy et
al. (2009) corroboram com os valores obtidos neste trabalho, haja vista que
temperaturas mais elevadas, 25 °C, favoreceram a emissao de brotagdes, folhas e

a altura de planta em Solanum tuberosum.
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A Analise de Componentes Principais (PCA) permitiu visualizar a relagao
entre diferentes temperaturas e as variaveis morfofisioldgicas avaliadas (Figura 3).
O primeiro componente principal (PC1) explicou 98,8% da variancia total dos
dados, enquanto o segundo componente (PC2) contribuiu com apenas 0,8%,
indicando que a maior parte da variagao entre os tratamentos pode ser explicada
por PC1. As variaveis morfofisioldgicas altura de planta (AP), numero de primérdios
foliares (NFP), numero de miniestacas (NmE), massa fresca da parte aérea
(MFPA), massa fresca de raiz e calo (MFRC), massa seca da parte aérea (MSPA)
e massa seca de raiz e calo (MSRC) apresentaram forte correlagdo positiva com

PC1, conforme evidenciado pela direcéo e intensidade dos vetores.

Figura 3. Analise de Componentes Principais (PCA) representando a distribuicao
das variaveis associadas ao desempenho in vitro. Os pontos vermelhos indicam as
diferentes temperaturas avaliados, enquanto as setas azuis representam os vetores
das variaveis analisadas: altura de planta (AP), numero de primoérdios foliares
(NFP), numero de miniestacas (NmE), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa
fresca de raiz e calo (MFRC), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca de

raiz e calo (MSRC).
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Observa-se que as temperaturas mais elevadas (33°C e 35°C) estao
positivamente associadas a diregao dos vetores das variaveis, sugerindo maior
acumulo de biomassa e melhor desenvolvimento das plantas sob essas condi¢des.

Em contraste, as temperaturas mais baixas (27 °C e 29 °C) localizaram-se no
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quadrante oposto, indicando associagado negativa com as variaveis analisadas, o
que reflete um desempenho morfofisioldgico inferior.

Analisado o efeito da AC no meio de cultura e a temperatura de incubacéao
(Figura 4), observa-se que a suplementagcado com AC, isoladamente, n&o favoreceu
aumentos significativos no crescimento da parte aérea, onde a variagéo entre os
tratamentos foi pequena, com valores medianos inferiores a 0,5 cm, apenas com
ligeira tendéncia ao aumento na concentragao de 10%, mas ainda dentro de uma
faixa estreita. Embora tenha efeito positivo em outros aspectos fisioldgicos, como o
peso fresco do calo.

Por outro lado, a temperatura de incubacdo foi o principal fator
determinante no crescimento da parte aérea de mandioca in vitro. As temperaturas
de 31°C, 33°C e 35°C resultaram em crescimentos muito superiores aos demais
tratamentos, 27°C e 29°C, com medianas acima de 1 cm e presenca de valores
maximos superiores a 2,5 cm em alguns casos. Dentre estas a temperatura de 33°C

parece ter promovido o maior crescimento mediano, seguida por 35°C.

Figura 4. Boxplot comparativos das distribuigdes dos valores de altura de brotagdes
(cm) de 10 acessos de M. esculenta Crantz introduzidos in vitro em meio de cultura
4E+, suplementado com diferentes concentragbes de AC no meio de cultura e
diferentes temperaturas de incubacao, aos 45 dias de cultivo.
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Além disso, a amplitude de variacéo foi consideravelmente maior nessas

temperaturas, indicando elevada atividade fisiolégica sobre os tecidos cultivados.
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A mediana da altura, bem como os quartis superiores, evidencia que temperaturas
elevadas favorecem nao apenas o crescimento dos genétipos isolados, mas uma
resposta consistente de todo o grupo experimental.

Esses dados corroboram com a literatura que aponta a temperatura como
variavel critica, influenciando diretamente na fluidez da membrana plasmatica,
metabolismo, divisdo celular e a expansao dos tecidos. Uma temperatura
considerada otima ira promover a atividade metabdlica e a expressao de genes
envolvidos na divisao celular, levando a uma maior proliferacédo celular, visto que a
temperatura influencia a sintese e agao de horménios vegetais, que sado essenciais
para a diferenciagao celular e consequentemente dos tecidos (DHANDA; MUNJAL,
2020; XALXO et al., 2020; Al et al., 2023).

Em baixas temperaturas, ocorre repressao de fatores de transcricdo que
consequentemente reprime varios mecanismos que afetam a expressédo do gene
PIF4 (JUNG et al, 2016; LEGRIS et al, 2016; JUNG et al., 2020). A alta
temperatura alivia esta inibicdo e induz a transcricdo do PIF4 e outros mecanismos
reguladores do PIF4 abrindo o caminho para o crescimento de alongamento
induzido termicamente. Até agora, essas descobertas descrevem respostas termo
morfogénicas apenas em tecidos da parte aérea (Al et al, 2023).

Esses dados reforcam a importadncia do controle térmico na sala de
crescimento ou camaras BODs para o sucesso da regeneragdo in vitro, com
possibilidade de ganhos adicionais ao combinar temperaturas ideais com aditivos
como a AC.

Os gendtipos BRS Prata, BRS Novo Horizonte, BRS Formosa e o hibrido
2014 06-02 (Figura 5), destacam-se por apresentarem maior comprimento da parte
aérea. Esses genodtipos demonstraram boa resposta ao fator temperatura,
possivelmente indicando maior adaptabilidade ou vigor sob variagdes térmicas.
Embora as variedades BRS 399, BRS Progresso e BRS Rendeira, tenham
respondido positivamente a temperatura, seu desempenho foi menos expressivo.
Estes acessos podem ter crescimento satisfatério sob estimulo térmico, mas com
menor estabilidade ou potencial que os gendtipos do grupo anterior. Ja a variedade
BRS Kiriris, e os hibridos 2017 12-59 e 2012 34-15 mostraram menor
desenvolvimento, indicando serem menos responsivos ou menos vigorosos nessas

condicoes.
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No tratamento com temperatura, observou-se variagdo significativa na
resposta dos diferentes acessos de mandioca quanto ao crescimento da parte
aérea. As variedades BRS Formosa, BRS Prata e BRS 399 destacaram-se por
apresentarem os maiores comprimentos médios, indicando maior responsividade a

esse componente do meio de cultivo.

Figura 5. Boxplot comparativos das distribuicbes dos valores de altura de
brotagdes (cm) de 10 acessos de M. esculenta Crantz introduzidos in vitro em meio
de cultura 4E+, suplementado com 10% de AC no meio de cultura e submetidos a
diferentes temperaturas de incubacéao, aos 20 dias de cultivo.
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Esses resultados sugerem que esses materiais possuem maior capacidade
de absorcao e aproveitamento dos compostos bioativos presentes na AC, como
citocininas e agucares. Por outro lado, os gendtipos BRS Novo Horizonte, BRS
Progresso, BRS Rendeira e o hibrido 2014 06-02, apresentaram crescimento
intermediario, com medianas mais discretas e menor dispersdo dos dados,
refletindo uma resposta moderada a suplementacéo. Ja o gendtipo BRS Kiriris e os
hibridos 2017 12-59 e 2012 34-15 demonstraram o0s menores valores de
crescimento da parte aérea sob esse tratamento, com baixa variabilidade e
medianas proximas ao zero, o que indica pouca ou nenhuma efetividade da AC
para estimular o desenvolvimento inicial nesses materiais.

Dessa forma, os resultados obtidos indicam que o controle da temperatura

constitui um fator relevante para a promocéao do crescimento inicial da parte aérea
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em determinados gendétipos de mandioca cultivados in vitro. Em contrapartida, a
suplementac¢ao do meio de cultura com AC apresentou desempenho inferior quanto
ao estimulo vegetativo, com variagdées consideraveis entre os materiais genéticos
avaliados. Tais evidéncias reforcam que a eficacia da temperatura de incubacéo,
bem como da adicao de AC ao meio de cultura, esta intrinsecamente relacionada
ao genotipo, tornando indispensavel o ajuste especifico das condi¢des
experimentais para a otimizagao de protocolos de cultivo in vitro.

Assim como relatado por Sasaki et al. (1994), no cultivo in vitro de carvalho
(Quercus acutissima Carruth), a mandioca também expressa seu potencial
genético de forma dependente das variedades utilizadas. Os dados deste
experimento confirmam esse comportamento, evidenciando que tanto a influéncia
da AC quanto da temperatura de incubagéo varia significativamente de acordo com
0 gendtipo testado.

Entender os fatores que potencializam a morfogénese dos 4apices
caulinares durante o cultivo in vitro é de consideravel importancia para o sucesso
de um protocolo robusto de morfogénese in vitro. Em experimentos de cultivo in
vitro, a suplementacdo de AC ao meio de cultura mostrou efeitos positivos na
formagao de massa verde (altura de planta), para batatas (Solanum tuberosum L.)
por Hafsan et al. (2018) e para oliveira (Olea europaea) por Souza et al. (2013). Os
autores sugerem que este aumento na altura de planta e no numero de folhas, se
deve a alta concentragdo de citocininas e nitrogénio na composigdo da AC,
compostos estes que estimulam e contribuem para a morfogénese. Portanto, estes
dados evidenciam que cultuas diferentes podem ter o seu potencial morfogénico
potencializado de forma diferentes, ndo permitindo assim uma universalizagao dos
protocolos de cultivo in vitro.

Diversos estudos demonstram que a suplementagdo do meio de cultura
com AC favorece o desenvolvimento da parte aérea em diferentes espécies
vegetais, como figo (Ficus carica L.) por Lui et al. (2022), espinafre (Spinacia
oleracea L.) por Al-Khayri et al. (1992), batata (Solanum tuberosum L.) por
Sembiring et al. (2021), e kiwi (Actinidia deliciosa) por Nasib et al. (2008).

3.3. Analise de componentes principais: Resposta dos diferentes genétipos

com base em variaveis associadas ao desempenho in vitro
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O biplot (Figura 6) representa os dois primeiros componentes principais,
PC1 e PC2, que juntos explicam 94,7% da variancia total dos dados, sendo 71,6%
atribuida ao PC1 e 23,1% ao PC2. Estes resultados referem-se ao experimento
conduzido com variacdo de meio de cultura, especificamente com ou sem
suplementacdo de AC, visando avaliar o desempenho in vitro dos diferentes

genotipos de mandioca.

Figura 6. Analise de Componentes Principais (PCA) representando a distribuicdo
de gendtipos de mandioca com base em variaveis associadas ao desempenho in
vitro. Os pontos vermelhos indicam os diferentes genaétipos avaliados, enquanto as
setas azuis representam os vetores das variaveis analisadas: altura de planta (AP),
numero de primordios foliares (NFP), numero de miniestacas (NmE), massa fresca
da parte aérea (MFPA) e massa fresca de raiz e calo (MFRC).
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As variaveis avaliadas (AP, NFP, NmE, MFPA, MFRC) apresentaram forte
correlacdo com o eixo PC1, conforme indicado pelo comprimento e direcao dos
vetores. Isso indica que essas variaveis foram determinantes para a diferenciagao
entre os genotipos. A variedade BRS Formosa e hibrido 2014 06-02 destacaram-
se por apresentarem o0s maiores escores positivos no PC1, sugerindo uma

associagao positiva das caracteristicas como altura de planta (AP), niumero de
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primoérdios foliares (NFP) e massa fresca da parte aérea (MFPA), indicando maior
potencial morfogénico e resposta regenerativa.

Por outro lado, os hibridos 2017 12-59 e 2012 34-15 apresentaram escores
negativos, estando associados a um menor desempenho nessas variaveis. A
variedade BRS Prata mostrou comportamento atipico, ocupando uma posigao
isolada no quadrante superior direito, sugerindo uma resposta divergente em
relagdo as demais gendtipos analisados.

Portanto, a variedade BRS Formosa e o hibrido 2014 06-02 contribuiram
significativamente para a variagéo explicada no PC1, enquanto o0 2017 12-59 e o
2012 34-15 tiveram contribuicbes negativas. Esses resultados indicam que ha
variabilidade genética expressiva na capacidade de regeneracgao in vitro entre os
genotipos de mandioca, sendo possivel selecionar candidatos promissores para
aplicacbes em protocolos de propagacédo e criopreservagdo. Esses achados
corroboram com a aplicabilidade da PCA como ferramenta eficiente para selecéo
genotipica em programas de conservagao e biotecnologia da mandioca.

Na Figura 7, observa-se que a elevagéo da temperatura, associada ao meio
de cultura suplementado com 10% de AC, promoveu modificagdes no desempenho
dos gendtipos, e permitiu a inclusdo de duas novas variaveis (massas secas)
decorrentes do aumento da biomassa vegetal. Ao se adicionar o fator temperatura
ao tratamento com 10% de AC, houve um aumento expressivo na variancia
explicada pelo primeiro componente principal (PC1), passando de 71,6% para
90,1%, com redugao simultdnea da contribuigcdo do PC2 (de 23,1% para 5,5%).

Este resultado reforca a importancia da temperatura como variavel-chave
no desempenho morfogénico de culturas in vitro, dado que alteragbes térmicas
modulam processos fisioldgicos essenciais como divisdo celular e expansao de
tecidos, conforme evidenciado em Arabidopsis thaliana por Lambolez et al. (2022)
e Jin e Zhu (2019).

Observa-se também um deslocamento geral dos gendtipos para a direita
do grafico, com alteracbes de quadrante e rearranjos nas posi¢cbes relativas.
Gendtipos como BRS Formosa e BRS Prata inverteram suas posicoes, refletindo
diferentes graus de plasticidade morfogénica diante do novo ambiente térmico.
Esse padrao esta de acordo com estudos que mostram que temperaturas elevadas

estimulam o alongamento e o desenvolvimento de érgaos aéreos em plantas, como
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discutido por Jin e Zhu (2019), além de favorecerem a reorganizagéo de variaveis

morfolégicas e metabdlicas.

Figura 7. Biplot das contribuigcbes das variaveis respostas e posicionamentos do
aporte dos 10 gendtipos de mandioca (M. esculenta Crantz), conforme a variagao
dos dados das CP1 e CP2 no estabelecimento in vitro dos apices caulinares de
mandioca, cultivado em ambientes com diferentes temperaturas de incubacgao.
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Esse comportamento pode ser atribuido ao efeito modulador da
temperatura sobre o metabolismo celular e a divisdo meristematica, que intensifica
a expressdo de caracteristicas morfogénicas especificas, promovendo maior
desenvolvimento da parte aérea e acumulo de biomassa em gendtipos mais
responsivos. Essa interagao entre ambiente térmico e expressao morfogénica é
amplamente documentada por Patel e Franklin (2009); por Catroverde e Dina
(2021) e por Chen et al. (2022), evidenciando que pequenos ajustes na temperatura
podem modificar significativamente padrdes de crescimento e desenvolvimento em
plantas.

Os gendtipos BRS Formosa, BRS Prata e BRS 399 destacaram-se com
escores positivos no PC1, indicando maior potencial morfogénico e melhor resposta
aos fatores testados. Por outro lado, os genétipos Kiriris, 2017 12-59 e 2012 34-15
mantiveram-se com escores negativos, confirmando baixa performance
regenerativa mesmo sob condi¢gdes otimizadas de temperatura e meio.

Saber quais variaveis que mais explicam a variancia entre os gendtipos
permitem destacar quais caracteristicas sdo mais relevantes para a regeneragao in

vitro, consequentemente ira possibilitar o aperfeicoamento do protocolo com base
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nessas variaveis. Para este trabalho o numero de folha (NF) e massa fresca da
parte aérea (MFPA) destacaram-se com variaveis de maior influéncia, sendo bons
indicadores para se avaliar a eficiéncia morfogénica e potenciais critérios de

selegéo para programas de micropropagacao e conservagao de germoplasma.

4. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que a adigéo de 10 % de agua de coco ao
meio (4E+) e a manipulagdo da temperatura sdo estratégias eficazes para otimizar
o estabelecimento in vitro de apices caulinares de mandioca. A concentracao de
10% de AC destacou-se por promover significativamente o desenvolvimento da
parte aérea, aumentar a massa fresca e reduzir a contaminagao. No entanto, nao
houve estimulo consistente a rizogénese, indicando a necessidade de ajustes
especificos para a indugao radicular.

