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TRANSFORMACAO DA MANDIOCA VIA AGROBACTERIUM RHIZOGENES

TRANSFORMATION OF CASSAVA VIA AGROBACTERIUM RHIZOGENES

Aurora Yoshiko SATO!,Tocio SEDIYAMA?, José MARIA?, Aluizio BOREM?, Paulo Roberto CECONS,

Cristina Salgado JUNQUEIRA*

RESUMO: Com o objetivo de estudar a transformacéo da mandioca via A. rhizogenes foram analisados o efeito
da canamicina, iluminago, idade dos discos foliares e concentragdes de ANA. Apds a transformagdo estudou-se o
efeito de concentragdes de BAP e compararam-se os seguintes tratamentos adicionais: meio MS, GA, + BAP + MS e
picloram + MS. Os calos transformados foram submetidos a analise isoenzimatica. Concluiu-se que a cultivar Urubu ¢
sensivel a concentragdes de canamicina superiores a 100 mg/L. A luz e a idade das folhas foram determinantes na
transformagédo; folhas novas no escuro formaram calos transgénicos. Concluiu-se que a concentragdo de 2 mg/L de
ANA possibilitou maior nimero de calos e maior comprimento de raizes. A concentragdo de 10 mg/L BAP resultou em
maior peso de matéria seca dos calos. O picloram favoreceu acumulo de matéria seca. A analise isozimatica revelou a

perda de uma banda na mandioca transformada.
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INTRODUCAO

A mandioca é uma cultura de destaque na conjuntu-
ra sécio econdomica mundial, em fung¢éo de sua importan-
cia como fonte de carboidrato e elevada capacidade de
adaptag@o. Essa cultura tem potencial de produgéo de 90
t/ha/ano (COCK, 1985), entretanto a média de produgdo
na Africa, Indonésia e Brasil é bem inferior. Esta baixa
produgdo tem sido atribuida a baixa fertilidade dos solos
cultivados, deterioragdo das raizes e severa incidéncia de
pragas e doencas. Em fun¢@o de sua grande importancia
econdmica e problemas encontrados no seu cultivo, varios
programas de melhoramento tradicional em mandioca
foram iniciados com sucesso (HERSHEY; JENNINGS,
1992). Através do programa de fitomelhoramento da
mandioca durante 4 anos foi obtido no CIAT linhas hibridas
que rendem mais de 50 t/ha/ano, 100% acima da produgéo
de cultivares locais. Mas, infelizmente, o melhoramento
genético classico € dificultado por varios motivos, tais como:
alta heterozigose, poliploidia, baixa fertilidade, baixa
producdo de sementes e baixo nivel de germinagdo de
sementes (THRO et al., 1996).

A engenharia genética pode complementar progra-
mas de melhoramento tradicional em varias areas, como
melhoramento para resisténcia a doencgas virais
(FAUQUET et al., 1992), alteragdo da qualidade do amido
(SALEHUZZAMAN et al., 1993), redugdo do contetido
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de glucosideos cianogénicos ( KOCH et al., 1994 ) e
aumento da vida pos-colheita (SATO et al, 2001a). E, um
pré-requisito para engenharia genética da mandioca ¢é o
uso de um sistema de transformaco e propagacéo in vitro
viaveis (SATO et al, 2001b). Existem diversos métodos de
transformaco, e a realizada através do uso do
Agrobacterium ndo requer equipamentos especificos além
de ter custo menor. Dessa maneira tém-se enfatizado a
aplicacdo de modificag@o genética ou transformacao para
resolver alguns desses problemas (RAEMAKERS et al.,
1993).

Dessa maneira o objetivo do presente trabalho é pro-
por um protocolo de transformagio para mandioca.

MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foram utilizados dois cultiva-
res de mandioca (Urubu e Mantiqueira) fornecidos pelo
Laboratério de Cultura de tecido da Universidade Federal
de Lavras, MG.

A bactéria Agrobacterium rhizogenes R1601 foi
cedida pelo Deparatment of Plant and Life Science da
Universidade de Nottinghan-UK.

A bactéria utilizada ¢ uma linhagem do tipo agropina,
originaria de 4. rhizogenes A4, contendo o plasmidio
pRiA4b. Esse plasmidio possui o gene quimérico nptll
(Neomicina fosfotransferase) que confere resisténcia a
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Transformacio da mandioca...

canamicina, cointegrado ao fragmento 21 de Hindll e
pTVYK291 em trans, conferindo fendtipo de
superviruléncia.

