Multiplicagao vegetativa e eliminagdo dos fenomenos de degenerescéncia
nos clones de mandioca (Manihot esculenta Crantz) cultivados in vitro

Resumo

Os clones africanos da mandioca cultivados tra-
dicionalmente na Africa, apresentam freqiientemente
certos sintomas de degenerescéncia (African Cassava
mosaic). A reparticdo, a transmissdo e a progressdo
do agente patogénico, foram estudadas a partir de ex-
periéncias feitas através de transplantacdes ou enxer-
tos, guardando como referéncia do clone indene de sin-
tomas, proveniente do Vietna. A cultura in vitro per-
mitiu o aperfeicoamento dos tratamentos de termote-
rapia conduzindo a cura de todos os clones estudados,
e 2 obtengdo de uma multiplicagdo vegetativa acelera-
da, que permite a reconstituicdo de clones saudéveis
em pouco- tempo.

INTRODUGAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é,
correntemente, multiplicada por meio do plan-
tio de manivas. A prética ancestral desta mui-
tiplicacdo vegetativa favoreceu o aparecimento
de fendmenos de degenerescéncia que se ex-
primem mostrando um fraco desenvolvimento
ao nivel da parte aérea, assim como por meio
de moséicos e de deformagdes nas folhas. Pcr
outro lado, a producdo média dos tubérculos
pode ser diminuida de 30% ou mais, em fungdo
da sensibilidade da variedade (Beck & Chant,
1958; Magoon, 1967) .

O aparecimento destas perturbagdes, co-
nhecidas geralmente pelo nome de mosaicos,
tem duas origens diferentes (Silva, 1962; Kita-
jima & Costa, 1966): “African Cassava Mo-
saic” (origindrio da Africa), e “Cassava
Common Mosaic” (origindrio da América) .

Estas duas formes distinguem-se igua!men-
te a0 nivel da manifestacdo dos sintomas. Elas
sao transmissiveis por meio de estacas (mani-
vas) e enxertos, mas, segundo o nosso conhe-
cimento, apenas a forma americana foi identi-
ficada como sendo de natureza viral (Storey &
Nichols, 1938; Kitajima & Costa, 1966) . O nos-
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so trabalho é sobre o “African Cassava Mo-
saic”, cujo agente patolégico ndo foi ainda
isolado.

Diversos métodos permitem chegar a uma
erradicagdo dos sintomas de degenerescéncia
e foram aplicados a2 mandioca com maior ou
menfor sucesso. Assim, a existéncia de genes

‘de resisténcia em espécies selvagens (Jen-

nings, 1957, 1960), permitiu obter variedades
hibridas resistentes ao mosdico (Maggon et al.,
1970) . Tentativas feitas na variedade “Kalika-
ian” (de origem africana) permitiram a obten-
¢do de 60% de plantas saudaveis a partir de
regeneragbes em dpex meristematicos isola-
dos (Kartha & Gamborg, 1974) .

_ Interessamo-nos pelo método termotera-
péutico, utilizado até esta data in vivo sobre
estacas transplantadas ou em plantas inteiras
(Chant, 1959). Este método apresentava dois
inconvenientes fundamentais: fraca taxa de
cura e a lentiddo da multiplicagdo vegetativa.

Para resolver esles problemas, procuramos
beneficiar-nos das vantagens apresentadas pela
cultura in vitro.

A utilizagdo desta técnica, para os trata-
mentos de termoterapia ja mencionados, de
excelentes resultados, em particular no caso
da videira (Galzy, 1964), para a qual este me-
todo jé passou ac estado de aplicacdo prética
(Valat & Mur, 1976) e no da batatinha (Noze-
ran et al., 1977). Outro interesse destas cul-
turas in vitro é que elas permitem acelerar,
em grandes proporcdes, a taxa de multiplica-
cao vegetativa.

Efetivamente, se nos situarmos num caso
de multiplicagdo “conforme”, queremos com
isto dizer que ela é conservadora do patrimoénio
heriditario (Nozeran & Bancilhon, 1972), é pos-
sivel obter um ritmo elevado de multiplica-
¢do vegetativa e, conseqiientemente, um ganho
de tempo aprecidvel na reconstituicdo de clo-
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nes bem sucedidos. Este método revelou-se
ja particularmente eficaz, quando aplicado a
varios materiais de estudo. Citemos, entre
outros : Vitis (Favre, 1970, 1973), Citrus (Bou-
zid, 1971, e Bouzid & Lasram, 1973), batata-do-
ce (Sihaschackr, 1974), batatinha (Grenan,
1976) . ananas (Pannetier & Lanaud, 1976).