A elevacado da temperatura para 33°C e 35°C aumentou a altura das
brotacbes. A resposta morfogénica variou entre as variedades avaliadas,
destacando-se a maior responsividade para BRS Prata, BRS Formosa e o hibrido
2014 06-02 aos tratamentos térmicos, e de BRS Formosa, BRS Prata e BRS 399 a
suplementacdo com AC. Essa diversidade de resposta evidencia a importancia de
considerar o efeito do gendtipo x ambiente no desenvolvimento de protocolos

otimizados de cultivo e conservacéo in vitro da mandioca.
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otimizada para o estabelecimento in vitro de apices caulinares de mandioca

T Artigo a ser ajustado e submetido apds definigio da escolha do periddico cientifico
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Validagao de protocolo com suplementagao de agua de coco e temperatura
otimizada para o estabelecimento in vitro de apices caulinares de mandioca

RESUMO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma das principais fontes de alimento e
renda em regides tropicais e subtropicais, sendo essencial para a seguranca
alimentar e o desenvolvimento socioeconémico de milhées de pessoas. Contudo,
limitagcbes como baixa produtividade, propagacédo de material infectado e perda de
diversidade genética comprometem seu cultivo sustentavel. A cultura de tecidos
vegetais surge como ferramenta estratégica para a multiplicacdo e conservacéao de
mandioca com alta qualidade fitossanitaria. Neste contexto, este estudo objetivou
validar um novo protocolo, baseada em um meio de cultura otimizado (4E com 10%
de agua de coco) e temperatura de 33 °C, para o estabelecimento in vitro de apices
caulinares de mandioca visando a multiplicagcado e conservacao de gendtipos com
potencial de aplicacdo em programas de melhoramento genético. Foram utilizados
520 acessos, distribuidos em trés quantidades: 2, 3 ou 4 apices por acesso,
totalizando 480 apices por tratamento. O delineamento foi inteiramente casualizado
em esquema fatorial 520 (acesso) x 3 (quantidade de apices), com tratamentos nio
balanceados e acessos nao repetidos, configurando um ensaio de validagao de
protocolo com observacdes independentes. Para suporte estatistico, aplicaram-se
testes ndo paramétricos de qui-quadrado e analise bootstrap, além de regressao
logistica binaria, com a=0,05. No estabelecimento in vitro dos apices caulinares
utilizou-se o meio 4E, suplementado com 10% (v/v) de agua de coco, onde foram
excisados 2, 3 ou 4 apices por acesso conforme os tratamentos. Apds 20 dias de
incubacao, avaliaram-se as taxas de sobrevivéncia dos apices, de formacao de calo
e de formagdo de raiz, 0 numero de miniestacas e a altura das brotacdes. As
miniestacas <0,8 cm foram reinoculadas em meio 4E para seguir com a
organogénese, enquanto aquelas 20,8 cm foram transferidas para o meio MS0,01.
Aos 45 dias da repicagem, avaliaram-se novamente as taxas de sobrevivéncia dos
apices, de formagao de calo, o numero de folhas, a altura da planta e o numero de
miniestacas produzido. Todas as etapas do experimento foram conduzidas em
incubadoras BOD a 33 £ 1 °C, fotoperiodo de 16 h e densidade de fluxo de fétons
de 30 umol m™2s™". Na fase inicial, o meio 4E modificado apresentou alta eficiéncia,
com taxa de sobrevivéncia >92% para todos os tratamentos. O uso de 2 apices por
acesso mostrou melhor desempenho quantitativo (221 acessos viaveis), sendo
ideal para a inclusdo de maior diversidade genética. Ja os tratamentos com 3 e 4
apices apresentaram maior eficiéncia qualitativa (taxas de sobrevivéncia de até
96,2%), maximizando o indice de pegamento. Na fase de multiplicacéo,
observaram-se brotagdes vigorosas nos meios 4E e MS0,01; o MS0,01 favoreceu
0 enraizamento e o desenvolvimento final das miniestacas, enquanto o 4E manteve
o potencial organogénico das brotagcbes na reinoculagdo, garantindo a
sobrevivéncia dos acessos com baixo desenvolvimento inicial. A metodologia
proposta mostrou-se robusta, adaptavel e com potencial para programas de
micropropagacao e conservagao de germoplasma, possibilitando a introducao
eficiente de acessos in vitro com baixo custo, devido a menor quantidade de
material utilizado, e alta taxa de sucesso.

Palavras-chave: Conservacéo in vitro, cultivo de apices meristematicos, formacao
de calo, Manihot esculenta Crantz, metodologia.
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Validation of a protocol with coconut water supplementation and
temperature adjustment for the in vitro establishment of cassava shoot
apices

ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is one of the primary sources of food and
income in tropical and subtropical regions, essential for food security and the
socioeconomic development of millions of people. However, limitations such as low
productivity, propagation of infected material, and loss of diversity compromise its
sustainable cultivation. Plant tissue culture emerges as a strategic tool for the
conservation and multiplication of cassava with high phytosanitary quality. In this
context, this study aimed to validate a new methodology, based on a modified
medium, for the in vitro establishment of cassava shoot apices targeting
multiplication and conservation, with potential application in breeding programs. A
total of 520 accessions from the Active Germplasm Bank of Embrapa Cassava and
Tropical Fruits were used, distributed across three treatments: 240 accessions with
2 apices, 160 with 3 apices, and 120 with 4 apices, totaling 480 apices per treatment.
Each accession was used only once, independently among treatments. The
experiment followed a completely randomized design in a 520 (accessions) x 3
(apex numbers) factorial scheme, with unbalanced treatments and non-replicated
accessions, configuring a methodology validation trial with independent
observations. For statistical support, non-parametric tests, including chi-square and
bootstrap analysis, in addition to binary logistic regression, were applied, with. For
establishment, the 4E medium supplemented with 10% (v/v) coconut water was
used, with 2, 3, or 4 apices excised per accession and inoculated according to the
treatment. After 20 days of incubation, survival, callus formation, root formation,
number of microcuttings, and shoot height were evaluated. Microcuttings < 0.8 cm
were re-inoculated into fresh 4E medium to continue organogenesis, whereas those
= 0.8 cm were transferred to MS0.01. After 45 days of subculture, survival, callus
formation, number of leaves, plant height, and number of microcuttings produced
were re-evaluated. All experimental stages were conducted in BOD incubators at
33 £ 1 °C, with a 16-hour photoperiod and a photon flux density of 30 pmol m= s,
In the initial phase, the modified 4E medium presented high efficiency, with survival
rates > 92% for all treatments. The use of 2 apices per accession resulted in better
quantitative performance (221 viable accessions), favoring the inclusion of greater
genetic diversity. Treatments with 3 and 4 apices presented higher qualitative
efficiency, with survival rates up to 96.2%, and are recommended to maximize
establishment success. During the multiplication phase, vigorous shoots were
observed in both 4E and MS0.01 media; MS0.01 favored rooting and final
microcutting development, while 4E maintained the organogenic potential of shoots
during re-inoculation, ensuring the survival of accessions with low initial
development. The proposed methodology proved to be robust, adaptable, and with
strong potential for micropropagation and germplasm conservation programs,
enabling the efficient in vitro introduction of cassava accessions at low cost and with
high success rates.

Keywords: Callus formation, in vitro conservation, Manihot esculenta Crantz,
meristem tip culture, methodology.
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1. INTRODUGAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma planta perene pertencente
a familia Euphorbiaceae, destacando-se por sua elevada produtividade caldrica,
eficiéncia biolégica e ampla adaptagdo diversas condicbes de clima e solo.
Consumida por mais de 800 milhdes de pessoas, suas raizes e subprodutos
constituem uma fonte acessivel de carboidratos, especialmente para populagdes
de baixa renda (HOOD et al., 2023). Além das raizes, toda a biomassa da mandioca
pode ser aproveitada: as folhas sao ricas em proteinas, vitaminas e minerais,
enquanto os caules s&o utilizados como material de propagagdo (COLLAVINO et
al., 2022).

Por ser propagada vegetativamente, a mandioca favorece a disseminagao
de pragas e doengas, especialmente viroses, que representam cerca de 68% das
infecgdes relatadas por agricultores e comprometem a produtividade (AGRE et al.,
2016). Além disso, a disponibilidade de material de plantio é limitada, o que
restringe a expansao da cultura.

Nesse contexto, a biotecnologia, por meio da cultura de tecidos, surge
como uma aliada estratégica, que além de proporcionar maior numero de mudas,
possibilita a limpeza clonal e, consequentemente, a erradicagéo de patégenos por
meio da cultura de apices caulinares (meristemas associados a 2-3 primérdios
foliares). Essa técnica consiste na excisdo de apices caulinares extremamente
pequenos, visando remover os tecidos infectados sem causar danos a regiao
meristematica. A manutenc¢ao dos primérdios foliares garantem a sobrevivéncia e
recuperacao desses minusculos explantes (WANG; VALKONEN, 2008, 2009;
CRUZ-CRUZ; GONZALEZ-ARNAO; ENGELMANN, 2013; COSTA et al., 2019).
Esses apices caulinares, caracterizados pela auséncia de vascularizagao,
apresentam elevada eficacia na eliminagdo de virus (IOIO et al., 2008;
GHAEMIZADEH et al., 2014), sendo que a obtengao de plantas livres de virus é
essencial para o sucesso dos programas de melhoramento genético e para
assegurar a troca segura de materiais vegetais em nivel internacional (WANG;
VALKONEN, 2009).

O protocolo de introducdo in vitro da mandioca utiliza o meio 4E,
desenvolvido por Roca et al. (1984, 1991) a partir do meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), que é composto por sais minerais, vitaminas, sacarose e

reguladores de crescimento ANA, BAP e AG3. No entanto, apesar dos avangos
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obtidos, a eficiéncia do estabelecimento ainda apresenta limitacées. Para contornar
esse problema, foi adotado um protocolo adaptado, que associa a suplementagao
com agua de coco (AC) ao ajuste da temperatura, visando potencializar o
desenvolvimento dos apices caulinares e elevar a taxa de recuperagao a niveis
mais satisfatorios.

A adicao de AC (10% v/v) ao meio de cultura, por ser rica em agucares,
minerais e fitorreguladores naturais, contribui para otimizar a organogénese e
aumentar a sobrevivéncia dos explantes (DEPEINT et al., 2006; DAUD et al., 2011;
AKHIRIANA; SAMANHUDI; YUNUS, 2019; AISHWARYA; SEENIVASAN; NAIK,
2022). Estudos demonstram que essa suplementagédo organica, em sinergia com
os fitorreguladores sintéticos, favorece um desenvolvimento mais equilibrado e
promove maior alongamento dos brotos (FEYISA, 2021), aspecto crucial para a
micropropagacgao e a conservagao de germoplasma (ROCA et al., 1991).

A temperatura exerce um papel determinante no cultivo in vitro, sendo 33
°C considerada ideal para o estabelecimento de apices caulinares de M. esculenta.
Nessa condigdo, observa-se maior potencial de crescimento inicial em meio 4E,
especialmente quando suplementado com AC, conforme evidenciado por Silva
Neto et al. (dados nado publicados), ainda que esse valor difira das temperaturas-
padrao descritas na literatura (SOUZA et al., 2008; KAUR; MUDGAL, 2021).

A conservacao in vitro desempenha papel fundamental na preservagao de
germoplasma, protegendo-o contra intempéries e doengas (LEMOS et al., 2002).
Sua eficiéncia depende de protocolos bem estabelecidos de introducdo e
micropropagacao (WANG et al., 2004; SCHERWINSKI-PEREIRA; COSTA, 2010;
MENEGAZZO et al., 2019), bem como das etapas de alongamento/enraizamento e
aclimatizacdo (MONTHONY et al., 2021a).

O objetivo deste estudo foi validar, em larga escala, uma metodologia de
estabelecimento in vitro de apices caulinares de mandioca, modificada pela adigéo
de 10% de agua de coco ao meio de cultivo e sob temperatura de 33 °C, bem como
avaliar o efeito do numero de apices por acesso (2, 3 e 4) sobre a eficiéncia do
processo, com énfase na viabilidade quantitativa e qualitativa do numero de apices.
Ao integrar validagcao em larga escala e definicdo de parametros criticos, o estudo

visa otimizar a conservagao de germoplasma e a micropropagagéao da cultura.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos do Nucleo
de Biologia Avancada da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas,
Bahia.

Os explantes utilizados nos experimentos foram obtidos a partir de
brotacdes de manivas de plantas pertencentes a colecdo do Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) de mandioca, mantido no campo experimental da Embrapa

Mandioca e Fruticultura.

2.2 Meio de cultivo

Como meio de cultivo foi utilizado o 4E, adaptado por Roca et al. (1991),
sendo constituido pelos macronutrientes e micronutrientes do MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado com 1 mg L™ de tiamina-HCI, 100 mg L™" de mio-
inositol e os reguladores de crescimento acido 1-naftalenoacético (ANA, 0,02 mg
L™"), 6-benzilaminopurina (BAP, 0,04 mg L™) e acido giberélico (AG3, 0,05 mg L™),
além de 20 g L™ de sacarose. O meio foi acrescido de 10% (v/v) de AC obtida de
frutos verdes, que foi filtrada em papel de filtro simples para remover copra e
mesocarpo, antes da adigdo ao meio. O pH foi ajustado para 5,8, o meio solidificado

com 2,4 g L™ de Phytagel® e posteriormente autoclavado por 20 minutos a 129 °C.

2.3 Estabelecimento in vitro de apices caulinares

Apices caulinares de 520 acessos de mandioca do BAG da Embrapa
Mandioca e Fruticultura foram utilizados como fonte de explantes. Para tanto,
manivas de aproximadamente 20 cm foram plantadas em vasos com substrato,
permanecendo em casa de vegetacao até o surgimento de brotagdes. As brotagdes
obtidas, com cerca de 2 cm de comprimento, foram coletadas, colocadas em
recipientes contendo agua de osmose reversa e transportadas ao Laboratorio de
Cultura de Tecidos.

Posteriormente, em cadmara de fluxo laminar, os &apices foram
desinfestados, inicialmente em alcool 50% por 3 minutos e, em seguida, em
hipoclorito de sodio a 0,25% de cloro ativo por 3 minutos, seguido de trés lavagens

com agua de osmose reversa autoclavada. Com o auxilio de microscopio
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estereoscopico, os apices terminais desinfestados foram reduzidos a 0,2 mm-0,3
mm, mantendo-se um ou dois primoérdios foliares. Dependendo do tratamento,
foram excisados 2, 3 ou 4 apices por acesso e inoculados no meio de cultivo 4E,

suplementado com 10% (v/v) de AC.

2.4 Condigoes de cultivo e avaliagoes

Logo apos a inoculagao no meio de cultura 4E, os tubos de ensaio contendo
os apices foram acondicionados em camaras BODs a 33 + 1 °C, sob fotoperiodo
de 16 horas e densidade de fluxo de fétons de 30 pmol m™2 s™'. Aos 20 dias, foram
avaliadas as seguintes variaveis: desenvolvimento das brotagdes (sim/ndo),
formagao de raizes (sim/ndo), contaminagao, formagéo de calo (sim/n&o), altura
das brotagbes (cm), numero de miniestacas e validacdo do protocolo de
estabelecimento (acessos que apresentaram desenvolvimento e foram
efetivamente estabelecidos) (etapa 1 — estabelecimento in vitro).

Apos essa avaliacdo, miniestacas com menos de 0,8 cm foram
reinoculadas em meio 4E, enquanto aquelas com 0,8 cm ou mais foram transferidas
para meio de cultura de multiplicagdo MS 0,01 (SOUZA et al., 2008). Aos 45 dias
da repicagem, foram realizadas novas avaliagbes (n&o destrutivas) das variaveis:
contaminacao, altura de planta (cm, em papel milimetrado autoclavado), numero de
miniestacas e confirmagcdo da validagdo na multiplicacdo (plantas que

apresentaram desenvolvimento) (etapa 2 — multiplicag&o).

2.5 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 520 (acessos) x 3 (quantidades de apices: 2, 3 e 4), com
distribuicdo independente: 2 apices para 240 acessos (totalizando 480 apices), 3
apices para 160 acessos (480 apices) e 4 apices para 120 acessos (480 apices). A
unidade experimental consistiu em um apice meristematico cultivado em tubo de
ensaio.

Para a analise dos dados da introducao in vitro de apices de mandioca,
empregaram-se as seguintes abordagens estatisticas: teste qui-quadrado, utilizado
para avaliar associagdes entre variaveis categoricas, incluindo formagao de calo,
sucesso na introducdo e repicagem, formagao radicular e selegdo do meio de

cultivo, e analise descritiva, quando a sobrevivéncia dos acessos foi quantificada
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por meio de tabelas de contingéncia, apresentando frequéncias absolutas e
relativas em cada fase experimental. Para a visualizagao de dados, boxplots foram
construidos para comparar a distribuicdo da altura das brotacbes em relacdo a
formagdo de calo e ao numero de apices introduzidos, incluindo analise
estratificada por grupos de apices.

Para modelagem estatistica, empregou-se a regressao logistica binaria
para avaliar preditores de eventos dicotdmicos e analise de bootstrap (CHERNICK,
2007) para estimar intervalos de confianga da diferenga entre medianas.

Todas as analises foram implementadas no ambiente R (R Core Team,

2024), com nivel de significancia estabelecido em a=0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Relagao entre variaveis independentes, categéricas e eficiéncia do
protocolo

O teste de qui-quadrado, das variaveis binarias analisadas ap6s 20 dias de
cultivo, ndo evidenciou associagao significativa entre o numero de &pices por
acesso (NAP) e a taxa de validagao inicial (sobrevivéncia, VL1) no estabelecimento
in vitro de apices caulinares de mandioca (p = 0,233; a = 0,05), assim como na
confirmacgé&o da validag&o no inicio da etapa de multiplicagcédo (VL2). Esse resultado
indica que a eficiéncia de estabelecimento e da multiplicagdo subsequente sao
independentes do numero de apices utilizados, demonstrando que a nova
metodologia mantém elevada eficiéncia operacional mesmo com reducédo da

quantidade de explantes, sem comprometer a taxa de sucesso (Tabela 1).
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Tabela 1. Teste de qui-quadrado para formagao de calos e de raiz, validagdo da metodologia e do meio de cultura na 12

repicagem, em resposta ao numero de apices na validagao de protocolo de introducéo de acessos de mandioca em meio 4E

suplementado com AC, apds 20 dias de incubagao a 33 1 °C.