As plantulas de mandioca utilizadas foram cultiva-
das em meio MS em sala de crescimento a + 26 °C sob
fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa minima de
2.000 lux (36 mol.m-2.s-1).

As bactérias foram cultivadas em meio APM. Para
inoculagdo elas foram ativadas em meio liquido APM sob
agitacdo de 150 rpm, a 28 °C por 12 horas até atingirem
concentragdo celular de aproximadamente 5 x 10® células/
mL. Dai, foram centrifugadas e ressuspendidas em meio
MS liquido e utilizadas para o co-cultivo com os discos
foliares de mandioca.

1- Efeito da canamicina em plantas nao transformadas

Este experimento foi realizado com o objetivo de se
determinar um meio seletivo para obtencdo de
transformantes quiméricos. Neste trabalho foi utilizado o
cultivar Urubu com em média quatro semanas de idade,
essas plantulas foram repicadas em pequenos toletes sem
folhas com aproximadamente 1 cm e contendo uma gema
lateral. Esses toletes foram transferidos para os tratamentos
com 11 niveis de Canamicina: (0,0; 100; 200; 300; 400; 500;
600; 700; 800; 900; 1000 mg/L) com 14 repeti¢des, em meio
basico solido MS, em delineamento inteiramente casualizado.
Foram mantidos em sala de crescimento sob a condigéo de
temperatura de 27 + 2 °C, de fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa média de 24 mmol. m™. s™'.

As caracteristicas avaliadas ap6s 30 dias foram
namero de folhas, comprimento da parte aérea e caracte-
risticas visuais como cor da folha e talo.

2- Inducao da transformacao

2.1- Co-cultivo de discos foliares velhos e novos na
presenca e auséncia de luz

Discos foliares do cultivar Urubu foram testados para
avaliar o efeito da presenca ou auséncia da luz no periodo
de co-cultivo de discos foliares velhos e novos em meio
MS liquido com Agrobacterium rhizogenes para melhor
condigdo de infec¢do visando a produgdo de transformantes.
Os discos foliares de folhas velhas, com oito semanas e
novas, com quatro semanas, foram removidos
assepticamente e colocados em placas de petri contendo
10 mL de meio MS liquido com a face abaxial voltada para
cima. Essa face foi ferida com de bisturi cirtrgico antes do
co-cultivo com a bactéria. Apds um periodo de uma semana
as folhas foram transferidas para meio MS solido contendo
50 mg/L de canamicina, 500 mg/L de claforam e 10 mg/L
de BAP para eliminar as bactérias e permitir o
desenvolvimento de calos de células transformados . A
avaliagdo foi feita apds um periodo de 6 semanas.
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Avaliaram-se as freqiiéncias de folhas que sofreram injuria
ou ndo na presenga ou auséncia da luz.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado
com quatro tratamentos (folhas novas no escuro e no claro e
folhas velhas no escuro e no claro) e 7 repetigdes para cada
tratamento. Avaliaram-se as freqiiéncias de folhas que so-
freram injuria ou ndo na presenca ou auséncia da luz. A
estatistica aplicada foi a estatistica descritiva.

2.2- Co-cultivo de discos foliares em meio MS mais
Agrobacterium rhizogenes em varios niveis de
concentracio de ANA

Os discos foliares foram retirados da cultivar
Mantiqueira e as plantulas estavam com aproximadamente
quatro semanas de idade. Os tratamentos utilizados foram 7
niveis de ANA (0,0; 0,1; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg/L) em
meio MS liquido mais 100 mL da solug@o com bactérias por
frascos do tipo magenta com 20 mL do meio, com 5 repeti-
¢des por parcela, duas parcelas por tratamento em delinea-
mento inteiramente casualizado. Os discos foliares foram
feridos previamente e transferidos para os tratamentos onde
foram mantidos durante periodo de quatro dias no escuro.
Ap6s esse periodo os discos foram transferidos para um
meio MS sélido acrescido de 50 mg/L de canamicina, 500 mg/
L de claforam e 10 mg/L de BAP onde permaneceram du-
rante periodo de seis semanas para posterior avaliacdo. Os
calos foram contados, e os comprimentos das raizes foram
feitos utilizando-se um papel vegetal onde se copiaram as
raizes desenvolvidas, depois com uma linha contornou-se os
riscos para posterior medi¢ao.