MATERIAL E METODOS

A — CARACTERISTICAS DO MATERIAL
1) A origem dos clones:

Utilizamos 7 clones apresentando ou nio
sintomas de degenerescéncia (Quadro 1) —
6 destes clones sdo de origem africana:
“Hw". “He", “C B”, “M Bengui”, “Kataoli”,
“Abidjan”"; a sétima é originaria da baia de
Along (Vietna) .

O material, constituido de estacas, foi co-
locado numa estufa tropicalizada, possuindo as
seguintes condi¢cdes médias: 25-30°C, umida-
de relativa de 80%, fotoperiodo - 12h.

2) Sintomas e graus de intensidade da
doenga :

Os sintomas s&@o essencialmente constata-
veis ao nivel do aparelho vegetativo e particu-
larmente ‘a0 nivel das folhas: deformacoes,
mosaicos (Fig. 1).

A severidade dos sintomas é variavel se-
gundo os clones doentes e, no préprio local,
os graus de intensidade da doencga foram atri-
buidos em fungdo da natureza e da importancia
das modificagbes manifestadas nas plantas
atingidas (Storey & Nichols, 1938; Cours,

1951) . Adaptamos, para este trabalho, os cri-
térios de Cours, que permitem uma notacao de
0 (planta saudavel) a 5 (planta muito modifi-
cada pela doencga) (Quadro 1).

B — INDICAGOES FITOPATOLOGICAS

1) Transmissao e circulagio do agente pato-

légico

Para a experiéncia e para os controles, a
transmissdo da doenga é realizada numa estu-
fa, a partir de enxertos em fenda. Geralmente,
o clone saudéavel “Baia de Along”, tomado
como referéncia, é utilizado como garfo sobre
o cavalo doente. O testemunho, quanio ao
efeito do enxerto, é obtido quando reslizamos
a associagdo “Baia Along”/ “Baia Along”. A
circulacdo e a velocidade de progressdo do
agente patogénico sdo analisadas quando as-
sociamos a variagdo do tamanho do garfo as
transplantagdes né a né realizadas a tempos
varidveis ap6s o inicio da experiéncia.

2) Controle da presenga do agente pato-

génico

A observacdo dos sintomas morfolégicos
estd associada a realizagdo dos enxertos. Con-
sideramos como indenes da doenca, os indivi-
duos sem sintomas e nao contagiosos relati-
vamente a garfos sensiveis (Baia de Along)
ao fim de 4 meses. Vérios enxertos comple-
mentares permitem afirmar este diagnéstico.

3) Aplicagdo da termoterapia

Estas experiéncias sdo realizadas em plan-
tas cultivadas in vitro apresentando 5 a 6 fo-
lhas totalmente desenvolvidas. Os tubes de

QUADRO 1 — Intensidade de ataque do virus Mosaico Africano da Mandioca, com anotacdes, segundo a escala de
Cours (1959), nos diferentes clones de mandioca utilizados, cultivados em estufa

Estado Intensidade do Mosaéico
Clones fitossanitario Origem geografica (escala de Cours)
Baia de Along Saudavel Vietna 0
Hg Saudavel Costa de Marfim 0
Heg Doente Costa de Marfim 1
Hgg Doente Madagéscar 1
cCB Doente Costa de Marfim 1
Mbengui Doente Togo 2
Kataoli Doente Togo 3
Abidjan Doente Costa de Marfim 4
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Fig. 1 — A a F — Exemplos de diferentes graus de intensidade da degenerescéncia: A) Iy (“Hg" saudavel); B) |,
(“Baia de Along” saudével); C) I, (“Hy" doente); D) I (“Kataoii” doente); E) “Baia de Along” contaminado pelo
“H.," doente; F) "Baia de Along” contaminado pelo “Kataoli” doente; G) Variagao da expressdo dos sintomas folia-
res da doenca num individuo do clone “C B"; H) Enxerto de uma estaca do clone saudavel “Baia de Along” num
“Abidjan” doente (Enxerto em fenda). Resultados obtidos, 6 semanas ap6s a enxertia. — Notar a expresséo da doen-
ca no cimo da estaca (a, saliéncia devida ao enxerto; b, primeira folha exprimindo os sintomas da doenca).
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ensaio. colocados em estufas de tamanho re-
duzido (104 x 48 x 84) sdo submetidos as se-
guintes condigdes : temperatura 36-37°C ou
39-40°C segundo o tratamento administrado,
luz artificial 3500 lux, fotoperiodo 12 h, umida-
de elevada.