NAP FC FR VL1 VL2 Meio VMR
S N S N S N S N S N
149" 72 27 194 221 19 202 38 150 20
2 147,182 73,82 4438 176,62 225,23 14,77 211,38 28,62 4E 159,55 10,45
0,35%" -0,35"  -3,95™ 3957 -1,55m  1,55ns -2,55° 2,55 3,777 3,777
951 59 64 90 154 6 145 15 308 10
3 102,562 51,44 30,93 123,07 150,15 9,85 140,92 19,08 MS0,01 298,45 19,55
-1,56%" 1,561 8,047 -8,047 1,52 -1,62n¢ 1,20 1,20 777 3777
811 32 7 106 113 7 111 9
4 75,262 37,74 22,69 90,31 112,62 7,38 105,69 14,31
1,313 1,31 4,20 4,20 0,17 -0,17" 1,70 -1,70"s
X2 3,0487 66,3550 2,9137 6,7191 12,8120
V de Cramer 0,0790 0,3687 0,0748 0,1137 0,1620
p-value 0,2178 3,90E-15 0,2330 0,0347 0,0003
GL* 2 1

*ns, n&o significativo; *p < 0.05; ***p < 0.001; 'fo: frequéncia observada; ?fe: frequéncia esperada; 3rp: valor do residuo padronizado ajustado e significancia; “GL: grau de
liberdade; p < 0,05 H1 a ocorréncia depende do numero de apices introduzido, p > 0,05 Ho a ocorréncia ndo depende do niumero de apices. (S) sim; (N) ndo; (FC) formagao
de calo; (FR) formagéo de raiz; (VL1) validagéo do protocolo no estabelecimento, (VL2) validagao do protocolo no inicio da multiplicagédo e (VMR) validagdo do meio de

repicagem.
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A andlise dos residuos padronizados ajustados (°rp) corroborou esse
achado, uma vez que nao foram observadas discrepancias relevantes entre
frequéncias observadas e esperadas. Tal evidéncia reforca que a metodologia,
além de robusta, permite otimizar recursos - reduzindo custos, tempo de trabalho
e material biolégico - e ampliar o estabelecimento in vifro sem perda de
desempenho, favorecendo maior rendimento nas fases subsequentes
(multiplicagao) do cultivo in vitro.

Em contraste com a calogénese, a formagéao de raizes (FR) apresentou
dependéncia estatisticamente significativa em relagdo ao numero de apices por
acesso (NAP) (p = 3,90 x 107"°), observando-se uma influéncia altamente
positiva para a formacgao de raizes na quantidade de 3 apices por acesso. No
entanto, para as quantidades de 2 e 4 apices, a contribuicao foi positiva para a
auséncia de raizes, principalmente na quantidade de 4 apices por acesso. Esse
comportamento pode estar relacionado ndo apenas com a composi¢cao do meio
de cultura - em especial a presenga de AC e reguladores sintéticos - mas
também com a interagao entre a ampla diversidade genotipica dos 520 acessos
e a capacidade morfogénica intrinseca dos tecidos, fatores reconhecidamente
moduladores do balango hormonal e da inducdo de estruturas radiculares
(ROCA et al., 1984; OLIVEIRA; GOMES; VILARINHOS, 2000; MUKIESE et al.,
2015; RASPOR et al., 2021).

Por outro lado, a formagao de calo na base das brotagdes, fenbmeno
amplamente descrito na etapa de estabelecimento in vitro de mandioca (ROCA
et al.,, 1984; SOUZA et al., 2008; OLIVEIRA; GOMES; VILARINHOS, 2000;
CACAI et al.,, 2012; FAYE et al., 2015; MUKIESE et al., 2015; COROZO et al.,
2020), nao apresentou associacgao significativa com o NAP neste estudo (p =
0,2178), embora tenha ocorrido de forma predominante na maioria dos
explantes. A literatura indica que a calogénese nessa fase é praticamente
inevitavel, variando em intensidade de acordo com genétipo, meio de cultura e
condigdes fisicas, e esta diretamente relacionada a combinacao de reguladores
de crescimento e as caracteristicas intrinsecas de cada cultivar (ROCA et al.,
1984; OLIVEIRA; GOMES; VILARINHOS, 2000; CACAIl et al., 2012; FAYE et al.,
2015; MUKIESE et al., 2015; COROZO et al., 2020). Observou-se também, que
a presenca e o tamanho desses calos estiveram associados a um maior

desenvolvimento da parte aérea dos apices introduzidos, comportamento
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também reportado por Oliveira, Gomes, Vilarinhos (2000) e Mukiese et al. (2015)
para determinados gendtipos. Esse tipo de calo, de tamanho variado, localizado
€ nao organogénico, é considerado como resposta adaptativa inicial ao cultivo in
vitro, ndo comprometendo a estabilidade genética e podendo até facilitar o
enraizamento subsequente, quando controlado em protocolos relacionados com
os apices meristematicos. Além do mais, na fase de estabelecimento da ampla
quantidade de acessos, com esta metodologia, as brotacbes foram
subcultivadas por apenas 20 dias, quando se procedeu a eliminagéo das folhas
e do calo basal e em seguida inoculagdo das miniestacas nos meios de cultivo
MSO0,01 e 4E, sendo subcultivadas por 45 dias.

Por fim, apds 45 dias de cultivo em meio fresco (fase de multiplicagao)
nova avaliagdo para validagdo poés-repicagem (VL2) - correspondente ao
desenvolvimento das miniestacas na etapa de multiplicacdo - evidenciou
diferencas significativas no desempenho dos explantes (p = 0,00034),
demonstrando que ambos o0s meios contribuiram para o sucesso do
estabelecimento e cultivo in vitro dos diversos acessos. O meio MSO0,01,
recomendado por Souza et al. (2008), apresentou otimos resultados,
confirmando sua adequacao para a etapa de multiplicacao in vitro e do meio 4E
para continuacdo da organogénese. Esses achados corroboram as
recomendagdes de Roca et al. (1984) e Souza et al. (2008), que indicam o uso
do meio 4E para a reinoculagdo de brotagbes menos desenvolvidas (<0,8 cm),
prosseguindo com a indugdo da organogénese, e ressaltam a superioridade do
MSO0,01 para a fase de multiplicagao. Resultados semelhantes foram observados
por Mapayi et al. (2013) e de Sa et al. (2018), os quais demonstraram que o meio
MS otimiza a morfogénese de tecidos vegetais, promovendo desenvolvimento
de parte aérea apos a fase de estabelecimento. O coeficiente V de Cramer,
variando entre 0,07 e 0,37, reforcou essa interpretagao, apontando associacoes
de intensidade fraca a moderada entre as variaveis analisadas, com destaque
para a formacgao de raizes, que apresentou o efeito mais elevado (0,37).

Vale ressaltar que Roca et al. (1991) e Souza et al. (2008) fazem
recomendacgdes para que os apices introduzidos e de tamanho muito pequeno
retorne ao meio 4E (organogénico) para prosseguir com a indugao morfogénica

e obtencao de brotagdes perfeitas, o que foi comprovado neste experimento com
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o baixo indice de morte neste meio na etapa pds estabelecimento (Tabela 3),
com formacéao de planta completa.

De acordo com Feyisa (2021), os protocolos de estabelecimento e
micropropagagao devem ser suficientemente flexiveis para se adaptarem a
diferentes gendtipos e condigdes experimentais, garantindo tanto a multiplicagéo
eficiente quanto a manutencgao da fidelidade genética. Estudos recentes, como
Raspor et al. (2021) E Ahmed (2022), também enfatizam que a selegdo do meio
adequado influencia diretamente o vigor e a capacidade regenerativa das
brotacdes, sustentando a manutengao da atividade meristematica e favorecendo
0 avanco para as fases posteriores. Essa premissa fundamenta a escolha da
metodologia adotada neste estudo como uma estratégia confiavel para a
conservagao e o melhoramento genético da mandioca.

Na fase de estabelecimento dos apices, a sobrevivéncia dos acessos foi
superior a 92% em todas as condi¢cdes testadas, apresentando superioridade
qualitativa para o uso de 3 apices. Nos tratamentos com 2 apices, foram obtidos
221 acessos in vitro (92,1%), enquanto os tratamentos com 3 e 4 apices
apresentaram 154 (96,2%) e 113 (94,2%) acessos estabelecidos,
respectivamente.

No inicio da multiplicacdo, os resultados mostraram comportamento
diferenciado. O tratamento com 2 apices manteve a maior quantidade absoluta
de acessos viaveis, com 202 (84,2%), ou seja, 57 e 91 acessos a mais do que
os tratamentos com 3 e 4 apices, respectivamente. Entretanto, em termos
percentuais, os tratamentos com 3 e 4 apices apresentaram melhor
desempenho, com taxas de sucesso final de 90,6% e 92,5%, contra 84,2% do
tratamento com 2 apices. A taxa de mortalidade também apresentou diferencas
entre os grupos.

Dessa forma, o protocolo de introducao in vitro de apices caulinares de
mandioca em meio 4E, suplementado com AC e incubado a 33 °C demonstrou
alta eficiéncia, conforme mostra os dados da Tabela 2.

Embora a utilizagao de 2 apices permita estabelecer um maior niumero
inicial de acessos (240), as estratégias com 3 e 4 apices demonstraram maior
eficiéncia no inicio da fase de multiplicagdo, com taxas de sobrevivéncia na etapa

de multiplicacédo de 90,6% e 92,5%, respectivamente.
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Tabela 2. Sobrevivéncia e mortalidade de explantes de mandioca (Manihot esculenta Crantz) estabelecidos in vitro em fungao do
numero de apices por acesso (2, 3 e 4), com resultados expressos por apice (n = 480 em cada tratamento) e por acesso (n ajustado)
nas diferentes fases de cultivo (estabelecimento no meio 4E e primeira repicagem nos meios MS0,01 ou 4E).

ll\lnotrc(j)?jj;ii(;:gss Introdug&o meio 4E (20 dias) 12 Repicagem MS 0,01 12 Repicagem 4E Total de Total de
/ total Sobrevivéncia ~ Mortos ~ Sobrevivéncia  Mortos ~ Sobrevivéncia ~ Mortos Vivos Mortos
Apices N (%)
2 (n=480) 372 (77,5%) 108 (22,5%) 215 (57,8%) 30 (8,1%) 96 (25,8%) 31(8,3%) 311 (64,8%) 169 (35,2%)
3 (n=480) 411 (85,6%) 69 (14,4%) 205 (49,9%) 20 (4,8%) 152 (37,0%) 34 (8,3%) 357 (74,4%) 123 (25,6%)
4 (n=480) 410 (85,4%) 70 (14,6%) 216 (52,7%) 4 (1,0%) 156 (38,0%) 34 (8,3%) 372 (77,5%) 108 (22,5%)
Acessos N (%)
2 (n=240) 221 (92,1%) 19 (7,9%) 148 (67,0%) 8 (3,6%) 54 (24,4%) 11 (5,0%) 202 (84,2%) 38 (15,8%)
3 (n=160) 154 (96,2%) 6 (3,8%) 85 (55,2%) 2 (1,3%) 60 (39,0%) 7 (4,5%) 145(90,6%) 15(9,4%)
4 (n=120) 113 (94,2%) 7 (5,8%) 74 (65,5%) 0 37 (32,7%) 2(1,8%) 111(92,5%) 9 (7,5%)
Diferencas entre os grupos de apices introduzido em quantidade de acessos N (%)
2x3 67 (43,5%) - - - - - 57 (39,3%) -
2x4 108 (95,6%) - - - - - 91 (82,0%) -
3vs4 41 (36,3%) - - - - - 34 (30,6%) -
Notas: Valores apresentados como numero absoluto seguido da porcentagem relativa ao total de apices ou acessos por tratamento (n (%)). Cada tratamento

correspondeu a 480 apices, obtidos de 240 acessos x 2 apices, 160 acessos x 3 apices e 120 acessos x 4 apices
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A alta taxa de sobrevivéncia inicial, superior a 92% em todos os
tratamentos, supera os resultados obtidos por Oliveira, Gomes, Vilarinhos (2000),
evidenciando a superioridade da metodologia aprimorada no capitulo 1, que
incorpora o uso de AC e temperatura de incubacao otimizada. Conforme apontado
por Mapayi et al. (2013), ajustes no ambiente de cultivo, como a temperatura e a
suplementacdo nutricional, podem elevar significativamente as taxas de
recuperacao e viabilidade dos explantes.

A analise dos dados da Tabela 2 mostra que, embora o numero de apices
por acesso ndo influencie significativamente a sobrevivéncia no estabelecimento, a
utilizacao de 3 ou 4 apices resulta em maior eficiéncia na etapa de multiplicacdo. O
tratamento com 2 apices, ainda que vantajoso em numero de acessos introduzidos
in vitro, apresentou taxa de sobrevivéncia inferior, na etapa de multiplicacédo
(84,2%). Ja as estratégias com 3 e 4 apices parecem oferecer uma forma de
redundancia biolégica, compensando eventuais perdas de &pices individuais
durante o primeiro cultivo (multiplicacdo). Essa abordagem € especialmente
relevante para acessos de maior valor genético ou com histérico de baixa resposta
in vitro (recalcitrancia).

O uso de 3 apices por acesso se destaca como a estratégia mais
equilibrada, aliando boa taxa de sucesso a manutencédo de custos operacionais
moderados. Por outro lado, a estratégia com 2 apices pode ser mais indicada
quando a prioridade € o processamento rapido e em larga escala de acessos,
especialmente em situagées em que o tempo é um fator limitante.

Essa consisténcia, observada nos 520 acessos testados, confirma a
efetividade do método e sua adaptabilidade a diferentes densidades de explantes.
Esses resultados oferecem subsidios valiosos para a selegcédo estratégica mais
adequado, seja para fins de conservagao ou multiplicagcdo de germoplasma de

mandioca.

3.2. Altura das Brotagoes no estabelecimento dos acessos

A analise da altura das brotagdes (Figura 1) em fungcéo da formacgao de calo
e do numero de apices introduzidos (NAP) revelou padrées distintos. Para os
explantes que n&o apresentaram calo, a mediana da altura foi inferior a 1 cm, com
maior dispersdo dos dados, conforme evidenciado pelos amplos intervalos

interquartis e pela presenca de valores atipicos.
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Figura 1. Altura das brotagdes (cm) na fase de introdugéo in vitro, comparando explantes com e sem formacgao de calo, estratificados
por numero de apices (2, 3 ou 4), com disposi¢ao dos valores observados, medianas e intervalo interquartil (25-75%).
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Ja os explantes que apresentaram calo exibiram alturas medianas
superiores, proximas ou acima de 1,5 cm, com menor variabilidade. Essa diferenca
de distribuicdo sugere que a presenga da estrutura basal, mesmo que né&o
diretamente envolvida na recuperacéao, esteve associada a um crescimento inicial
mais vigoroso e uniforme das brotagdes. Em todos os grupos de numero de apices
(2, 3 ou 4), essa tendéncia foi mantida, embora as diferengas entre os NAPs nao
tenham sido estatisticamente significativas.

As brotagdes originadas de apices caulinares, com ou sem formagao de
calo, refletem respostas fisiologicas aos estimulos hormonais presentes no meio
4E suplementado com AC. De acordo com Bidabadi e Jain (2020), embora em
algumas espécies a calogénese, no estabelecimento, seja necessaria a
regeneragdo, na multiplicagdo da mandioca ocorre preferencialmente por
organogénese direta, sem obrigatoriedade da formacéo de calo.

Neste estudo, a presencga de estruturas basais associou-se as brotagoes
mais vigorosas, possivelmente estimuladas pela composi¢cdo e suplementagao
hormonal do meio, principalmente pelo balango entre auxinas e citocininas, como
destacam Raspor et al. (2021) e Ibafiez et al. (2020).

A auséncia de efeito estatisticamente significativo do numero de apices
sobre a altura das brotagdes confirma a robustez do protocolo aperfeigoado, sendo
consistente com os resultados de Mukiese et al. (2015), que destacaram a
eficiéncia da recuperacgao in vitro de diferentes gendtipos de mandioca por meio da
cultura de apices meristematicos.

Por outro lado, a maior variabilidade (dispersao) observada nos explantes
sem formacéao de calo basal reforga a necessidade de otimizar tanto a formulagéo
do meio quanto as condi¢des ambientais, conforme sugerem Raspor et al. (2021).

Com base nos resultados obtidos, recomenda-se que os protocolos de
introducéo in vitro da mandioca priorizem meios com propor¢oes equilibradas de
auxinas e citocininas, visando a indugdo organogénica, aprimorado pela
suplementacao de AC. A formacgao de calo, nesse contexto, deve ser considerada
apenas como um indicativo secundario, ndo essencial para a recuperagao. Essa
estratégia representa um avanco significativo para o aprimoramento da cultura de
tecidos da espécie, conforme destacado por Bidabadi e Jain (2020), Ibanez et al.
(2020) e Raspor et al. (2021).
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A Figura 2 apresenta a distribuicdo da altura das brotagcbes foram
categorizadas em baixa (< 0,8 cm), média (0,8—-1,2 cm) e alta (> 1,2 cm), de acordo
com o numero de apices introduzidos (2, 3 ou 4). Em todos os grupos de NAP, a
maioria das brotagdes concentrou-se nas categorias baixa e média, enquanto uma
menor proporgao alcangou alturas superiores a 1,2 cm, com destaque para o grupo
de 2 apices.