As caracteristicas avaliadas foram comprimento de
raiz e nimero de raiz e foi feita analise de regressao dos
dados e analise de freqiiéncia em estatistica descritiva.

3- Inducio da multiplicaciio dos calos transformados

3.1- Calos transformados cultivados em varios niveis
de BAP

Os calos transformados foram coletados dos discos
foliares da cultivar Urubu co-cultivada com a bactéria e
transferida para o meio com canamicina, claforam e BAP
pela metodologia ja acima citada. Esses calos foram
multiplicados em meio com os antibidticos mais a citocinina
até atingirem quantidade suficiente para se elaborar outros
experimentos. Nesse meio previamente multiplicado esse
material se desenvolveu bem, mas testou-se outras
concentra¢des para avaliar o comportamento. Os calos
foram divididos em pedagos de aproximadamente 0,5 cm e
colocados em meio MS so6lido com BAP (1,0; 10,0; 50,0 e
100 mg/L.) com 14 repeticdes em delineamento inteiramente
casualizado. O material foi avaliado ap6s 2 meses e as
caracteristicas avaliadas foram peso da matéria fresca e
seca. O peso da matéria seca foi obtido apds a secagem

162

Biosci. J., Uberlandia, v.20, n.1, p. 161-170, Jan./Apr. 2004



Transformac¢ao da mandioca...

do material em estufa até atingirem peso estavel para
posterior pesagem em balanga de preciséo.

3.2- Calos transformados cultivados em meio MS,
GA,+ BAP e Picloram

Os calos transformados foram divididos em peque-
nos pedagos de aproximadamente 0,5 cm e transferidos
para os tratamentos os quais consistiam de MS sem ne-
nhum regulador de crescimento, MS mais 0 GA_ (0,05 mg/
L) e BAP (2 mg/L) e MS mais o picloram (8 mg/L), o
material foi avaliado apos 2 meses.

O delineamento estatistico foi o inteiramente
casualizado com 14 repetigdes por tratamento sendo apli-
cado teste de médias, as caracteristicas avaliadas foram o
peso da matéria seca e aspectos qualitativos do material.

4- Analise de isozimas

Foi feita analise isozimatica para averiguar o mate-
rial transformado em relagdo ao material ndo transforma-
do. Coletou-se material da plantula da mandioca néo
transformada, dos calos da mandioca néo transformada e
calos de mandioca do material transformado.

4.1- Preparo do gel

Os sistemas isozimaticos foram caracterizados pela
técnica de eletroforese horizontal em géis de amido de mi-
lho (maisena) a 12 %, utilizando-se 42 g de amido de milho
em 350 mL de solugdo-tampao (CONKLE,1985).

No preparo do gel de amido, foram empregados
350 mL de solugéo-tampéo, sendo que 80 mL foram vertidos
em baldo volumétrico de 1.000 mL e levados a fervura em
fogo brando. Imediatamente, apds a fervura, o conteudo do
baldo volumétrico foi vertido no erlenmeyer, e este retornado
a chama para o cozimento do amido durante trés minutos e
meio, no caso do sistema-tampao tris-citrato, e trés minutos,
no caso do sistema-tampao borato (BROWN, 1978). Em
seguida, o contetdo do erlenmeyer foi vertido em forma de
acrilico de dimensdes 17,0 x 14,0 x 1,0 cm sobre a qual se
colocou uma placa de vidro pré-aquecida a 60 °C, com o fim
de se uniformizar a superficie do gel. Os géis foram prepa-
rados, a tarde, e deixados a temperatura ambiente até a manha
do dia seguinte. Em seguida, foram resfriados a 4 °C por
uma hora em cadmara fria, antes da condugéo da eletroforese.

4.2- Coleta das amostras e extracao das enzimas

Para extragdo das enzimas foram amostrados teci-
dos foliares de uma planta néo transformada, dos calos de
uma plantula de mandioca ndo transformada e dos calos
transformados. A extracdo foi realizada utilizando-se
almofariz e pistilo previamente congelados e mantidos sobre
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barras de gelo. Triturou-se cerca de 1 g de tecido/mL de
solucdo-tampao, previamente gelada.

4.3- Aplicacdo das amostras e corrida eletroforética

O tecido vegetal foi triturado e aplicado em uma tira
de papel cromatografico Whatman 3 M (12 x 5 mm) com
auxilio de uma pinga para absor¢ao do filtrado.