C — TECNICAS DE CULTURA “IN VITRO"
1) Inicio da cultura

No inicio, as culturas sdo constituidas de
fracdes de caule, possuindo um gomo extraido
do material cultivado na estufa.

As amostras sao primeiramente esteriliza-
das em alcool a 70° (10 segundos), depois em
hipoclorito de calcio (17 g/1 durante 30 minu-
tos) e, finalmente, lavadas em &gua destilada
estéril (3 banhos de 15 minutos) . Estas amos-
tras s@o depois transplantadas para um tubo
pyrex (didametro 2,5 cm) num meio nutritivo
de KNOP diluido pela metade e completado
pela solugdo de oligo-elementos de Berthelot.

A partir desta primeira implantagao, diver-
sas transplantagdes por estaca sucessivas, in
vitro, permitem a constituicdo de lotes experi-
mentais.

2) Regresso as condicoes naturais

Apbs as experiéncias, os individuos trata-
dos, bem como os testemunhos, depois de se-
rem cultivados in vitro sdo transferidos para
a estufa, ao estado de 5 a 6 folhas j& bem
desenvolvidas e tratadas segundo o protocolo
indicado (Fig. 2).

As observagdes e os controles sédo realiza-
dos 4 meses mais tarde, tomando como refe-
réncia os individuos sdos ao inicio desta pes-
quisa e segundo um dispositivo experimental
totalmente casualizado. Quatro (4) petigoes
séo realizadas com o material : 1) saudavel
ndo cuidada pela termoterapia, 2) saudavel tra-
tado, 3) doente nao tratado e 4) doente tratado.

As observagbes concernem a presenga ou
auséncia de sintomas e sobre as seguintes
medidas : tamanho dos individuos, nimero de
rés, superficie foliar e rendimento sobre o
peso dos tubérculos.

Os resultados sd3o analisados segundo o
método de anéalise de varidncia e de compara-
¢do das médias pelo teste dos contrastes de
SCIFFE.
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Tin vitro®  para aestufa do copo

Cultura  transferencia  supressao

hum vaso com
vermiculite

Fig. 2 — Esquema da transferéncia para a estufa, das
plantas cultivadas in vitro. Os individuos, tirados dos
tubos e libertados do agar, sdo depois plantados em
vasos com vermiculite. Estas plantas sdo cobertas por
um copo, formando um circuito fechado e guardando
uma higrometria que é comparavel a2 do tubo e evitan-
do uma dessecagdo brusca do material. O copo é tira-
do 8 a 10 dias depois. Regamos as culturas de 2 em 2
ou de 3 em 3 dias, com uma solugéo nutritiva de Knop
diluido a metade. Dez dias depois da supressio do co-
po, estas plantas sdo postas na terra.

RESULTADOS

A — ASPECTOS MORFOLOGICOS E VARIAGAO DA
EXPRESSAO DOS SINTOMAS DURANTE
O DESENVOLVIMENTO

Nos clones apresentando uma grande inten-
sidade de sintomas de mosaico (“Kataoli”,
“Abidjan"), todas as folhas s3o atingidas. Em
contrapartida, naqueles em que a doenca se
manifesta com menor intensidade (“H«", “C
B"), a expressdo dos sintomas observa-se de
forma desigual (Fig. 3). Algumas folhas apre-
sentam os mosaicos e as deformacgées caracte-
risticas, e outras se mostram aparentemente
saudéveis.

Observagdes mais sistematicas, realizadas
num clone “C B", mostram que a intensidade
da expressdo dos sintomas pode variar muito
de uma folha a outra (Fig. 1G). Estas varia-
cbes ndo parecem dependentes do meio am-

biente, atendendo a relativa estabilidade das
condigées de temperatura da estufa.