Os boxplots indicam variabilidade nas alturas dentro de cada grupo de
NAP, com medianas levemente superiores nos tratamentos com 3 e 4 apices.
Apesar dessa leve flutuacéo, a tendéncia predominante foi o acumulo de brotacdes
nas faixas baixa e média, independentemente do numero de apices.

A categorizagcdo da altura das brotagdes associada a validacdo dos
acessos fornece uma abordagem pratica para avaliar a eficiéncia do protocolo de
introdugéo in vitro. A predominancia de brotagbes nas categorias baixa e média em
todos os grupos de NAP confirma que o numero inicial de apices nao foi o principal
fator determinante para o desempenho inicial, corroborando os achados de Mapayi
et al. (2013).

A quantidade absoluta de acessos validados na categoria alta foi superior
no grupo com 2 apices (88 acessos) em comparagdo aos grupos com 3 (41
acessos) e 4 apices (26 acessos). Este resultado sugere que, embora o uso de
mais apices aumente o numero total de explantes, pode nao favorecer
proporcionalmente o desenvolvimento vigoroso das brotagdes na fase de

estabelecimento.
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Figura 2. Distribuicdo da altura das brotagdes (cm) na fase de estabelecimento in vitro de mandioca, estratificada por niumero de
apices introduzidos (2, 3 ou 4) e categorias de desenvolvimento: baixa (< 0,8 cm), média (0,8—1,2 cm) e alta (> 1,2 cm). Os numeros
na parte superior indicam a quantidade de acessos validados em cada categoria de altura.
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Uma explicacao para esse desempenho superior nos acessos com 2 apices
pode estar relacionada ao menor tempo decorrido entre a coleta das manivas, a
retirada dos apices meristematicos e sua inoculagdo no meio de cultura, reduzindo
o estresse fisioldgico dos tecidos. Como a cada acesso com 4 apices corresponde,
proporcionalmente, a 2 acessos com 2 apices, o processamento de explantes em
menor numero por acesso favoreceu 0 manuseio mais rapido de um maior numero
de acessos, preservando a viabilidade e potencial morfogénico. No entanto, essa
hipotese ainda requer investigagdo mais aprofundada para ser confirmada.

A baixa proporgédo de brotagdes classificadas como altas (> 1,2 cm) em
todos os grupos reforga a necessidade de otimizagao do protocolo, especialmente
no que se refere ao equilibrio hormonal e as condi¢gdes de cultivo. Estudos como
os de Kabir et al. (2015) e Sessou et al. (2020) apontam que o ajuste fino das
concentragdes de citocininas e auxinas pode estimular o crescimento mais vigoroso
ja nas fases iniciais.

Além disso, a fase de estabelecimento in vitro prioriza a sobrevivéncia e o
inicio da brotag&o, ndo necessariamente o alongamento imediato. De acordo com
Roca et al. (1984) e Souza et al. (2008; 2009), brotacdes entre 0,8 e 1,2 cm ja sdo
adequadas para o avango das etapas de multiplicagdo, menores que isso
recomenda-se retornar ao meio organogénico 4E.

Além do meio de cultura, fatores extrinsecos como temperatura e
luminosidade também influenciam o crescimento das brotacbes. Variacdes
ambientais de temperaturas foram testadas (27, 29, 31, 33 e 35 °C), no capitulo 1,
para a determinacdo desta metodologia, estabelecendo a temperatura de 33 °C
como a mais vantajosa no estabelecimento dos apices de 10 acessos de mandioca,
trabalhos como o de Tadesse et al. (2001), com micropropagagao de batata,
demonstraram que diferengas de temperatura podem afetar significativamente o
desenvolvimento vegetativo, o niumero de folhas e a area foliar, destacando a
importancia de um ambiente controlado, com ajuste fino, para garantir uniformidade
no crescimento inicial.

Portanto, enquanto o numero de apices nao influenciou significativamente
a altura das brotagdes, a otimizacdo do manuseio inicial, do meio de cultura e das
condi¢cbes ambientais pode ser mais determinante para ampliar a proporgcédo de

brotagdes vigorosas e uniformes na micropropagagédo de mandioca.
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3.3. Modelagem preditiva do sucesso da introdugao in vitro via regressao
logistica
Para avaliar a influéncia dos fatores morfofisiol6gicos sobre o sucesso da

introdugéo in vitro, empregou-se o modelo logistico geral:

) = Bo+ B1X1+ BoXo + -+ BiXi

logit(p) = In <1 7

Aqui:

p = probabilidade do evento (sucesso);

logit(p) = logaritmo da raz&o de chances (odds);

B0 = intercepto (valor do logit quando todos os Xi=0);

Bi = coeficientes logisticos associados as variaveis Xi.

em que p representa a probabilidade do evento de interesse (formagao de calo,
validacao inicial, escolha do meio MS0,01), B0 é o intercepto (log odds na auséncia
de efeitos) e Bi sao os coeficientes logisticos de cada variavel independente Xi, que
corresponderam a altura da brotacdo, numero de apices, validagéo prévia do
protocolo e numero de miniestacas. Os valores das estimativas (), erros padrao,
z-scores, p-valores, odds ratios e IC95% encontram-se na Tabela 3.

Os modelos de regressao logistica aplicados as variaveis morfofisiolégicas
revelaram padrdes relevantes na metodologia de introdugao in vitro da mandioca.
A formagao de calo apresentou associagao significativa com a altura das brotacdes
na fase de introdugado. Especificamente, brotagcdes mais altas apresentaram uma
chance 5,2 vezes maior de serem oriundas de explantes que formaram calo na
base (OR = 5,20; IC 95%: 3,45-8,14; p < 0,001) (Tabela 3). O modelo indica que a
maior altura da brotagdo é um forte preditor da formagao de calo, sugerindo que
esses dois eventos morfofisiologicos estao intrinsicamente associados no estagio
inicial de desenvolvimento, observado no Quadro A.1 (Apéndice A).

A introducao de dois apices por acesso resultou em uma elevada taxa de
sobrevivéncia (92,1%). A inclusédo de trés apices aumentou a chance de sucesso
em 2,21 vezes (OR = 2,2066; p = 0,099) e de quatro apices em 1,39 vezes (OR =
1,3878; p = 0,473), embora sem significAncia estatistica. Observou-se uma
tendéncia de reducéo da mortalidade com o aumento no numero de apices: 5,0%
para dois apices, 4,5% para trés e 1,8% para quatro no meio 4E na etapa de

multiplicagédo (Tabela 2).
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Tabela 3. Estimativas dos coeficientes logisticos (B), erros padrao, estatistica z, p-valores, odds ratios e intervalos de confianga
(IC95%) para os fatores avaliados (formacéao de calo, niumero de apices e meio de repicagem) sobre parametros morfofisioldgicos
(altura da brotacéo, validacéao inicial e numero de miniestacas) na introdugéo in vitro de apices de mandioca. 3, = intercepto (log

odds na auséncia de efeitos); Bi = coeficientes logisticos das variaveis independentes.

Termo Estimativa B Erro Padrao z-score p-value® Odds ratio IC 95 Inferiorc IC 95 Superior ¢
Predicao da formacao de falo (FC1?) pela altura da planta (AP)
Intercept -0,8694 0,2110 -4,1203 3,78E-05 0,4192 0,2751 0,6299
AP1 1,6489 0,2188 7,5364 4,83E-14 5,2014 3,4467 8,1362
Influéncia da quantidade de apices (NAP?) no sucesso da introdugao (VL1)¢

Intercept 2,4537 0,2391 10,2634 1,03E-24 11,6316 7,4893 19,2199

NAP3 0,7915 0,4799 1,6492 9,91E-02 2,2066 0,9094 6,1735

NAP4 0,3278 0,4570 0,7172 4,73E-01 1,3878 0,5906 3,6416

Predicao do meio de repicagem (MR?) pela altura da planta apés multiplicagao

Intercept -0,6495 0,2020 -3,2151 1,30E-03 0,5223 3,50E-01 0,7729

AP2 0,2514 0,0356 7,0582 1,69E-12 1,2859 1,20E+00 1,3826
Predicao do meio de repicagem (MR?) pela validagao do protocolo apés multiplicagao

Intercept -0,6931 0,3873 -1,7897 0,0735 0,5000 0,2244 1,0439

VL2 1,4027 0,3998 3,5081 0,0004 4,0662 1,8982 9,2615
Predicao do meio de repicagem (MR?) pelo nimero de miniestacas apés multiplicacao

Intercept -0,9546 0,2279 -4,1880 2,81E-05 0,3849 0,2445 0,5984

NmE2 0,5342 0,0711 7,5157 5,66E-14 1,7060 1,4909 1,9708

a Variaveis categoricas foram codificadas usando contrastes de tratamento. Categorias de referéncia: Formagao de Calo (FC1): 0 (Nao formou calo); Numero
de Apices (NAP): NAP2 (2 apices); Meio de Repicagem (MR): 4E. b Niveis de significancia: **** p < 0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05, ns nao significativo (p =
0.05). c Intervalos de Confianga (IC 95%) calculados com base em perfis de verossimilhanga. d O modelo para a variavel resposta VL1 foi construido
dicotomizando a variavel continua original em sucesso (1: brotagdo = X cm) e falha (0: brotagdo < X cm), onde X = 0,2 cm
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Esses resultados indicam que o uso de multiplos apices pode favorecer a
sobrevivéncia inicial, mesmo sem diferencas estatisticas relevantes.

O uso do meio MS0,01 na etapa de multiplicagao foi significativamente
influenciado por trés variaveis principais: altura da brotagao no repique, validagao
do protocolo apés o repique e numero de miniestacas formadas. Com a
modelagem, pode-se inferir que: cada unidade adicional na altura da brotagao
aumentou em 1,29 vezes a chance de transferéncia da miniestacas das brotacdes
para o meio MS0,01 (OR =1,29; IC 95%: 1,20-1,38) (Tabela 3). E a validagdo bem-
sucedida (sobrevivéncia) elevou essa probabilidade em 4,07 vezes (OR = 4,07; IC
95%: 1,90-9,26; p < 0,001), e cada miniestaca adicional aumentou a chance de uso
do MS0,01 em 1,71 vezes (OR =1,71).

A analise da sobrevivéncia mostrou que o meio MS0,01 foi utilizado para
explantes com maior grau de adaptacdo e desenvolvimento, especialmente
aqueles com altura superior a 0,8 cm, que apresentaram baixas taxas de
mortalidade por apices (1,0% a 8,1%). Em contrapartida, o meio 4E foi eficiente na
recuperacdo de explantes menos desenvolvidos (< 0,8 cm), mantendo a
mortalidade entre 1,8% e 5,0% para acesso, com uma taxa média de 8,3% para
apices individuais em todos os tratamentos. Esses resultados indicam uma acéao
complementar entre os meios testados: o 4E atuou como suporte para o resgate de
materiais mais frageis, enquanto o MS0,01 favoreceu o crescimento e a
multiplicacdo de explantes ja estabelecidos. Os interceptos negativos observados
nos modelos logisticos indicam que na auséncia do fator preditor (altura zero,
validacao zero) a probabilidade de ser transferido para o MS0,01 € baixa, o que
corrobora a conclusao de que a selecao para este meio foi condicionada por melhor
desempenho morfofisioldgicas dos explantes, reafirmando o que Oseni, Pande e
Nailwal (2018) descrevem sobre a importancia do ambiente de cultivo e da fisiologia
do explante na condugao bem-sucedida de protocolos in vitro.

A capacidade de combinar diferentes meios de cultivo em etapas
especificas da metodologia destaca a sua eficacia e adaptabilidade, atributos
fundamentais para sua implementacdo em programas de conservagao de
germoplasma e micropropagacao em larga escala, onde a variabilidade genética e
fisiologica dos acessos exige flexibilidade na conducéo dos protocolos (OSENI et
al., 2018; DEDICOVA; LOPEZ-LAVALLE, 2024).
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Em relagdo ao numero de apices introduzidos, observou-se uma tendéncia
de maior sucesso com trés apices, embora sem significancia estatistica (p > 0,05).
A introdugdo de dois apices ja garantiu alta taxa de sobrevivéncia (92,1%),
enquanto o uso de trés apices pode oferecer uma redundancia fisioldgica vantajosa,
compensando possiveis perdas por danos mecanicos, como também observado
por Nyaboga et al. (2013). Por outro lado, a auséncia de beneficio adicional com
quatro apices reforca a elevada competéncia regenerativa e totipoténcia da
mandioca, permitindo uma resposta eficiente mesmo com menor numero de
meristemas.

Essa elevada capacidade regenerativa pode estar relacionada a
composicao organogénica do meio 4E suplementado com AC e as condi¢des
ambientais controladas (33 °C), que favorecem a viabilidade e a divisao celular,
como ja descrito para outras espécies, incluindo Nicotiana glauca (Roberts et al.,
1995). No entanto, a taxa ligeiramente superior de mortalidade em acessos com
dois apices sugere que danos fisicos ou estresse fisioldgico durante a manipulagao
podem comprometer a sobrevivéncia, especialmente em materiais sensiveis,
fendmeno corroborado por estudos que destacou a vulnerabilidade dos meristemas
a condigdes adversas executado por Zeng et al. (2024).

O grafico de barras empilhadas (Figura 3) apresenta a proporgcao de
sobrevivéncia acumulada dos acessos de mandioca em duas etapas do cultivo in
vitro, estratificada pelo numero de acessos sobreviventes para cada quantidade de
apices introduzido. Na primeira etapa, referente ao estabelecimento in vitro, o grupo
com 3 apices apresentou a maior taxa de sobrevivéncia proporcional (154/160),
seguido pelos grupos com 4 apices (113/120) e 2 apices (221/240). Embora o grupo
de 2 apices tenha apresentado menor proporcéo, foi o que resultou no maior
numero absoluto de acessos sobreviventes. Apds a primeira repicagem, verificou-
se uma redugao significativa no numero total de acessos sobreviventes. O grupo
com 3 apices manteve a maior proporgao de acessos com 100% de sobrevivéncia
(54%), seguido pelos grupos com 4 (51%) e 2 apices (45%). Além disso, o grupo
de 4 apices apresentou 0 menor numero de acessos com apenas um apice

sobrevivente apds o inicio da multiplicagao.
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Figura 3. Proporgédo de sobrevivéncia acumulada de acessos de mandioca cultivados in vitro, estratificada por numero inicial de
apices (2, 3 ou 4). As barras a esquerda representam a sobrevivéncia 20 dias apds a inoculacdo em meio 4E acrescido de AC; as
barras a direita exibem plantas viaveis apds 45 dias de cultivo, derivadas da repicagem dos apices que se desenvolveram no meio
4E modificado. Cada barra empilhada demonstra: na base, acessos com todos os apices viaveis; nas camadas superiores, perda
progressiva de 1 apice; e no topo, acessos sem sobreviventes. Valores absolutos de viabilidade de acessos sao apresentados nas
barras, com os totais por tratamento na base do grafico.
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A analise da proporcao de sobrevivéncia dos acessos na introducao in vitro
(Figura 3) revela nuances importantes quando comparada aos resultados da
regressao logistica (VL1 x NAP) (Tabela 3). Embora a regressao tenha indicado
uma tendéncia de maior sucesso com 3 apices (OR = 2,21), a auséncia de
significancia estatistica (p > 0,05) e o maior niumero absoluto de sobreviventes com
2 apices sugerem que a eficiéncia do protocolo pode depender de um equilibrio
entre quantidade de apices e viabilidade intrinseca do material vegetal.

Esses resultados evidenciam que a metodologia testada oferece
flexibilidade operacional, permitindo sua adaptagdo conforme os objetivos
especificos do programa de conservagcao ou multiplicagdo. Tal versatilidade é
particularmente relevante para bancos de germoplasma, onde diferentes genétipos
podem demandar abordagens distintas para maximizar sobrevivéncia e
recuperacéo, conforme defendido por Mukiese et al. (2015) e Feyisa (2021).

Essa aparente divergéncia se explica porque a regressao logistica avalia
probabilidades individuais, enquanto o grafico revela propor¢gbes acumuladas e
numeros absolutos de sobrevivéncia. Apesar da maior probabilidade tedrica de
sucesso com trés apices (devido a redundancia meristematica), o maior numero
inicial de acessos no tratamento com dois apices resultou em maior quantidade de
plantas viaveis. A elevada competéncia regenerativa observada pode estar
relacionada ao uso de meios otimizados com balanceamento hormonal adequado,
como o uso de 6-Benzilaminopurina (BAP) (0,4 mg L") e adicdo de acido 1-
naftalenoacético (ANA) (0,2 mg L), que favorece a formagdo de brotagdes,
conforme demonstrado por Waro et al. (2020).