O gel foi preparado, como segue: retirou-se a placa
de vidro e a cerca de 2,5 cm da extremidade fez-se um
corte perpendicular, afastando a menor porcéo do gel para
facilitar a aplicagdo das amostras. As amostras absorvidas
pelas tiras de papel foram colocadas ao longo da face
cortada do gel maior, cobrindo completamente a espessura
do gel. Aplicou-se a solugao de Azul de Bromofenol em
tira propria para monitorar a migracdo. Em seguida foi
apoiado o suporte do gel sobre as cubas e conectado a gel
as cubas dos eletrodos, mediante uma ponte de pano tipo
Perfex previamente embebida na solugdo-tampao para cada
sistema enzimatico.

Fez-se uma pré-corrida eletroforética durante 15
minutos de 150 volts a fim de que as proteinas fossem
liberadas das tiras de papel Whatman 3 MM para o gel.
Desligou-se o aparelho, desconectou-se o gel das cubas e
removeu-se as tiras com auxilio de pinga cirurgica. Limpou-
se a face cortada do gel onde foram aplicados os extratos,
mediante o uso de um cotonete. Conectou-se o gel as cubas
e ligou-se o aparelho novamente a 200 volts.

4.4- Revelacio das bandas de isozimas

Apés a corrida eletroforética, o gel foi cortado em
fatias com auxilio de guias e mediante o uso de um fio de
nailon em 4 fatias horizontalmente, aproveitando 3 fatias
por gel. As fatias dos géis foram entdo colocadas sobre
bandejas refratarias onde foram vertidas as solugdes com
os substratos especificos para cada sistema enzimatico.

Para o sistema peroxidase (POD), as bandejas
refratarias foram colocadas em camara fria a 4 °C, até o
aparecimento das bandas isozimaticas. J4 para os sistemas
isozimaticos esterase (EST), glutamato oxaloacetato
transaminase (GOT), malato desidrogenase (MDH) e
isocitrato desidrogenase (IDH) (SOLTIS et al., 1983), as
bandejas refratarias foram colocadas em estufa a temperatura
de 37 °C, no escuro até o aparecimento das bandas
isozimaticas. Em seguida, as solu¢des reveladoras foram
descartadas pela passagem de agua corrente e os padroes
nos ggis fixados, durante 12 horas em camara fria a 4 °C,
com uma solucdo a 10 % de glicerina. Apds este periodo, a
solug@o de glicerina foi removida e substituida por uma
solugdo a 65 % de alcool etilico, 30 % de agua e 5 % de
glicerina, durante 5 minutos, com o objetivo de se desidrata-
rem os géis. Imediatamente apds, os géis foram secados
pelo método do bastidor e armazenados entre papel-toalha.
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4.5- Confeccao de zimogramas

Para a identificagéo das bandas, os géis foram dispostos
na superficie de um diafanoscopio e pelo uso de régua
milimetrada, as migracdes das bandas foram medidas e
transferidas para um papel milimetrado. Em seguida calculou-
se a mobilidade relativa (Mr) das bandas isozimaticas, pela
razdo entre a distancia percorrida por banda particular, pre-
sente nas plantas. O conjunto de bandas de diferentes mobili-
dades eletroforéticas em suas respectivas posi¢des em cada
planta, designou-se padrdo (PEREIRA,1986).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito da canamicina

Na cultivar Urubu sob varias concentragdes de
canamicina observou-se que houve inibi¢do no
desenvolvimento dos explantes, apesar de ndo provocar a
morte. Em todas as concentra¢des, com exce¢do da
testemunha, houve o desenvolvimento da gema, que, logo
apds a emissdo, paralisou o crescimento. Em relagdo a
colorag¢do dos foliolos desenvolvidos, em todos os
tratamentos, com excecdo da testemunha, eles eram de
coloragdo branca. Para as raizes, a canamicina inibiu o seu
desenvolvimento, ou seja, apenas a testemunha apresentou
raizes (Quadro 1). Os resultados da analise de regressdo
do numero de folhas, comprimento da parte aérea e peso
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da matéria seca (Figura 1) indicam toxicidade a partir da
concentragdo de 100 mg/L. O namero de folhas teve
diminuigéo de 74,57%, se comparado ao nimero de folhas
da testemunha (4,09), em relacdo ao nimero de folhas na
concentragdo de 1.000 mg/L (1,04); quanto ao comprimento
da parte aérea, a diminuigao foi de 44,82% da testemunha
(3,77 cm) para a concentragdo de 1.000 mg/L (1,69 cm);
e, em relag@o ao peso da matéria seca, a diminuigao foi de
72,47% da testemunha (0,0247 g), para a concentragio de
1.000 mg/L (0,0068 g).