Por outro lado, a reparticdo da experiéncia
em dois periodos diferentes do ano (Verdo e
Inverno) nao tem incidéncia sobre este fend-
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meno. Portanto, parece-nos razoavel pensar vés dos meios de controle de que dispomos, a

que a variacdo da expressdo dos sintomas de presenca do agente patogénico. Mas, ndo ha
degenerescéncia esta ligada a fendmenos en- qualquer relagdo entre o estado da folha e o
dégenos. Podemos aproximar-nos desta inter- estado de saide do botdo axilar correspon-
pretacdo pelo simples fato de que, durante o dente.

desenvolvimento do aparelho vegetativo das
plantas saudéaveis, o comprimento dos entrends
exprime também um certo ritmo (Cours, 1951).
No que diz respeito as plantas doentes, Bourri-
quet (1932), Storey & Nichols (1938) fazem
constatagdes analogas quando em condigbes
habituais de cultura de mandioca.

Com o objetivo de obter indicagdes com-
plementares sobre o significado deste proble-

No entanto, continua a ser possivel o iso-
lamento de porgdes indenes de agente patolé-
gico, mesmo a partir de uma planta apresentan-
do sintomas de degenerescéncia- No minimo,
este fato implica que a reparticdo do agente
infeccioso n2o é regular no interior da planta.
A transplantacdo dos diferentes nés permite
revelar esta heterogeneidade.

ma, transplantamos sistematicamente cada um Se esta observagdo € interessante, no
dos nés dos individuos apresentando irregula- quadro de estudos das relagdes entre o agente
ridades quanto a expressdo da doenca (clone patogénico e a planta-héspede, também o é na
“C B"), anotando bem a sua colocacdo no cau- aplicacdo préatica, permitindo regenerar, pelo
le e o estado da folha correspondente (Fig. 3). menos parcialmente, alguns clones, aproveitan-
Entre os individuos provenientes desta do as possibilidades oferecidas pela multiplica-
transplantagdo, alguns nunca mostraram, atra- ¢ado vegetativa in vitro.
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Fig. 3 — Presenca de sintomas foliares do “Mosdico Africano da Mandioca” em fungdo da linha do né. Efetivo: 8
individuos da linha “C B".
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B — TRANSMISSAO DA DOENGCA PELO ENXERTO

Em todos cs casos, a doenca revelou-se
transmissivel e os sintomas de degenerescén-
cia exprimiram-se ao nivel do garfo, ncs casos
2m que o dispositivo experimental habitual foi
utilizado (Fig. 1 H). Mas, a realizagdo de en-
xertos inversos (garfo doente em cavalo sau-
davel), mostrou que a transmissdo do agente
infeccicso pode operar-se nos dois sentidos.

1) Conservacio da intensidade dos sintomas

Os sintomas do moséico, que os clones de
que dispomos exprimem, s@0 mais ou menos
faceis de serem observados (I, a l). E inte-
ressante constatar que ha equivaléncia entre
a intensidade dos sintomas manifestados pelc
cavalo e a intensidade manifestada ao nivel do
garfo contaminado; por exemplo, |, relativamen-
te aos enxertos sauddveis de “Baia de Along”,
sobre “Hg, e |: relativamente aos enxertos sau-
déveis de “Kaoli” ou “Abidjan” doentes. Ainda
mais, esta intensidade mantem-se constante,
mesmo ap6s utilizar como estaca garfos aos
quais a doenca foi transmitida (Fig. 1E e F).

2) Velocidade de propagacéo

Quando existe transmissao da doenga pelo
enxertc, esta exprime-se unicamente ao nivel
das folhas do garfo que sdo recém-formadas;
as folhas que existiam, ja no comego da expe-
riéncia, ndo sdo modificadas.

Constatamos, porém, que o tempo decorri-
do entre o enxerto e a expressdo dos sintomas
de degenerescéncia é variavel em grances
proporgdes (15 dias a 2 meses).

Uma experiéncia mais sistematica, fazendo
intervir apenas a dimensao do rebento, e man-
tendo iguais todos os outros fatores, mostra
claramente (Fig. 4) que o tempo latente, en-
tre 0 momento do enxerto e o da expresséo da
doenca, é tanto mais longo quanto maior for
o carfo. Estes resultados indicam que a frans-
missdo do agente patogénico intervém segundo
um processo lento e progressivo.

Certas experiéncias de transplantagdes
permitem completar esta interpretagdo. Quan-
do um garfo manifesta sintomas de degeneres-
céncia, todas as estacas realizadas a partir
dele exprimem a doenga. Em contrapartida, an-
tes da manifestacdo dos sintomas, apenas as
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Fig. 4 — Tempo requerido para a expressdo do “Mosai-
co Africano da Mandioca” em fungdo do tamanho do
garfo.

estacas provenientes da base dos garfos expri-
mem a degenerescéncia, enquanto que aquelas
provenientes da parte superior continuam sas.