Na segunda etapa, multiplicag&do, a sobrevivéncia dos acessos mostrou-se
correlacionada ao numero de apices viaveis na fase inicial, reforcando que o
estabelecimento primario é critico para o sucesso subsequente. Essa observacao
esta alinhada com trabalhos como o de Danso et al. (1999), que demonstrou que a
qualidade dos explantes na introducdo determina a eficiéncia de protocolos de
multiplicagdo. Além disso, a regressdo logistica (VL2 x MR) confirmou que a
escolha do meio de multiplicagdo (MR) influenciou significativamente a
sobrevivéncia, corroborando com achados de Waro et al. (2020), que observaram
que a composi¢cdo dos meios (ex.: MS0,01) promovem alongamento caulinar da

mandioca.
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A analise de bootstrap, com 10.000 replicatas, para a diferenca na mediana
da altura das brotacdes (AP1) entre os grupos com e sem formacéao de calo (FC1),
na Tabela 4, revelou uma diferenca estimada na mediana de 0.6 unidades, com um
intervalo de confianga de 95% bias-corrected and accelerated (BCa) variando de
0.4 a 0.7. Este intervalo de confianca nao incluiu o zero, indicando uma diferenca
significativa na mediana da altura entre os grupos. Adicionalmente, o Teste de
Wilcoxon demonstrou uma diferencga estatisticamente significativa na distribuigao
da altura das brotag¢des entre os grupos com e sem formagao de calo (Estatistica
W = 12348, p < 0.0001).

Tabela 4. Impacto da formacéo de calos na altura de brotagdes: estimativa por

bootstrap da diferenga mediana (IC 95% BCa) e validagdo com teste de Wilcoxon.

Intervalo de
Analise Estatistica Valor Confianga p-value  Significancia
(95%)
Diferenca Diferenca na (0,4 -0.7]
Mediana Mediana 0,6 iBCai - Significativo
(Boot) (Calo sim/n&o)
Teste de EstatistcaW 12348 ; <0,0001 Significativo
Wilcoxon

Os resultados da analise de bootstrap e do Teste de Wilcoxon concordam
em demonstrar uma associagao consistente entre a formacao de calo e 0 aumento
da altura das brotagdes de mandioca cultivadas in vitro. A estimativa da diferenca
significativa da mediana obtida pelo bootstrap de 0,6 cm, sendo este intervalo de
confianca nao inclusivo do zero, robustece a conclusdo de que as brotacdes que
desenvolvem calo tendem a ser significativamente mais altas em comparagao com
aquelas que nao formam calo.

Este resultado robusto, alcangado por meio de reamostragem, esta
alinhado com as recomendagdes metodoldgicas de Chernick (2011), que ressalta
a aplicabilidade do bootstrap para garantir inferéncia confiavel em experimentos
com dados nao parameétricos ou amostras pequenas. O Teste de Wilcoxon, por sua
vez, complementa essa evidéncia ao confirmar diferengas significativas nas
distribuicées de altura, reforgando a validade dos achados.

Do ponto de vista fisioldgico, nossos resultados corroboram parcialmente
com os obtidos por Mukiese et al. (2015), que, ao trabalharem com genétipos de

mandioca congoleses, relataram que explantes com melhor resposta



107

morfogenética apresentaram desenvolvimento mais vigoroso in vitro. No entanto, é
importante ressaltar que, no presente estudo, as brotagdes nao foram originadas
diretamente de calos, mas sim de apices caulinares intactos, sendo a formacgéao de
calo visto apenas como um evento associado ao crescimento mais vigoroso.

A diferenca da mediana identificada (0,6 cm) representa um efeito
consistente na mensuracao, sugerindo que a capacidade de formagao de calo pode
ser utilizada como marcador morfolégico preliminar para selecéo de explantes com
maior potencial de desenvolvimento, dentro de protocolos de micropropagagéao de
mandioca.

As imagens da Figuras 4 e 5 ilustram o desenvolvimento das brotagbes de
mandioca durante as duas principais etapas do protocolo de introducédo e
multiplicagdo in vitro. Na Figura 4, referente a fase de estabelecimento inicial,
observa-se a variabilidade no crescimento das brotacbes, com a presenga ou
auséncia de formacao de calo na base dos explantes, evidenciando a resposta
diferencial ao meio de indugao organogénico suplementado com AC. Na Figura 5,
correspondente a fase de multiplicagdo, € possivel visualizar as brotacdes apds o
repique para o meio MSO0,01, destacando-se o alongamento caulinar e o
desenvolvimento mais uniforme das plantas. Essas imagens reforgam a efetividade
da metodologia, demonstrando a capacidade de promover o crescimento e a

recuperacao dos explantes em ambas as etapas do processo.

Figura 4. Brotagdes in vitro de apices de mandioca com e sem a formacéao de calo
na etapa de estabelecimento, (A) plantas aos 20 dias de cultivo, (B) plantas livres
de folhas e calos para etapa de multiplicada em meio MS 0,01 ou 4E a depender

do tamanho.
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Figura 5. Plantas in vitro na etapa de multiplicagdo aos 45 dias, meio MS0,01 (tubos
15x150 mm) ou 4E (tubos 12x150 mm).

] 3
. L —— -

4. CONCLUSOES

Os resultados evidenciam a alta eficiéncia morfogénica no estabelecimento
in vitro de apices caulinares de mandioca, com taxas de sobrevivéncia superiores
a 92% nos tratamentos com 2, 3 ou 4 apices por acesso.

O protocolo testado demonstrou flexibilidade operacional, possibilitando
sua adogédo de forma estratégica conforme a demanda: o uso de apenas dois
apices por genétipo mostrou-se mais vantajoso para o estabelecimento in vitro de
grandes volumes de acessos, compensando a eficiéncia ligeiramente inferior com
maior economia de tempo e material vegetal, enquanto a utilizagdo de um maior
numero de apices por acesso amplia ligeiramente a taxa de sobrevivéncia no
estabelecimento in vitro.

O método oferece uma solugdo robusta e adaptavel as demandas
especificas de bancos de germoplasma e de programas de micropropagacgao de
mandioca, contribuindo para a conservagdao e o uso sustentavel deste recurso

genético estratégico.
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Crio-canaletas aplicadas na criopreservagao de apices caulinares de
mandioca: desempenho em ambientes de recuperagao

RESUMO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma cultura estratégica para a seguranga
alimentar, exigindo conservagdo ex situ do germoplasma para manter sua
diversidade genética. Apesar do potencial da criopreservagao para a conservagao
a longo prazo, persistem desafios técnicos, principalmente a sensibilidade dos
tecidos meristematicos aos crioprotetores e a recuperagao pos-congelamento
(viabilidade e brotacédo), bem como limitagbes de métodos baseados em
desidratacdo ou congelamento programado, restringindo sua aplicabilidade
universal em comparagao ao droplet vitrification (DV). Este estudo teve como
objetivo principal avaliar a eficacia de uma nova técnica, a vitrificagdo em crio-
canaletas (CCV), para a criopreservacédo de apices caulinares de mandioca,
comparando diferentes meios e ambientes de recuperagao. Foram utilizados 20
acessos do banco ativo de germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Os
apices foram submetidos a pré-tratamento (osmoprotecédo) em solucéo carga (LS),
seguidos de exposicdo a solucdo de vitrificagcdo de plantas n° 2 (PVS2) e,
posteriormente, imersdo em nitrogénio liquido, momento em que ocorreu a
vitrificagdo. Crio-canaletas metalicas foram empregadas como suporte fisico,
protegendo os tecidos durante o congelamento. Durante o descongelamento, as
crio-canaletas foram imersas brevemente na solugdo de lavagem apenas para
liberar os apices. Os apices permaneceram na solu¢ao de lavagem por 15 minutos,
repetindo-se o procedimento uma segunda vez, sendo entéo transferidos para meio
de recuperacgao R3 por 2 dias e, posteriormente, para os meios K0.5 e K0.5+ (10%
de agua de coco) por 30 dias, sob duas temperaturas de incubacéo (28 °C e 33
°C). Avaliaram-se taxa de sobrevivéncia, porcentagem de recuperacéo, altura das
brota¢des regeneradas, numero de folhas e formagéo de calo (como indicador de
viabilidade). O experimento seguiu delineamento inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 20 (acesso) x 2 (meio) x 2 (temperatura), com 15 repeti¢cdes. As
analises incluiram modelos lineares generalizados mistos (GLMM) e correlacéo de
Spearman. Os resultados indicaram elevada sobrevivéncia (>90% aos 10 dias) e
média de recuperagao >60% aos 30 dias. A temperatura de 33 °C aumentou
significativamente a recuperagao e o alongamento das brotagdes, enquanto o meio
KO0.5+ favoreceu a organogénese. Os genotipos exibiram respostas diferenciadas
aos tratamentos. Conclui-se que a metodologia de vitrificagdo em crio-canaletas
(CCV) é um avancgo na criopreservagao vegetal, por oferecer suporte padronizado,
reduzir perdas por flutuagdo ou adeséo e proteger tecidos meristematicos, avango
que deve ser comprovado por estudos comparativos com a metodologia de droplet
vitrification (DV). As variedades BRS Corrente, BRS Caipira, BRS Novo Horizonte
e BGM 0540 apresentaram altas taxas de recuperagdo, € 0S acessos
criopreservados tiveram elevada taxa de aclimatizagao, possibilitando recuperacao
completa. O sistema mostrou-se seguro, eficiente e reprodutivel, com potencial
para rotina em bancos clonais de germoplasma e comparagdes futuras com DV.

Palavras-chave: Manihot esculenta Crantz, nitrogénio liquido, osmoprotetor,
PVS2, vitrificagdao em gotas.
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Application of cryo-gutters in cassava shoot tip cryopreservation:
performance across recovery environments

ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is a crop of strategic importance for food
security, requiring ex situ germplasm conservation to maintain its genetic diversity.
Despite the potential of cryopreservation for long-term conservation, technical
challenges remain, particularly the high sensitivity of meristematic tissues to
cryoprotectants and post-thaw recovery (viability and sprouting), as well as
limitations of methods based on dehydration or programmed/slow freezing,
restricting their universal applicability compared to droplet vitrification (DV).This
study primarily aimed to assess the effectiveness of a new technique, cryo-gutter
vitrification (CGV), for the cryopreservation of cassava shoot tips, comparing
different media and regeneration environments. Twenty accessions from the active
germplasm bank of Embrapa Cassava and Fruits were used. Shoot tips were
subjected to pre-treatment (osmoprotection) in a loading solution (LS), followed by
exposure to Plant Vitrification Solution No. 2 (PVS2) and subsequent immersion in
liquid nitrogen, at which point vitrification occurred. Metallic strips shaped as gutters
(cryo-gutters) were used as physical support, protecting the tissues during freezing.
During thawing, cryo-gutters were briefly immersed in the washing solution only to
release the shoot tips. The tips remained in the washing solution for 15 minutes,
with the procedure repeated once, and were then transferred for recovery medium:
first in R3 medium for 2 days, and subsequently in KO0.5 and KO0.5+ media
(supplemented with 10% coconut water) for 30 days under two incubation
temperatures (28 °C and 33 °C). Survival rate, percentage of recovery, shoot height,
leaf number, and callus formation (as a viability indicator) were assessed. The
experiment followed a completely randomized factorial design (20 accessions x 2
media x 2 temperatures) with 15 replicates. Analyses included generalized linear
mixed models (GLMM) and Spearman’s correlation. Results showed high survival
(>90% at 10 days) and mean regeneration >60% at 30 days. Incubation at 33 °C
significantly increased recovery and shoot elongation, while K0.5+ medium
promoted greater organogenesis. Genotypes exhibited differential responses to
treatments. We conclude that the cryo-gutter vitrification (CGV) methodology
represents a technological advance in plant tissue cryopreservation by providing
standardized physical support, minimizing losses due to flotation or adhesion, and
protecting meristematic tissues during freezing, an advance that should be
confirmed by comparative studies with the droplet vitrification (DV) methodology.
Cultivars BRS Corrente, BRS Caipira, BRS Novo Horizonte, and accession BGM
0540 exhibited high recovery rates, and the cryopreserved accessions showed high
acclimatization rates, enabling complete plant recovery. The system proved safe,
efficient, and reproducible, with potential for routine use in clonal germplasm banks
and for future comparisons with DV protocols.

Keywords: Droplet vitrification, Manihot esculenta Crantz, osmoprotection, PVS2,
liquid nitrogen.
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1. INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma planta perene, arbustiva e
lenhosa, pertencente a familia Euphorbiaceae. Um dos produtos que garantem a
segurancga alimentar em diversas partes do mundo e um alimento de baixo custo,
tornou-se uma cultura altamente versatil, compondo a dieta de aproximadamente
800 milhdes de pessoas (FAO, 2023). Destaca-se como uma das culturas
economicamente importantes de crescimento mais rapido, devido as suas
aplicacbes em diferentes setores industriais (HOHENFELD et al., 2022)

A Nigéria lidera a producdo de mandioca, com cerca de 60,0 milhdes de
toneladas em 7,73 milhdes de hectares, enquanto o Brasil ocupa o quinto lugar,
com 18,2 milhdes de toneladas em 1,21 milhdo de hectares. Estima-se que a
producao brasileira valha aproximadamente 2,3 bilhdes de ddlares, apoiando em
torno de um milhdo de empregos diretos e indiretos (SOUZA; SILVA, 2020; IBGE,
2022). No entanto, apesar dessa importancia econdmica, a utilizagdo predominante
de variedades obsoletas, de baixo rendimento e alta suscetibilidade a pragas e
doencas, permanece como um desafio nos sistemas de producgao, resultando em
perdas significativas.

Entre as principais doengas que restringem o potencial produtivo da
mandioca estdo aquelas que afetam a parte aérea das plantas, incluindo: o
complexo da antracnose (Colletotrichum fructicola, C. tropicale, C. gloeosporioides,
C. theobromicola e C. siamense), a mancha-marrom das folhas (Cladosporium
henningsii), a mancha-branca (Passalora manihotis) e a mancha-branca-alternativa
(Passalora vicosae) (LIU et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2020), além da bacteriose
causada por Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (COLARICCIO et al., 2020).
Em 2024, a vassoura-de-bruxa da mandioca, doenga fungica provocada por
Rhizoctonia theobromae (atualmente identificado em estudos internacionais como
Ceratobasidium theobromae), foi incluida entre as enfermidades mais relevantes
para a cultura no Brasil (EMBRAPA AMAPA, 2024). Essa reclassificagdo ganhou
relevancia apos estudos recentes associarem o fungo do género Ceratobasidium a
vassoura-de-bruxa no Sudeste Asiatico, alertando para uma ameaga reemergente
a cultura (LEIVA et al., 2023; GIL-ORDONEZ et al., 2024).

As perdas ocasionadas por essas doengas variam conforme a espécie, a

variedade cultivada e as condi¢bes ambientais, podendo atingir até 95% da
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producado. Além disso, podem provocar a morte das plantas ou reduzir o teor de
amido e a qualidade das raizes (LEGG; ALVAREZ, 2017).

A transmissdo ocorre principalmente por estacas/manivas infectadas
(doengas virais, bacterianas e fungicas), insetos-vetores como moscas-brancas e
cochonilhas e também por ferramentas contaminadas. O manejo inclui o uso de
cultivares resistentes, a rotagcao de culturas e o controle quimico com fungicidas
(MCCALLUM et al.,, 2017). Contudo, o controle quimico de doencas foliares
enfrenta dificuldades, como a disponibilidade limitada de ingredientes ativos
registrados no Brasil (JULIAO et al., 2020).

A base para o desenvolvimento de novas cultivares esta nos bancos de
germoplasma ou nos centros de origem e diversidade. Por isso, € necessario
buscar estratégias eficazes de conservacédo dos recursos genéticos, uma vez que
bancos mantidos em campo deixam o material suscetivel a fatores ambientais e ao
ataque de pragas e patégenos.

Entre as estratégias de preservagao, destaca-se a criopreservagao, que
consiste no armazenamento de material biolégico em nitrogénio liquido (-196 °C).
Essa técnica tem sido amplamente utilizada para a preservagao de recursos
genéticos vegetais a longo prazo (YAMAMOTO et al., 2011; SOUZA et al., 2016;
WANG et al., 2018; REN et al., 2019; GUERRA et al., 2020, 2021; OLIVEIRA et al.,
2021; SILVA et al., 2021; GOWTHAMI et al., 2024), pois permite estender o
intervalo entre subcultivos sem comprometer a sobrevivéncia e a integridade
genética (BENELLI, 2021). Os protocolos criogénicos sdo multietapas, exigindo
cuidado em cada fase para garantir o sucesso, além de procedimentos de cultivo
in vitro para recuperar os explantes criopreservados.

Apesar do potencial, a aplicagdo da criopreservagdo em larga escala para
a mandioca ainda é restrita, em parte pela complexidade operacional e pela
variabilidade nas taxas de recuperagao poés-criopreservacao (ESCOBAR et al.,
2014). Nesse contexto, ajustes no processo de vitrificagdo em Cryo-Canaleta
(CCV), protocolo inovador que alia maior simplicidade técnica a otimizagdo de
parametros ambientais de recuperacgéao, configura como uma alternativa promissora
para o avango da conservacao de germoplasma da cultura.