Em experimento realizado com eucalipto, Santos
(1996) observou a inibi¢do a 50 e 100 mg/L. de canamicina;
as brota¢des ndo se desenvolveram; e suas folhas ficaram
amarelas, apresentando-se pouco clorofiladas e menores
que as do grupo controle, semelhante aos resultados obti-
dos neste trabalho. Entretanto, apos sete dias, as plantas
de eucalipto ja comegaram a senescer; na mandioca, isto
ndo ocorreu.Os resultados indicam que as plantulas de
mandioca sdo menos sensiveis a este antibiotico que o
eucalipto (E. grandis e E. citriodora). Em Rubus articus
L., ao testar o potencial seletivo da canamicina, Kokko e
Karenlampi (1998) constataram que plantulas
micropropagadas e ndo-transformadas nédo sofreram efei-
to inibitdrio a 40 mg/L. Ja a 50, 75, 100 e 200 mg/L de
canamicina obteve-se porcentagem de sobrevivéncia de
68, 35, 10 e 0%, respectivamente, e as plantulas transfor-
madas se desenvolveram normalmente a até¢ 100 mg/L de
canamicina.

Quadro 1. Valores médios do niimero de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA), nimero de raizes (NR),
comprimento de raizes (CR) e peso da matéria seca (MS) de plantulas de mandioca (Manihot esculenta
Crantz), cultivar Urubu, submetida a diferentes concentra¢cdes de canamicina

Canamicina NF CPA NR CR MS
(mg/L) (cm) (cm) )

0 433 4,06 7,67 7,34 0,0265
100 0,83 0,81 0,00 0,00 0,0044
200 0,75 0,74 0,00 0,00 0,0021
300 0,29 0,98 0,00 0,00 0,0036
400 0,33 0,98 0,00 0,00 0,0022
500 0,30 0,99 0,00 0,00 0,0039
600 0,93 1,08 0,00 0,00 0,0036
700 0,85 1,19 0,00 0,00 0,0042
800 0,46 1,21 0,00 0,00 0,0039
900 0,77 1,23 0,00 0,00 0,0046

1.000 0,62 1.46 0,00 0,00 0,0047
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NUmero de folhas

Comprimento da parte aérea (cm)

Matéria seca (mg)
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¥ =4,0876 - 0,3493**C2 + 0,007996**C  R®=0,92

(A)

Canamicina(mg/L)

N
Y =3,7703 - 0,3024**C¥2 + 0,007487**C R®=0,89

(B)

Canamicina(mg/L)

0,03
]; ¥ 2
Y =0,02474 - 0,002168* * cY2+ 0,00005063**C

0,00

R?=0,92

Canamicina(mg/L)

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste t.

Figura 1. Estimativa do nimero de folhas (A), do comprimento da parte aérea (B) e do peso da matéria seca (C) de
mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultivar Urubu, em fun¢io de doses de canamicina.
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Co-cultivo de discos foliares em meio MS com
Agrobacterium rhizogenes na presenca ou auséncia
de luz

Os discos foliares obtidos a partir de folhas novas,
co-cultivadas no escuro, ndo sofreram injurias; contudo,
quando colocados sob luz, 85,7% sofreram oxidagéo, com
apenas 12,5% permanecendo intactos (Figura 2). Os discos
foliares de folhas velhas, co-cultivadas no escuro, também
nao sofreram nenhuma injuria; todavia, aqueles colocados
no claro foram afetados, indicando que idade e luz séo
fatores criticos, uma vez que o melhor tratamento tanto
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para folhas velhas ou novas foi o escuro, e as mais novas
apresentaram tendéncia a resistir melhor na presenca da
luz. Estes resultados confirmam o efeito da luz ndo s6 na
inducdo da embriogénese, mas também como fator
determinante no sucesso da infec¢do e, conseqiientemente,
da transformagao.

A idade das folhas também mostra o efeito do estadio
de desenvolvimento como fator determinante na
transformagédo, haja vista, o fato de que somente folhas
novas e no escuro formaram calos transformados, de onde
foi retirado material para posteriores experimentos de
tentativa de regeneragéo.