Dispomos, deste modo, de um meio que
nos permite analisar a velocidade de progres-
sao do agente patogénico. Os resultados obti-
dos entre 15 dias e 3 meses, para garfos me-
dindo respectivamente 5 a 30 centimetros,
confirmam que a progressdo € lenta: da ordem
de alguns centimetros por semana.

C — TENTATIVAS DE CULTURA “IN VITRO"

Todos os clones de que dispomos, apre-
sentando ou ndo sintomas de degenerescéncia,
puderam ser multiplicados in vitro.

1) Morfologia das plantas

As plantas mantidas nas condigbes de cul-
tura acima citadas sdo caracterizadas por um
tamanho miniatura (Fig. 5A) e pela aquisicdo
de uma morfologia foliar lembrando a morfolo-
gia das primeiras folhas de uma planta direta-
mente nascida de uma semente (Fig. 5B).
Estes fendmenos sdo atualmente conhecidos
em plantas cultivadas in vitro (Nozeran & Ban-
cilhon, 1972) .

No caso da mandioca, podemos assistir a
uma reducdo do nimero dos I6bulos foliares.
Nas plantas cultivadas, segundo as condigdes
da estufa, este nimero varia entre 3 e 7; em
contrapartida, naquelas que s&o cultivadas num
tubo de ensaio, a folha nunca excede os 3 16-
bulos. Esta redugdo pode conduzir a uma fo-
lha simples, com uma série de intermedidrios
que se diferenciam pelo numero de lébulos e
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pela redugdo mais ou menos importante das
reentrdncias da folha (Fig. 5B). A aparicdo de
uma morfologia foliar simplificada, de tipo ju-
venil, intervém progressivamente em fungéo
do nimero de novas transplantagdes, mas, no
caso da mandioca, hd sempre persisténcia de
um certo polimorfismo foliar

O comportamento, /n vitro, dos clones atin-
gidos pelos sintomas de degenerescéncia, ndo
é modificado; mas, apesar de tudo, manifes-
tam um desenvolvimento menor do que nos
sauddveis. As condigbes de cultura diminuem
a expressdo da doenga, néo s6 no que diz res-
peito a percentagem de folhas modificadas
(99% em condigdes de estufa e 6% In vitro
para o clone “Kataoli” doente) mas também
quanto ao grau de intensidade dos sintomas.
Mas, estes Ultimos sdo tanto mais faceis de
ser observados quanto o clone se encontra
mais atingido pela doenga, ao inicio da expo-
sicéo.

2) Influéncia da temperatura

Esta tem uma grande influéncia na expres-
séo da doenca. A temperatura habitualmente
utilizada (29°C), vimos que os sintomas s&o-
parcialmente mascarados. As temperaturas
mais elevadas nd3o se manifestam; isso ja é
uma indicagdo da existéncia de um efeito ter-

"moterap8utico. Em contrapartida, a 20°C, a ex-

presséo dos sintomas é muito mais marcada.
Esta constatagdo, relacionada com as experién-
cias de termoterapia é interessante, na medida
em que nos oferece a possibilidade de efetuar
um primeiro controle répido quanto ao efeito
terapéutico das temperaturas elevadas.

Por outro lado, estas condiges de tempe-
ratura relativamente baixas afrouxa muito o
desenvolvimento do aparelho vegetativo (Qua-
dro 2): a produgéo é em média de 7 nés, em
5 meses, enquanto que o mesmo resultado é
obtido em 6 semanas & temperatura de 29°C.

- QUADRO 2 — Comportamento de H,, sio e doente em fungiio das temperaturas (20, 29> e 37°C) apés 3 meses de

cultura.
clone "H§°: "Hgo' Teste "Han" "Hgo" Teste
Temperatuira $@0 doente de t sdao doente de ¢t
, o0
20°c M |30 25 1,83" M|3,0 1,2 9,66
E-T 1.4 1.2 E-T 1,0 o,7
29°C M |41,2 11,5 - ONS M | 5.4 5,7 -1,06NS
E-T 1,7 1.4 E-T 1,5 1,4
37°C M 8,3 8,3 -ONs M |3,7 3,6 O NS
E-T 1,2 0,9 E-T 1,0 1,2
Média do niumero de nés por planta. Média do nimero de raizes por planta.
e M = Meédia observada
" Hgo" |" Hgo" | Teste E-T = Desvio-padrdo
Jemperatura ge gosniy dc.f Teste t = Teste de Student
[ ]
20°C M (3.1 2,2 3,28 Valor das tdbuas 5% = 2,00
E-T 1,4 1,2 1°% = 2,68
29° MlI2,5 12,4 | -ONS NS = Diferenga ndo significativa entre os
E-T 3,2 3,3 clones.
37°c M (7.2 7.4 ~ONS + = Diferenga ligeira
E-T| 3,2 3,3 P g
2 Diferenga muto significativa

Tamanho medio em cm.