A fase de recuperagao pos-criopreservacao € critica, sendo influenciada
tanto pela composicdo do meio de cultura quanto pelas condicbes térmicas
(THAMMASIRI; SOAMKUL, 2007; ESCOBAR et al., 2014). Estudos apontam o
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potencial da agua de coco (AC) como suplemento na concentragao de 10% ao meio
K0.5 no estabelecimento de apices caulinares de 0,2 mm, especialmente sob
temperatura de 33 °C (dados n&o publicados), devido ao seu perfil unico de
citocininas naturais e compostos antioxidantes, que reduzem o estresse oxidativo
(MURGAS; FRANCISCATTO; SANTOS, 2003; BARROS; TONIOLLI, 2011;
MONDAL et al., 2012; PARTHIBHAN, 2015; UCHENDU; KELLER, 2016; KHATUN;
ROY; RAZZAK, 2018). Evidéncias adicionais sugerem que a temperatura de
recuperacdo pode modular a organogénese, com valores mais elevados
favorecendo a atividade metabdlica e estimulando a proliferacdo celular
(LAMBOLEZ et al., 2022). No entanto, a interagao entre esses fatores permanece
pouco explorada, em especial em protocolos inovadores como a CCV.

A temperatura de descongelamento e recuperagao das plantas também
exerce influéncia decisiva sobre a recuperagao de tecidos vegetais. Embora a faixa
ideal varie entre espécies, recomenda-se manté-la entre 35 °C - 40 °C, a fim de
reduzir danos térmicos (DUMET et al., 2013; RUTA; LAMBARDI; OZUDOGRU,
2020). Assim, a otimizacdo dessas condi¢cdes torna-se essencial para evitar a
hiperidricidade e a formacao de calos, garantindo a recuperagao de plantas sem
indugao de desdiferenciagao celular (CHANG; REED, 1999; BENSON; HARDING,
2012) e favorecendo a resposta morfogénica.

Diante desse cenario, o presente estudo teve como objetivo principal
avaliar a eficacia da metodologia CCV na criopreservagdao da mandioca, por meio
da comparagao sistematica de trés aspectos: (a) a influéncia dos meios KO0.5 e
KO0.5+ suplementado com 10% de agua de coco sobre as taxas de recuperagéo; (b)
o efeito diferencial das temperaturas de 28 °C e 33 °C no desenvolvimento
morfogénico pos-criopreservagao; e (c) geragao de conhecimento cientifico para
comparagoes futuras com tecnologias estabelecidas, como a droplet-vitrification
(DV)

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos do Nucleo
de Biologia Avancada da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas,
Bahia.
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2.1. Material Vegetal

Os explantes utilizados no experimento foram obtidos de culturas in vitro.
Foram selecionados 20 acessos representativos da diversidade genética do banco
de germoplasma da Embrapa: BGM 0029, BGM 0226, BGM 0540, BGM 0668, BRS
396, BRS 399, BRS 400, BRS 401, BRS Caipira, BRS Corrente, BRS CS 01, BRS
Formosa, BRS Gema de Ovo, BRS Jari, BRS Kiriris, BRS Mulatinha, BRS Novo
Horizonte, BRS Olho Roxo, BRS Platina e BGM 1216 (Secundina).

2.2. Padronizagcao do material de partida

Para padronizacdao do material, as plantas foram subcultivadas em meio
MSO0,01, modificado a partir do meio basal (MS) de Murashige e Skoog (1962)
conforme Souza et al. (2008), suplementado com 20 g L™ de sacarose, 0,01 mg
L™" de 6-benzilaminopurina (BAP), 0,01 mg L™ de acido 1-naftalenoacético (ANA),
0,01 mg L™ de acido giberélico (AG;) e 2,4 g L™* de Phytagel®, com pH ajustado
para 5,8. Os explantes foram mantidos em condi¢gdes controladas (27 = 1 °C,

fotoperiodo de 16/8 h e intensidade luminosa de 30 yumol m™2 s™") por 60 dias.

2.3. Retirada dos apices

Com auxilio de microscoépio estereoscopico, foram excisados 90 apices
meristematicos (2 mm x 1 mm) das brotacbes terminais de cada acesso e
inoculados em meio basal MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) para evitar

desidratacéo.

2.4. Controles Experimentais

Para avaliar a eficiéncia do protocolo, foram estabelecidos trés grupos
controle nos 20 acessos. Os controles crioprotetores ndo foram submetidos ao
congelamento em nitrogénio liquido, no entanto, passaram por uma solugédo de
lavagem para eliminar os osmoprotetores e o agente vitrificante. Cada grupo
controle foi constituido por cinco réplicas por acesso, utilizando apices de 2 mm x
1 mm, mantidos a 28 £ 1 °C e com fotoperiodo de 16 h.

O controle absoluto teve como objetivo avaliar a funcionalidade dos meios
de recuperacao K0.5 estabelecido por Escobar et al. (2014), e K0O.5 suplementado
com 10% de AC, com apices cultivados diretamente nesses meios. Os controles

LS e PVS2, propostos por Sakai et al. (1990), avaliaram a exposigdo a solugao
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osmoprotetora LS (MS suplementado com 136,92 g L™ de sacarose e 184,16 g L™
de glicerol, pH 5,8) e a solugéo vitrificante PVS2 (MS suplementado com 136,92 g
L™" de sacarose, 300 g L™ de glicerol, 135,2 mL L™" de etilenoglicol e 136,4 mL L™
de DMSO, pH 5,8).

Todas as solugdes foram filtradas em 0,22 um e autoclavadas por 7 min.
Os resultados desses controles permitiram avaliar isoladamente os efeitos das
solugdes crioprotetoras e osmoprotetoras sobre a recuperagao e a integridade dos
apices, possibilitando discriminar se os danos observados resultam das solugdes.
Isso viabiliza ajustes ou otimizagdes e evita a atribuicdo prematura de falhas ao

processo de congelamento.

2.5. Osmoprotecao

Oitenta apices de cada acesso foram transferidos para crio tubos de 2 mL
com 1 mL de solug&o carga LS, mantidos por 2 h a temperatura ambiente, apos
este intervalo retirou-se os 10 apices do controle da solugdo de carga, passando
por solugao de lavagem e inoculados em meio de recuperagao R3. Em seguida, a
solucdo LS foi substituida por 1 mL de solugdo PVS2 gelada por 30 min a 0 °C
(inserido em gelo em escamas). Apos este periodo retirou-se os 10 apices do
controle PVS2, transferindo para criotubos contendo solugcédo de lavagem e apos
dupla lavagem por 15 min foram inoculados no meio de recuperagdo R3.
Simultaneamente, os apices remanescentes foram transferidos para as crio-
canaletas, de papel aluminio, de dimensdes 2,5 cm (comprimento) x 0,2 cm x 0,2
cm (didmetro), contendo solugdo nova de PVS2, completadas para total submerséo
dos apices e imediatamente submersas em nitrogénio liquido para vitrificagao e
introduzidas nos criotubos, armazenando-os em nitrogénio liquido por no minimo 1
h.

2.6. Descongelamento e recuperagao

As crio-canaletas foram retiradas dos criotubos e transferidas para novos
criotubos de 2,0 mL com 2,0 mL de solugao de lavagem (MS suplementado com
410,76 g L' de sacarose, pH 5,8, filtrada e autoclavada). Os apices foram lavados
por 15 min com intervalos de agitagado suaves, com substituicdo da solugéo ao final
de 15 minutos e repeticdo do processo uma segunda vez. Apos remocgao da

solucdo de lavagem, os apices foram transferidos para placas de Petri com meio
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R3 (MS suplementado com 102,7 g L' de sacarose, 2 g L' de carvao ativado, 4,5
g L' de &gar, pH 5,7) e cultivado por dois dias sob penumbra (ESCOBART et al.,
2014). Posteriormente, foram transferidos e cultivados por 30 dias em meio K0.5
(MS suplementado com 0,5 mg L' de cinetina, 0,25 mg L' de acido giberélico
(AG3), 1,14 mg L' de tiamina, 100 mg L-! de mio-inositol, 3,45 g L' de agar e 1,15
g L' de Gelzan™) ou K0.5 suplementado com 10% de AC e incubagdo a 28 °C e

33 °C, com iluminagao ajustada gradualmente na primeira semana (Figura 1).

Figura 1. Esquema das etapas metodoldgicas empregadas na criopreservagao de

germoplasma de mandioca por meio de vitrificagdo em crio-canaletas.
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As avaliacbes de sobrevivéncia foram realizadas aos 10, 20 e 30 dias
(tecido verde e turgescente), e aos 30 dias, também se registrou a recuperagao
(brotamentos > 2 mm com primérdios foliares), além de altura da brotagéo, numero
de folhas semi-expandidas e formagao de calo na base das brotacées. Todos os
meios foram autoclavados por 20 min, as solucgbes filtradas em 0,22 uym e
autoclavadas por 7 min e a cinetina filtrada foi adicionada ao meio apods

autoclavagem na concentracao final.

2.7. Aclimatizagao

Para avaliar a viabilidade poés-criopreservacao e recuperacao in vitro, 5
plantas de cada um dos 20 acessos de mandioca selecionados foram cultivadas
em meio MS0,01 por 30 dias. Apds esse periodo, as plantas com raizes formadas
e altura média de 5 cm, foram extraidas dos tubos, lavada com um jato brando de
agua para retirada do meio de cultura e transferidas para copos plasticos
descartaveis de 250 mL, contendo substrato comercial Carolina Soil suplementado
com 10% de fibra de coco e 0,25% de micronutrientes, logo em seguida umedecido
com bastante agua (tipo Il). Imediatamente apds esses procedimentos, para criar
um ambiente com alta umidade e evitar a desidratagao e facilitar a adaptacao as
novas condi¢des, estabeleceu-se uma camara umida inicial cobrindo cada planta
com um copo plastico descartavel de 200mL.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacédo a aproximadamente 29
°C. A remocéao da umidade foi gradual: os copos foram paulatinamente descobertos
a partir do 15° dia e removidos totalmente apds 20 dias de aclimatacéo. As plantas
permaneceram totalmente descobertas por mais 10 dias, recebendo irrigagdo por
nebulizacdo trés vezes ao dia. Apds o periodo total de 30 dias de aclimatacao,

foram coletados dados de porcentagem de plantas sobreviventes.

2.8. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
com arranjo fatorial 20 x 2 x 2 (acessos x temperaturas x meios de cultivo),
totalizando 80 combinagdes experimentais, com 15 repeticbes cada, compondo
1.200 unidades experimentais. Os tratamentos controle (absoluto, LS e PVS2)
foram analisados separadamente por testes nao paramétricos de Kruskal-Wallis e

Wilcoxon. Para os dados da criopreservacao, utilizaram-se modelos lineares
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generalizados mistos (GLMM) (BOLKER et al., 2009; BROOKS et al., 2017), com
distribuicdo binomial para recuperacéo, expressa como odds ratio. E, analise de
correlagdes entre fases experimentais (controle vs. pds-crio) foram estudadas pelo
coeficiente de Spearman (p). As analises foram realizadas no ambiente R (R Core
Team, 2024), com auxilio dos pacotes tidyverse, Ime4, gimmTMB, emmeans,
ggeffects, ggplot2, FactoMineR, dplyr e corrplot, adotando-se nivel de significancia

de a = 0,05, com ajustes de comparag¢des multiplas quando necessario.

3. RESULTADOS E DISCURSAO

3.1. Sobrevivéncia e taxas de recuperagao das brotagdes controles

Aos 30 dias de cultivo in vitro, a frequéncia de recuperacao dos apices
caulinares de mandioca manteve-se constante (mediana = 1) entre os tratamentos
controle (Absoluto, Solugdo de Carga (LS), e PVS2) e entre os meios de
recuperacao (K0.5 e K0.5+), sem diferengas estatisticas significativas (p > 0,48). A
altura das brotagdes (AP) (Tabela 1) mostrou variagdo apenas no grupo LS, onde
o meio KO0.5 promoveu crescimento significativamente superior ao K0.5+ (p =
0,016). Para os controles Absoluto e PVS2, ndo houve diferenga significativa em
AP (p > 0,90), entre os gendtipos testados. O numero de folhas (NF) manteve-se
entre 1 e 2 unidades por explante em todos os grupos, sem diferengas significativas
(p > 0,27).

Tabela 1. Efeito combinado dos tratamentos controle (Absoluto, LS e PVS2) e dos
meios de recuperagao (K0.5 e K0.5+) sobre caracteristicas morfofisiolégicas da

mandioca aos 30 dias de cultivo, com comparac¢des estatisticas ndo paramétricas.

Mediana Kruskal-Wallis (p) Wilcoxon (p)
Controle Meio R30 AP NF R30 AP NF R30 AP NF
Absoluto KO.5 T or 2 - 0,904 0,983 - 0,905 0,984
KO.5+ 1 0,7 2 ’ ’ ’ ’
KO.5 1 04 1 « *
LS KOS5+ 1 03 1 0,481 0,016 0,308 0,482 0,016* 0,309
KO.5 1 03 1
PVS2 KOS5+ 1 03 1 0,720 0,158 0,273 0,721 0,160 0,274

Todas as variaveis expressas séo valores de mediana por grupo. Testes ndo paramétricos de Wilcoxon foram
usados para comparar K0.5 vs K0.5+ dentro de cada controle; Kruskal-Wallis foi aplicado para avaliar o efeito
do controle como um todo. *Significancia estatistica (p < 0,05). R 30 (recuperagao aos 30 dias), AP (altura de
brotagdes; cm), NF (nimero de folhas).
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A estabilidade da recuperagao nos tratamentos controle confirma a
integridade fisiolégica dos apices caulinares de mandioca nas etapas pré-
criogénicas, devido a alta taxa de recuperagao de plantas nesta etapa, reforcando
sua aptidao para protocolos de vitrificagcdo. A auséncia de efeito do PVS2 sobre a
recuperagao esta em consonancia com estudos de Souza et al. (2016) e Popova,
Kulichenko e Kim (2023), que relatam a resisténcia e resiliéncia de meristemas
tropicais a curtas exposi¢cdes a solugdo de Vvitrificacdo, sem prejuizos a
organogénese. A auséncia de toxicidade do PVS2 é uma vantagem crucial, pois
indica uma alta probabilidade de sucesso na fase subsequente de criopreservacao
(congelamento). A maior altura observada nos brotos do grupo controle LS (meio
de carga osmoprotetora) em K0.5 pode refletir uma resposta transitéria ao estresse
osmotico, possivelmente mediada por alteragcées de reguladores de crescimento
presente no meio de cultura. Essa modulagdo por hormdnios e osmdlitos é
consistente com a descricdo de Ruan et al. (2022), segundo a qual a exposi¢cao
osmotica em cultivos de mandioca induz mudancas em glutaredoxinas e
desencadeia sinais hormonais que favorecem a adaptacéo e o crescimento.

A uniformidade no numero de folhas sugere uma morfogénese estavel e
previsivel, caracteristica desejavel em protocolos de criopreservagao voltados a
conservagao clonal (POPOVA; KULICHENKO; KIM, 2023). De forma geral, os
resultados obtidos nesta fase sao promissores, corroborando a robustez dos
tecidos e a eficacia das etapas prévias a criopreservagao.

A andlise da Figura 2 evidencia que os 20 acessos de Manihot esculenta
apresentaram altas taxas de sobrevivéncia aos 10, 20 e 30 dias sob condi¢des
controle, com médias superiores a 83% em todos os grupos avaliados. Embora
pequenas redugdes tenham sido registradas ao longo do tempo, especialmente
apos o 20° dia, a manutencio da viabilidade em niveis elevados demonstra boa
estabilidade fisiolégica dos explantes aos procedimentos pré-criogénicos,
validando a aptidao do material para protocolos de criopreservagao. A recuperagao
aos 30 dias também se manteve acima de 80%, com pouca variagido entre os meios
de cultivo (K0.5 e KO0.5+), reforcando a consisténcia da resposta morfogénica

independentemente da formulagao utilizada.
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Figura 2. Porcentagem de sobrevivéncia aos 10, 20 e 30 dias e recuperagao dos
apices caulinares aos 30 dias de cultivo in vitro de 20 acessos de mandioca sob
trés condigdes controle (absoluto, solugéo de carga (LS) e PVS2), empregando dois
meios de recuperacao (K0.5 e K0.5+).
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Os resultados obtidos evidenciam que os apices caulinares de mandioca
apresentaram elevada responsividade morfogénica as etapas pré-criogénicas, com
taxas de recuperacao consistentes entre os meios de recuperacéao testados. Esse
comportamento estd em consonancia com relatos de Charoensub, Hirai e Sakai
(2004) e com estudos recentes que destacam a importancia da qualidade fisiolégica
dos explantes e da otimizagdo das condi¢gbes prévias a crioconservagao para
assegurar respostas regenerativas (ESCOBAR et al.,, 2014; POPOVA;
KULICHENKO; KIM, 2023). De forma semelhante, Souza et al. (2016)
demonstraram respostas comparaveis entre diferentes formulagdes de meios de
recuperagado em culturas tropicais submetidas a etapas prévias de osmoprotegao,
reforcando que a estabilidade observada decorre da qualidade do material vegetal
utilizado e da adequacao dos meios de recuperacao. Esses achados estabelecem
uma base robusta para a etapa subsequente de exposigao as solugdes vitrificantes
e ao nitrogénio liquido, ao evidenciar a integridade e o potencial regenerativo do

material antes da crioconservacao propriamente dita.