NE NC

VE VvC

Figura 2. Percentual médio de discos foliares novos (N) e velhos (V) de mandioca (Manihot esculenta Crantz),
cultivar Urubu, oxidados na presencga (C) e na auséncia (E) de luz.

Co-cultivo de discos foliares e A. rhizogenes em
varios niveis de concentracdes de ANA

No Quadro 2 pode-se observar que as concentragdes
onde foram encontrados o maior niimero de calos foram
asde 0,2 e 3 mg/L de ANA, com nimero médio de 2,30 ;
1,70 € 2,50, respectivamente. Dobigny et al. (1996), com o
objetivo de induzir a regeneragdo direta de plantas
transformadas de segmentos de caule de batata inoculada

com A. rhizogenes fizeram pré-tratamento com ANA, com
0,0, 5,3 € 26,5 uM de ANA adicionado ao meio. Como
resultado, constataram inibi¢do da formagao de brotag¢des
semelhante aos resultados deste trabalho, em que também
ndo houve formagao de brotagdes. Quanto ao comprimento
de raizes, a maior média foi observada na concentragio de
2 mg/L. de ANA média de 20,36 cm (Quadro 2).

Quadro 2. Nimero médio de calos e comprimento médio de raizes de mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultivar

Mantiqueira, em varios niveis de ANA

ANA Numero de calos Comprimento de raizes
(mg/L) (cm)

0 2,30+2,16 8,40+ 25,86

0,1 1,10£2,42 3.31+£7,87

1 0,10£0,32 0

2 1,70£2,36 20,36+ 61,60

3 2,50+4,09 11,02+23,24

4 1,20+ 1,93 2,07+3,85

5 0,80+1,75 0,25+0,54

Média + desvio-padrao.

166

Biosci. J., Uberlandia, v.20, n.1, p. 161-170, Jan./Apr. 2004



Transformac¢ao da mandioca...

Calos de mandioca transformados, em varios niveis
de BAP

A concentracdo onde ocorreu a maior média de peso
de matéria seca dos calos de mandioca, cultivar Urubu, foi
na de 10 mg/L de BAP, com 0,1051 g (Quadro 3); a partir
desta concentragdo, houve decréscimo de aproximada-
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mente 95% para as concentragdes de 1 mg/L e 100 mg/L
de BAP, com pesos médios de 0,0050 e 0,0048 g,
respectivamente. Provavelmente na concentracéo de 1 mg/
L a concentracdo de BAP foi insuficiente para ocorrer
incremento no peso da matéria seca e na concentragdo de
100 mg/L houve toxicidade.

Quadro 3. Peso de matéria seca média dos calos de mandioca, cultivar Urubu, transformados, cultivados em varios

niveis de BAP
BAP Matéria seca
(mg/L) (2)
1 0,0050+0,0031
10 0,1051+0,2600
50 0,0072+0,0126
100 0,0048 + 0,0020

Média + desvio-padrio.
Avaliacido de diferentes meios de regeneracio

Houve diferenga estatistica entre os tratamentos
estudados (Quadro 4). O peso da matéria seca para o
tratamento com picloram (Quadro 5) foi significativamente
maior; ja aqueles com GA,+ BAP e sem regulador de
crescimento foram inferiores e se igualaram, pelo teste de
médias de Student-Newman-Keuls. O peso da matéria seca
do tratamento com picloram foi 44,59% superior em relagdo

aquele com GA, + BAP e 41,21% em relagio a testemunha,
ou melhor, sem regulador de crescimento. Em trabalho com
plantulas de mandioca Sato et al. (2001b) estudando o efeito
da relagéo nitrato e amdnio com e sem BAP observou-se
que a presenga de BAP também inibiu o aumento do peso
da matéria seca.

Quanto a mudancgas morfogénicas apesar de
diferengas no tipo de células entre os tratamentos, ndo houve
formagdo de embrides em nenhum tratamento.

Quadro 4. Resumo da analise de varidncia da matéria seca dos calos da mandioca (Manihot esculenta Crantz), culti-
var Urubu, transformados, sob efeito de diferentes meios de cultura

FV
Tratamentos 2
Residuo 39
C.V. (%)

GL

Quadrado médio

0,000199*
0,000054
68,23

* significativo pelo teste F (P < 0,05).