3.2. Altura das brotagdes controles
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A altura das brotacdes foi maior nos tratamentos sem pré-exposi¢cao a
solugcdes osmoprotetoras (controle absoluto), evidenciando maior variabilidade na
resposta morfogénica entre os acessos. O meio KO0.5 favoreceu brotagdes
ligeiramente mais altas em todos os controles (Figura 3). Ja nos tratamentos com
LS e PVS2, as brotacdes apresentaram distribuicdo mais concentrada nos boxplots
e menor amplitude interquartilica, resultando em altura reduzida, especialmente no
meio basico (K0.5). Esses resultados sugerem que 0s acessos expressaram seu
potencial de resposta de forma mais pronunciada em condi¢des livres de estresse
osmotico, refletindo um possivel efeito fisiolégico adverso das solugdes

osmoprotetoras.

Figura 3. Altura das brotacdes regeneradas aos 30 dias em fung¢ao dos tratamentos
controle (absoluto, solugdo de carga (LS) e PVS2) e dos meios de recuperagéo
(KO.5 e K0.5+) em 20 acessos de Manihot esculenta cultivados in vitro.
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Os resultados obtidos nos controles evidenciaram o potencial fisioldgico
dos acessos testados para regenerar brotagdes com vigor consideravel. A presenca
de solugbes como LS e PVS2 resultou em brotagbes de menor altura,
possivelmente em razédo do estresse osmaotico e ao efeito de alguns componentes
das solugbes usadas tais como o DMSO, etilenoglicol e glicerol, presentes no
PVS2, conforme relatado por Zamecnik et al. (2012) e Benelli (2021). Esse padrao

também foi observado por Ndiaye e Panis (2025), que descreveram efeitos



128

inibitérios semelhantes na recuperagao de mandioca senegalesa apds exposi¢cao
ao PVS2. Ainda assim, a resposta foi positiva nos meios de recuperacao, inclusive
naqueles suplementados com AC (K0.5+), que atuou como fonte natural de
citocininas, aminoacidos e agucares.

A performance superior nos controles indica que esses acessos
apresentam resiliéncia fisiologica frente a condigdes adversas. Esse vigor inicial
sugere que seriam capazes de suportar os estresses adicionais impostos pelos
tratamentos criogénicos. Essa interpretagcéo é sustentada pelos dados da Figura 2,
que mostram porcentagens de recuperacgéao elevadas e distribuigdo consistente das

alturas, reforcando a capacidade adaptativa dos acessos ao protocolo testado.

3.3. Resposta a criopreservagao

3.3.1. Eficiéncia pés-congelamento: sobrevivéncia e recuperagao

A sobrevivéncia dos apices caulinares pos-criopreservacao foi elevada nas
avaliagdes aos 10 dias, com médias variando entre 88 e 90% para as condi¢des
testadas. Aos 20 e 30 dias, observou-se queda gradual, estabilizando entre 70% e
78%, com ligeira vantagem para a temperatura de 33 °C. A recuperagao aos 30
dias acompanhou esse padrdo, com valores entre 53% e 60%, levemente superior
no meio suplementado com AC (K0.5+), especialmente a 33 °C (Figura 4). No
entanto, essas diferencas ndo foram expressivas entre os meios empregados.

A elevada taxa de sobrevivéncia inicial confirma a eficacia do protocolo de
crio-canaleta e vitrificagao (CCV) na protegao dos apices de mandioca contra danos
causados pelo contato direto com o nitrogénio liquido, incluindo formagéo de
fissuras, choque térmico abrupto e lesdes estruturais decorrentes da expansao
desigual da agua intracelular. Esses resultados estdo em consonancia com Benelli
(2021) e Wang et al. (2021), que destacam a importancia da vitrificacao rapida e da
reexpansao eficiente para o sucesso da criopreservagdo. A redugao gradual das
taxas ao longo do tempo pode refletir estresses fisiologicos acumulados, como
estresse oxidativo, toxicidade residual de crioprotetores ou reativagcao metabdlica
incompleta, conforme relatado por Zamecnik et al. (2012) e por Popova, Kulichenko
e Kim (2023).
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Figura 4. Porcentagem geral de sobrevivéncia e recuperagao de apices caulinares
de mandioca submetidos a criopreservagao, cultivados em dois meios (K0.5 e K0.5
+ 10% de AC) e duas temperaturas (28 °C e 33 °C). Avaliagdes aos 10, 20 e 30 dias
para sobrevivéncia e aos 30 dias para recuperagao.
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A adicdo da AC ao meio K0.5 (K0.5+), embora ndo tenha promovido
diferencas significativas, apresentou tendéncia de melhora na recuperagdao em
condicdes de temperatura de 33 °C. Este efeito pode ser atribuido a presenca de
compostos naturais como agucares, aminoacidos e fitormonios, ja reconhecidos por
promoverem recuperacgio pds-estresse em tecidos vegetais in vitro (HERNANDEZ-
RAMIREZ et al., 2020).

A recuperagdo dos apices caulinares de mandioca aos 30 dias pos-
criopreservagao variou amplamente entre os acessos, refletindo forte interagéo
entre gendtipo, temperatura de incubagao e composigdo do meio de recuperagéo.
Em geral, a incubacgdo a 33 °C promoveu maiores taxas de recuperagao do que a
28 °C, destacando os acessos como BRS Corrente, BRS Caipira, BGM 0540 e BRS
Novo Horizonte alcangaram valores proximos ou superiores a 90% de recuperagao.
Em contrapartida, genétipos como BGM 0029, BRS 400, BRS Olho Roxo e BRS
Jari mantiveram desempenho limitado (=33%), independentemente do ambiente,
confirmando sua baixa responsividade.

A probabilidade de recuperagao aos 30 dias (Reg30; 0 = falha, 1 = sucesso)
foi modelada por um modelo linear generalizado misto (GLMM) com familia
binomial e fungao de ligagao logit. O modelo incluiu temperatura (28 °C; 33 °C),

meio (K0.5; K0.5+) e sua interagdo como efeitos fixos, e Acesso como efeito fixo
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de interesse (variavel categdrica com referéncia BGM 0029). A estrutura de
correlacao das repeticdes foi modelada por um efeito aleatério de repeticéo u;. Em

notacao:

logit (pijk) = By + 1 Temp; + B;Meio; + 3 (Temp; x Meioj) + ykAcessoy, + y,

Onde:

pijk = € a probabilidade de recuperacgao do apice caulinar do acesso k no meio
j na temperatura i;

Bo = E o intercepto corresponde ao log-odds de recuperacio para o acesso
de referéncia (BGM 0029) sob os niveis de referéncia de temperatura
(28 °C) e meio (KO0,5);

B1, B2, B3 = Sao os coeficientes fixos dos efeitos principais e interacao;

vk = Sao os coeficientes dos demais acessos (em relacdo ao acesso de
referéncia); com u;~N (0, a2rep).

Relatamos os coeficientes em escala logit, transformados em odds ratios
(OR = exp(coef)) com IC95% e p-valores, além de predigdes marginais por acesso.
O modelo ndo apresentou superdispersdo (razdo = 1,066; p = 0,568) e o efeito
aleatorio de repeticdo foi altamente significativo (Ax* = 1048,9; p < 2.2x107),
garantindo robustez as inferéncias. As analises foram realizadas em R (vers&o 4.2)
com o pacote Ime4/gimmTMB e o célculo de IC95% por método (Wald).

A analise por GLMM confirmou forte heterogeneidade genotipica na
recuperacao (Figura 5). O efeito global da temperatura foi significativo (p =
0,00026), com incubagdo a 33 °C associada a aumento das razdes de chance de
recuperacao em relagédo a 28 °C (OR = 2,96). O meio suplementado com agua de
coco (KO0.5+) nao apresentou efeito global significativo (OR = 0,82; p = 0,48),
embora beneficie alguns acessos em particular como o BRS Olho Roxo.

Entre os gendtipos, BRS Corrente (OR = 28,2; 1C95%: 9,9-103,3; p =
1,2x1078) e BRS Caipira (OR = 22,2; 1C95%: 8,3—-71,6; p = 1,1x1078) exibiram
probabilidades de recuperagao significativamente superior, com razado de chance
de recuperagao 28 e 22 vezes superior ao intercepto de referéncia (BGM 0029)
respectivamente, confirmadas com a porcentagem de recuperacgao (Figura 6) e pelo

ranqueamento descritivo na Figura A.1 (Apéndice A). A maioria das diferengas



131

relatadas encontra correspondéncia nas porcentagens médias de recuperagao por

acesso, indicando que a resposta € gendtipo dependente.

Figura 5. Odds ratios (OR) para probabilidade de recuperagédo (Reg30) estimados
por GLMM binomial (link logit) com efeito aleatério de repeticdo. Pontos = OR
estimada para cada acesso (exp(coef)); barras horizontais = 1C95% (exp(confint)).
Linha tracejada vermelha em OR = 1 indica auséncia de efeito em relagdo ao
intercepto (acesso de referéncia: BGM 0029). OR > 1 indica maior chance de
recuperacgao que a referéncia. Célculos realizados em R (pacote Ime4/gimmTMB;
versdo 4.2); IC95% obtidos por método Wald.
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Outros acessos de alto desempenho incluiram BGM 0540 (OR = 13,10) e
BRS Novo Horizonte (OR = 10,07), todos acima de 80%. Em contraste, acessos
como BRS 400 (OR = 1,1), BRS Olho Roxo (OR =1,1), BRS Jari (OR = 1,2) e BGM
0226 (OR = 1,2) n&o diferiram estatisticamente do intercepto (referéncia BGM 0029,

OR =1,0), indicando um desempenho inferior na recuperagao.
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O ranqueamento descritivo (Apéndice 1) confirmou os achados do modelo,
com BRS Corrente, BRS Caipira, BGM 540 e BRS Novo Horizonte exibindo as
maiores porcentagens de recuperacao (>90%) (Figura 6 / Apéndice 1), enquanto
0s acessos de baixo desempenho se concentraram na cauda inferior.

A presenga de AC contribuiu positivamente para o desempenho
regenerativo de varios acessos, como BRS 399, BRS Platina, BRS Gema de Ovo
e principalmente o BRS Olho Roxo (Figura 6), que chegou a triplicar a porcentagem
de recuperacgéo, indicando que os compostos orgénicos presentes no suplemento
exercem papel determinante em alguns genotipos.

A forte influéncia do gendtipo sobre a recuperagao confirma achados
prévios em mandioca, como os de Escobar et al. (2014), que relataram diferengas
marcantes entre clones recalcitrantes e responsivos submetidos ao droplet-
vitrification (DV). Fenémeno semelhante foi relatado em outras culturas clonais,
incluindo batata e inhame, onde a constituicao genética exerce papel determinante
na viabilidade pés-criogénica (POPOVA et al., 2015).

O desempenho superior de acessos como BRS Corrente e BRS Caipira
sugere resiliéncia intrinseca ao estresse do congelamento, provavelmente
associada a composicao da parede celular e a ativacdo de mecanismos
antioxidantes, fatores-chave na protecéo contra danos de gelo e estresse osmético
(NAGEL et al., 2024). Em contraste, acessos como BRS 400 e BRS Olho Roxo
mostraram-se pouco responsivos, indicando a necessidade de protocolos mais
especificos ou selegao de tecidos fisiologicamente mais competentes para otimizar
seu resgate.

A influéncia positiva da temperatura de 33 °C refor¢a evidéncias de que
condigdes térmicas préximas ao 6timo fisioldgico aceleram a retomada metabdlica
e a divisdo celular em tecidos meristematicos (BENELLI, 2021; NAGEL et al., 2024).
Embora o efeito global da AC nao tenha sido significativo no GLMM, respostas
positivas em acessos como BRS 399, BRS Platina, BRS Gema de Ovo e BRS Olho
Roxo confirmam o potencial organogénico de seus compostos naturais, como
agucares, aminoacidos e fitohorménios (MONADAL et al., 2012; KHATUN; ROY;
RAZZAK, 2018; POPOVA; KULICHENKO; KIM, 2023). Esse efeito gendtipo-
dependente é coerente com as observagdes de Ndiaye e Panis (2025) em cassava
africana, onde protocolos otimizados foram fundamentais para superar a

recalcitrancia parcial.
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Por fim, a aplicacao do sistema de crio-canaletas representa uma inovacao
metodoldgica frente ao droplet-vitrification classico (SAKAI; ENGELMANN, 2007).
Ao reduzir o contato direto dos apices com o nitrogénio liquido e assegurar maior
uniformidade térmica, essa abordagem promove resultados mais consistentes e
comparaveis entre gendétipos, ampliando a aplicabilidade da criopreservagao nos
bancos de germoplasma de mandioca da Embrapa. Além de fornecer protegao
fisica e uniformidade térmica, destaca-se que a integracdo entre novas
metodologias e estratégias gendtipo-especificas € essencial para superar barreiras
de recalcitrancia e consolidar a criopreservagédo como uma ferramenta robusta para
a conservagao de recursos genéticos vegetais. Essa interpretacdo confirma
recomendagdes recentes de protocolos que enfatizam a importancia da fase de

recuperacao poés-descongelamento (Wang et al., 2021; Ndiaye; Panis, 2025).

3.3.2. Desenvolvimento das brotacoes regeneradas

A altura das brotacdes regeneradas (Figura 7) apresentou forte variagao
genotipica em resposta as condi¢cdes de recuperagao. Em geral, a incubagao a 33
°C promoveu maior crescimento, sobretudo em acessos como BRS Gema de Ovo,
BRS Novo Horizonte, BRS Jari, BGM 0226 e BRS CSO01 respectivamente, com
valores médios proximo ou acima de 0,8 cm. Ja para a temperatura de recuperagao
de 28 °C, se destacaram os acessos BRS Gema de Ovo, BRS Mulatinha, BRS
Kiriris, BRS corrente, BRS 399, BRS 400, BGM 0540 e BRS Caipira, com valores
de altura média proximas e pouco acessos superiores a 0,7 cm, indicando interacao
positiva entre estimulo térmico e efeito ndo significativo para a suplementagao
organica. Esse padrdo confirma o efeito positivo da temperatura elevada, ja
observado para a porcentagem de recuperagao (Figura 6), e reforcando o carater
sinérgico entre temperatura e suplementagdo com AC na promogao do

desenvolvimento pds-criogénico para 0s acessos menos responsivos.
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Figura 7. Altura média de brota¢des regeneradas de apices caulinares de mandioca aos 30 dias ap0s criopreservagao em nitrogénio

liquido, em funcdo do acesso, da temperatura de incubacéao (28 °C e 33 °C) e do meio de recuperacgao (K0.5 e K0.5+). Resultados
expressos como distribuicdo de valores por ambiente de cultivo e em ordem decrescente de desenvolvimento, evidenciando as

diferengas genotipicas na resposta morfogénica.

33

28

1.2

— o o o o
(wo) epay eINY

é'illlmmmiﬂm “Ilmhlii‘lnnﬂi

0.

Meio M K0.5 M K05 +



136

Os acessos BGM 0029, BRS 401 BGM Secundina e BRS Olho Roxo
apresentaram desenvolvimentos reduzidos (<0,4 cm) independentemente do
ambiente, mesmo sob condi¢des otimizadas, coincidindo com suas baixas taxas de
recuperacao observadas nas Figuras 6. Esses resultados demonstram que, além
da sobrevivéncia inicial, a capacidade de crescimento vegetativo apds o
descongelamento foi modulada por fatores genotipicos e ambientais, evidenciando
a o efeito gendtipo dependente em cultura de tecidos entre acessos.

O maior alongamento obtido a 33 °C confirma que a temperatura exerce
papel determinante na fase de recuperagao pds-criogénica, estimulando a atividade
enzimatica associada a elongagao celular e favorecendo o restabelecimento
fisioldgico, como ja relatado em espécies tropicais por Benelli (2021) e Wang et al.
(2021). A resposta positiva a temperatura elevada confirma estudos recentes que
destacam o papel de condi¢cdes térmicas otimizadas na recuperagao de tecidos
vegetais, favorecendo divisao celular e expansao de tecidos apds criopreservagao
(WANG et al., 2021; NAGEL et al., 2024). Os resultados indicam que o crescimento
pos-descongelamento, assim como a sobrevivéncia inicial, € condicionado pelo
gendtipo. Dados semelhantes aos encontrados por Escobar et al. (2014), que
descrevem diferencas marcantes entre clones responsivos e recalcitrantes
submetidos ao droplete-vitrificacao.

A agua de coco ndo apresentou efeito deletério; contudo, nos acessos
menos responsivos a crioconservagao, o meio K0.5+ exerceu efeito benéfico para
este experimento, necessitando de estudos mais aprofundado para comprovar
seus efeitos na recuperacao. Esse resultado esta em consonancia com Popova,
Kulichenko e Kim (2023), que destacaram a influéncia do balango osmdético e de
reguladores naturais na retomada metabdlica. Entretanto, a auséncia de resposta
em acessos recalcitrantes demonstra que a suplementacdo com AC nao substitui
a influéncia genotipica, como evidenciado por Ndiaye e Panis (2025), que
observaram respostas contrastantes em clones africanos de mandioca submetidos
a droplet-vitrificagao.

A consisténcia entre os resultados de recuperagao percentual (Figura 6) e
altura de brotacgdes (Figura 7) demonstra que acessos como BRS Corrente, BRS
Caipira, BGM 0540 e BRS Novo Horizonte apresentam ndo apenas maiores taxas
de recuperacao, mas também vigor vegetativo superior, caracterizando-os como

gendtipos promissores para criopreservagao. Em contraste, acessos como BGM
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0029, BRS 400 e BRS OIlho Roxo apresentaram baixa tolerancia aos
procedimentos, com desempenho inferior em ambos os parametros, o que
demanda o desenvolvimento de protocolos de criopreservagao otimizados para
esses genotipos de baixa aptidao.

O uso de crio-canaletas neste estudo foi decisivo para minimizar danos
decorrentes do contato direto com o nitrogénio liquido, assegurando maior
uniformidade e permitindo evidenciar diferencas entre genoétipos. Esses achados
ressaltam que a integracéo de inovagdes metodoldgicas com abordagens genotipo-
dependentes é fundamental para otimizar a criopreservacdo da mandioca e ampliar

sua aplicabilidade em programas de conservacao de germoplasma.

3.4. Comparagao entre droplet Vvitrification e crio-canaletas na
criopreservagao

O sistema classico de droplet vitrification (DV) posiciona os apices em
microgotas de solucao crioprotetora (geralmente PVS2) sobre tiras de aluminio e
0s submete a imersao direta em nitrogénio liquido. Estudos relatam altas taxas de
resfriamento e aquecimento para esse sistema, atribuidas ao pequeno volume de
solugdo e a grande razdo superficie/volume (PANTA et al., 2014; KIM, 2023;
BETTONI; CHEN; VOLK, 202-). No entanto, também descrevem a possibilidade
de gradientes térmicos abruptos e de contato direto com o NL, associados a
estresses fisicos e osméticos (PERAN et al., 2006; KIM, 2023). Além disso, a
manipulacdo de gotas muito pequenas pode levar a perdas por adesao ou
flutuacao, o que pode dificultar padronizagao em protocolos de maior escala (KIM,
2023; BETTONI; CHEN; VOLK, 202-).

Na metodologia de crio-canaletas (CCV), utilizam-se pequenas estruturas
de papel-aluminio em forma de calha (2 cm de comprimento por = 0,2 cm % 0,2 cm
de didmetro), semipreenchidas com PVS2, nas quais os apices sao inseridos. Essa
configuragdo mantém volumes reduzidos de solugdo e acrescenta uma barreira
fisica parcial entre o explante e o nitrogénio liquido, hip6tese descrita em técnicas
analogas, como o encapsulamento (SAKAI; ENGELMANN, 2007; KACZMARCZYK
et al.,, 2012; WANG et al., 2021; NDIAYE; PANIS, 2025). Ainda ndo ha dados
comparativos diretos que confirmem diferencas significativas em velocidade de
resfriamento ou em taxas de recuperacdo entre CCV e DV, sendo necessaria

investigacao futura.
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A crio-canaletas pode oferecer trés vantagens, a serem verificadas em estudos

comparativos futuros:

1. Possivel obtencdo de taxas de resfriamento e reaquecimento elevadas, pela
pequena quantidade de solugao por apice e alta razao superficie/volume, o que
podera minimizar gradientes térmicos internos, hipotese que demanda
confirmacao experimental em comparagao direta com DV.

2. Fornece protecao fisica parcial do explante contra choques térmicos diretos,
pois a parede metalica funciona como barreira relativa, mantendo-o imerso no
crioprotetor, mas reduzindo parcialmente o contato direto com o nitrogénio
liquido, de forma analoga ao sistema de encapsulamento (KACZMARCZYK et
al., 2012).

3. Pode atuar de maneira semelhante ao encapsulamento no fornecimento de um
“‘buffer” frente a estresses mecanicos, osmoéticos ou térmicos, aspecto descrito
para explantes encapsulados em alginato, que resistem melhor a desidratacao
severa ou exposigcao prolongada a crioprotetores e mantém maior integridade
morfolégica e regenerativa (PAULET; ENGELMANN; GLASZMANN, 1993;
PRUDENTE et al., 2017; ZARGAR AZAD; KAVIANI; SEDAGHATHOOR, 2024),
mas esta equivaléncia ainda necessita de validacido especifica para a técnica
das crio-canaletas.

Assim, a CCV pode representar uma alternativa promissora a ser explorada
em estudos futuros, por combinar baixo volume de solugdo com um suporte que
potencialmente oferece protecao fisica parcial ao explante e facilita o manuseio.
Além disso, o recipiente utilizado na CCV permite acomodar uma maior quantidade
de apices por unidade, o que contribui para otimizar o uso do espac¢o e aumentar a
eficiéncia do processo. A avaliagao sistematica dessa técnica em comparagao com
métodos tradicionais permitira determinar sua real eficacia e possiveis beneficios

para espécies sensiveis ou explantes frageis.

3.5. Correlagoes entre tratamentos

As andlises de correlagdo de Spearman (Figura 8) demonstram padrdes
distintos de associacao entre os desempenhos regenerativos nas diferentes fases
do experimento. A associagdo entre os tratamentos pos-criogénicos a 28 °C e 33 °C
foi muito forte e estatisticamente significativa (p = 0,85; p < 0,001), indicando

estabilidade da resposta regenerativa frente a variagdes térmicas moderadas. Ja a
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correlagao entre o controle e o ambiente a 28 °C foi moderada e significativa (p =
0,46; p = 0,043), enquanto com 33 °C foi mais fraca e nao significativa (p = 0,34; p
= 0,14). A comparagdo entre o controle e a média geral dos ambientes pos-
criogénicos também revelou correlagdo moderada (p = 0,40), porém sem
significancia estatistica (p = 0,084). Esses achados indicam que o desempenho in
vitro sob condi¢gbes ideais nao prediz adequadamente a recuperagcdo apods

criopreservagao.

Figura 8. Correlagdo de Spearman (p) entre os valores médios de recuperagao aos
30 dias de acessos de mandioca nas diferentes fases do experimento: (A) controle
(sem congelamento) versus pos-crio a 28 °C; (B) controle versus pés-crio a 33 °C;
(C) 28°C versus 33°C; e (D) controle versus média geral dos ambientes pos-
criogénicos. Cada ponto representa um acesso genético. As linhas tracejadas
indicam a tendéncia linear; os coeficientes p e os respectivos valores de p estao
apresentados em cada painel.
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A elevada correlagdo observada entre os ambientes a 28°C e 33°C
evidencia que a resposta regenerativa dos acessos de mandioca foi
consistentemente mantida entre condi¢cdes térmicas moderadas, mesmo apos o
estresse imposto pela criopreservagao. Esse comportamento sugere a presencga de
mecanismos genéticos de resiliéncia, compativeis com o conceito de estabilidade
genotipica descrito por Adjebeng-Danquah et al. (2020) ao investigar o
desempenho de acessos de mandioca sob diferentes condi¢des ambientais.

A auséncia de correlagédo significativa entre os dados do controle e os
ambientes pds-criogénicos, por sua vez, indica que a viabilidade dos tecidos sob
condi¢des ideais ndao garante eficiéncia regenerativa apos estresse térmico e
osmotico. Esse padrao esta alinhado com as observagdes de Popova, Kulichenko
e Kim (2023), que destacam a importancia das condi¢gbes pos-descongelamento
para o sucesso da recuperagado e sugerem que a criotolerancia esta associada a
fatores fisioldgicos especificos nao evidentes em condigdes néo estressantes.

Nesse contexto, a sele¢gao de materiais para criopreservacao deve priorizar
o0 desempenho em ambientes pos-descongelamento, e ndo apenas sob cultivo
padrdo, conforme defendido por Kulak et al. (2022) em suas diretrizes para
conservagao biotecnoldgica de germoplasma. Essa abordagem permite identificar
genotipos mais robustos e responsivos, essenciais para 0 sucesso em programas

de longo prazo.

3.6. Aclimatizagao

A sobrevivéncia das plantas de mandioca durante a aclimatizagao (Figura
9) variou conforme o meio de cultura utilizado na recuperacédo, a temperatura de
incubacdo e o0 acesso genético. Brotagbes regeneradas no meio KO0.5+
apresentaram taxa de sobrevivéncia (97,9%) em comparagdao ao meio K0.5
(98,4%), ambos com numeros elevados de aclimatizagdo (n = 187/191 e n =
184/187, respectivamente) (Figura 10).

Em relagdo a temperatura, ndo foi observada diferenca significativa na
sobrevivéncia das plantas. Contudo, a incubacéo a 33 °C resultou em uma taxa de
sobrevivéncia ligeiramente superior (98,4% ou 192 plantas aclimatizadas) em

comparagao com 28 °C (97,9% ou 186 plantas aclimatizadas).
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Figura 9. Etapa da aclimatizagdo das plantas regeneradas da criopreservagao, (A) copos plasticos com mistura de substrato, (B)
plantas em processo de aclimatizagdo mantida em camara umida pela uniao de 2 copos, (C) plantas aclimatizadas aos 30 dias na
etapa de avaliagao.

Fotos: Honorato Pereira da Silva Neto
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A analise por acesso revelou altas taxas de sobrevivéncia, variando de 80%
a 100%. A maioria dos acessos, incluindo BGM 0029, BGM 0226, BGM 0540, BGM
0668 e as diversas variedades, atingiram 100% de sobrevivéncia. Apenas BRS 396
(95,0%), BRS 400 (95,0%), BRS 401 (80,0%) e BRS Kirirris (95,0%) apresentaram
perdas. A quantidade reduzida de plantas aclimatizadas de alguns acessos foi em

funcdo do numero de plantas regeneradas inferior a 5 por tratamento (Figura 10).

Figura 10. Taxa de sobrevivéncia de plantas de mandioca durante a aclimatizagao,
de acordo com (A) o meio de cultura utilizado na recuperagao in vitro (K0.5 e
K0.5+), (B) a temperatura de incubagéo (28 °C e 33 °C) e (C) os diferentes acessos
genéticos avaliados. Os numeros dentro das barras indicam a quantidade total de
apices utilizados na aclimatizagao.
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Os resultados obtidos demonstram que os 20 acessos de mandioca
regenerados apos criopreservagao apresentaram excelente estado fisiolégico, o
que se refletiu em altos indices de sobrevivéncia durante a aclimatizagdo. A
robustez das brotagdes regeneradas, aliada a eficiéncia dos meios de cultivo
utilizados nas etapas de recuperagéo e alongamento (meio MS0,01), permitiu ndo
apenas a retomada do crescimento in vitro, mas também o fechamento completo
do ciclo de conservagao e recuperagao das plantas, com sucesso em todas as

fases do protocolo, incluindo a aclimatizagao ex vitro. Esse desempenho positivo
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confirma que a manutengao da qualidade fisioldégica dos explantes é determinante
para o sucesso da criopreservagao, como também destacado por Zimmerman et
al. (2007), que relataram a importancia do vigor inicial e do controle gradual das
condigdes ambientais para minimizar perdas. Da mesma forma, Gado et al. (2022)
reforcam que substratos adequados e regulador de crescimento durante a
aclimatizagao sao fundamentais para garantir elevadas taxas de sobrevivéncia.
Esses resultados indicam que o protocolo proposto € eficiente e viavel para
assegurar a conservagado segura de germoplasma de mandioca em nitrogénio

liquido, com posterior recuperacdo completa das plantas.

4. CONCLUSOES

O meio KO0.5 favoreceu o alongamento celular, enquanto o K0.5+ induziu
maior recuperacido, associada a formagdo de calo na base das brotacdes
recuperadas.

A temperatura de 33 °C foi mais eficiente na recuperacao poés-criogénica,
devendo ser explorada em novos experimentos. A variabilidade genotipica reforga
a necessidade de abordagens especificas.

As variedades BRS Corrente, BRS Caipira, BRS Novo Horizonte, BGM
0540 se destacaram, apresentando resultados superiores as demais.

O sistema CCV mostrou-se seguro, eficiente e reprodutivel, consolidando-
se como uma alternativa viavel aos protocolos convencionais de droplet vitrification.

Os acessos criopreservados apresentaram altas taxas de aclimatizagao,

possibilitando a recuperagao completa das plantas empregadas no experimento.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A mandioca representa uma cultura estratégica para a segurancga alimentar
e o desenvolvimento socioecondmico de diversas regides tropicais, destacando-se
pelo elevado teor de amido, ampla adaptabilidade e versatilidade de uso em
diferentes setores industriais. No entanto, a complexidade genética da espécie e as
limitagbes dos métodos tradicionais de propagacao exigem o desenvolvimento de
técnicas biotecnolégicas que viabilizem sua conservagdo, multiplicacédo e
melhoramento genético de forma mais eficiente e segura.

Neste contexto, o presente estudo contribuiu significativamente para o
avanco do cultivo in vitro da mandioca, abordando aspectos fundamentais para a
consolidagdo de protocolos aplicaveis em larga escala. A avaliagdo do potencial
morfogénico de gendtipos suplementados com agua de coco sob diferentes
regimes de temperatura revelou a importancia da interagdo entre fatores
nutricionais, hormonais e ambientais para a otimizacado da resposta organogénica,
especialmente no que se refere a eficiéncia da recuperagdo e a adaptacado de
protocolos para diferentes materiais genéticos.

A validagado de um protocolo de introdugao in vitro de apices caulinares
representa um passo importante para a expansao e qualificacdo do Banco de
Germoplasma in vitro da Embrapa Mandioca e Fruticultura, contribuindo
diretamente para a conservagao da variabilidade genética da espécie e para a
formagao de cole¢des de trabalho voltadas ao melhoramento genético. Ja os
resultados obtidos com a criopreservagcao demonstram o potencial da técnica como
ferramenta complementar para a conservagao de longo prazo, assegurando a
viabilidade e integridade dos materiais genéticos mesmo apds o armazenamento
em nitrogénio liquido.

Dessa forma, os trés capitulos que compdem este trabalho se integram de
maneira sinérgica, oferecendo solugdes praticas e baseadas em evidéncias para
os principais desafios enfrentados na micropropagacédo e conservagao de
mandioca. Os dados aqui gerados subsidiam a formulacdo de protocolos mais
robustos, reprodutiveis e economicamente viaveis, com impacto direto na
aceleracédo de programas de melhoramento, produgdo de mudas de qualidade e
preservagao do patriménio genético da espécie. A continuidade desses estudos,

com a validagado em condi¢cdes de campo e a aplicagdo em gendtipos de interesse
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agrondmico, sera essencial para consolidar os avangos obtidos e ampliar o uso

dessas tecnologias na cadeia produtiva da mandioca.
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APENDICE A

Quadro A.1. Modelos logisticos ajustados para os eventos dicotdmicos avaliados durante a introdugao in vitro de apices caulinares
de mandioca, com respectivos coeficientes, equagdes estimadas e interpretagdo dos odds ratios (1IC95%). Os modelos foram obtidos
a partir das estimativas apresentadas na Tabela 3 (pag. 101), segundo a forma geral logit(p)=Bo+> BiXi, em que B, € o intercepto, Bi

sdo os coeficientes logisticos das variaveis independentes Xi e p € a probabilidade do evento de interesse.

Evento (variavel Modelo logistico estimado Interpretagao (Odds ratio/IC95%)
dependente)

Formacao de calo (FC1) em | logit(p_calo) = -0,8694 + 1,6489 x AltP1 Cada cm adicional em AltP1 aumenta
funcéo da altura da brotagcao 5,20 vezes a chance de formacéao de
(AltP1) calo (1C95%: 3,45-8,14; p<0,001).
Sobrevivéncia inicial (VL1) logit(p_sobrevivencia1) = 2,4537 + 0,7915 x NAP3 | Dois apices = 92,1% sobrevivéncia; trés
em funcao do numero de + 0,3278 x NAP4 (ref=2 apices) apices aumentam 2,21 vezes (p=0,099);
apices (NAP) quatro aumentam 1,39 vezes (p=0,473).
Uso do meio MS0,01 em logit(p_MSO0,01-altura) = -0,6495 + 0,2514 x AltP2 | Cada cm adicional em AltP2 aumenta
funcao da altura no repique 1,29 vezes a chance de uso do MS0,01
(AltP2) (1C95%: 1,20-1,38; p<0,001).

Uso do meio MS0,01 em logit(p_MS0,01-sobrevivencia2) = -0,6931 + Explantes validados elevam 4,07 vezes
funcao da validacao pos- 1,4027 x VL2 a chance de uso do MS0,01 (1C95%:
repicagem (VL2) 1,90-9,26; p<0,001).

Uso do meio MS0,01 em logit(p_MSO0,01-miniestacas) = -0,9546 + 0,5342 x | Cada miniestaca adicional aumenta
funcdo do numero de NmE2 1,71 vezes a chance de uso do MS0,01
miniestacas apods repicagem (1C95%: 1,49-1,97; p<0,001).

(NmE2)
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Figura A.1. Ranqueamento da recuperacdo poés-criopreservacao de apices
caulinares de 20 acessos de mandioca submetidos ao método de vitrificagdo em
crio-canaletas. As barras representam as probabilidades preditas de recuperacao
aos 30 dias e estao dispostas em ordem decrescente de desempenho. A escala de
cores realgca 0s acessos com maior e menor sucesso regenerativo.
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