Quadro 5. Matéria seca média dos calos da mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultivar urubu, transformados, sob

efeito de diferentes meios de cultura

Meios de cultura

Matéria seca de calos

(2
MS 0,0087b
MS + GA3 + BAP 0,0082b
MS + picloram 0,0148 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (P > 0,05).
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Analise isozimatica

Foi obtida boa separagdo com os sistemas
enzimaticos peroxidase, malato desidrogenase e esterase.

[+] POD EST

IDH
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Ja para os sistemas isocitrato desidrogenase e glutamato
oxaloacetato transaminase, as bandas isozimaticas mos-
traram-se de dificil visualiza¢do, em razdo de estarem pou-
co definidas (Figura 3).

MDH GOT

uUP UT UC| UP UT UC

UP UT UC

UP UT UC UP UT UC

MR
1.0 -
0.9 T
0.8 T
0.7
0.6
0.5 —
0.4 —
0.3 —
0.2
0.1

0.0

[-]

Figura 3. Representagdo esquematica dos fenotipos isozimaticos de peroxidase (POD), esterase (EST),
isocitratodesidrogenase (IDH), malato desidrogenase (MDH) e glutamato oxaloacetato transaminase (GOT),
de material vegetal da mandioca (Manihot esculenta Crantz) cultivar Urubu planta (UP), Urubu transfor-
mada (UT) e Urubu calos (UC), e suas mobilidades relativas (MR)

Na analise isozimatica do sistema peroxidase dos
calos transformados, observou-se auséncia de uma banda
presente na plantula normal e nos calos da plantula normal,
no sistema malato desidrogenase, os calos transformados
apresentaram uma banda a mais em relagdo as demais; e,
no sistema esterase, apresentaram uma banda a menos.

Segundo Alves et al. (1994), as isozimas de esterase,
peroxidase, glutamato oxaloacetatotransaminase e acido
fosfatase foram apropriadas para distinguir calos
embriogénicos compactos dos calos embriogénicos friaveis
em batata-doce. A reversdo dos calos foi associada com
perda de banda ou declinio na atividade isozimatica.

Na analise isozimatica pelo sistema peroxidase, pode-
se observar que, apesar de o material ndo-transformado ser
diferente, plantas e calos mostraram o mesmo padréo de
bandas, diferindo dos calos transformados. Pode-se inferir
que os calos transformados séo diferentes dos demais mate-

riais, indicando que houve transformagéo do material.
CONCLUSOES

A mandioca cultivar Urubu ¢ extremamente sensivel
a concentragdes superiores a 100 mg/L de canamicina. A
presenga da luz e idade da folha sdo fatores determinantes
no sucesso da transformagdo; folhas novas e no escuro
ndo sofreram oxidagdo além de formarem os calos
transgénicos. A melhor concentracdo recomendada de
ANA no co-cultivo ¢ de a 2 mg/L, pois foi aquela em que
houve maior numero de calos e maior comprimento de
raizes. A concentragdo de BAP mais indicada para os calos
transformados ¢ a de 10 mg/L que apresentou maior peso
de matéria seca. Picloram favoreceu o maior incremento
de matéria seca. Pela analise isozimatica, percebe-se pelo
diagrama a perda de uma banda na mandioca transformada.

ABSTRACT: With the objective to study cassava transformation using 4. rhizogenes it was investigated the
effect of the kanamcine, light, age of leaf disks and ANA concentrations in the co-cultivation of leaf disks, in a MS
medium in the presence of A. rhizogenes. After the transformation it was studied the effect of concentrations of BAP
and the following additional treatments: medium MS, GA + BAP + MS and, picloram + MS. The transformed calli were
submitted to the isozyme analysis. The obtained results allowed concluded that the Urubu cultivar is extremely sensitive
to kanamycine in concentrations superior to 100 mg/L. The presence of light and the age of the leaves are also decisive
factors in the transformation; new leaves cultivated in the darkness formed more transgenic calli. The results allowed
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concluding that the concentration of 2 mg/L of ANA provided the best results, due to the larger number of calli and the
larger roots formed. The concentration of BAP that resulted in higher dry matter of the calli was 10 mg/L. Picloram also
favored the increase of dry matter. The isozyme analysis revealed the loss of a band in the transformed cassava.,

UNITERMS: Transformation, Manihot esculenta, Agrobacterium rhizogenes, kanamcine, ANA, BAP, GA
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