NUMERO EFETIVO = 45 individuos para cada condicdo.
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“Hg" saudavel). a) raizes, b) folha sim-

Fig. 5 — A) Pé de mandioca cultivado in vitro; 3.o transpiantacdo (clone

ples; B) Diferentes tipos foliares obtidos em cultura in vitro (clone “Hy," saudavel); C) Individuos do clone “Katao-

li", cultivados in vitro, exprimindo-se na estufa. 1) tratado pela termoterapia, 2) ndo tratado; D) Amostras do clone

“Hg" cultivados in vitro, transferidos depois para a estufa (experiéncia “bloc”; 1) doente ndo tratado; 2) doente tra-
tado; 3) saudavel ndo tratado; 4) saudavel tratado.
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Esta possibilidade de desenvolvimento reduzi-
do apresenta um grande interesse no dominio
da aplicacdo pratica, pois nos permite cons-
truir, utilizando um pequeno volume e reque-
rendo pouca manutengdo, uma reserva de
clones.

3) Taxas de multiplicagao

Diversos fatores podem influenciar a efi-
cicia das transplantagdes sucessivas realiza-
das in vitro. Numerosas tentativas mostraram
que, com o meio de cultura utilizado, os melho-
res resultados eram obtidos quando se utiliza-
vam, como estacas, individuos possuindo de
10 a 12 nés, a uma temperatura de 29°C.

Nestas condigdes, e a partir da 3* trans-
plantagdo, estado durante o qual o comporta-
mento das plantas in vitro estd estabilizado,
podemos avaliar a velocidade teérica da multi-
plicagéo vegetativa.

Os resultados obtidos (Quadro 3) mos-
tram, quando todas as outras condigdes s@o
idénticas, as diferengas sensiveis em funcao
dos clones. Apesar destas diferengas que po-
dem ser atribuidas ou 20 genétipo do clone ou
aos efeitos da degenerescéncia, é possivel
obter, em todos os casos, uma taxa de multi-
plicacdo bem superior a observada na prética
agricola.

D — TRATAMENTOS DE TERMOTERAPIA

O material cultivado in vitro apresenta van-
tagens evidentes para a realizagéo de trata-
mentos por termoterapia: material de tamanho
pequeno (Fig. 5A); manutengdo do aparelho
vegetativo em condigdes ambientes idénticas

e ao abrigo de qualquer contaminagao; taxa hi-
grométrica elevada no interior do tubo, permi-
tindo a acdo prolongada de temperaturas ele-
vadas; controle rigoroso das condigoes do
meio ambiente : meio de cultura, temperatura,
umidade.

Tentativas preliminares mostraram que 2
temperatura de 40°C constitui o maximo com-
pativel com o tempo de sobrevivéncia suficien-
temente longo das amostras- Elas podem man-
ter-se em vida durante varias semanas, mas a
morfologia das plantas é muito modificada,
sobretudo pela redugdo notdvel do tamanho
dos entrends.

A 37°C, porém, ndo constatamos modifica-
¢des notérias no aparelho vegetativo; o trata-
mento pode, portanto, ser prolongado e, sobre-
tudo, a transplantagdo continua possivel.

1) Busca de um tratamento eficaz

Levando em cecnta todas estas indicagdes,
estabelecemos experiéncias comparativas, nas
duas temperaturas citadas. O resultado é que
a cura das plantas é fungdo, simultdneamente,
da duragdo do tratamento e do grau mais ele-
vado de temperatura (Quadro n® 4). Mas o
emprego da temperatura mais eficaz (da ordem
dos 40°C) é limitado pelo estado de laténcia
das plantas. Fomos, portanto, conduzidos a as-
sociar estas duas temperaturas em alternancia
(Fig. 6).

2) Resultados obtidos

No protocolo experimental mais corrente-
mente utilizado, as plantas atingidas pelos sin-
tomas de degenerescéncia sdo primeiramente

QUADRO 3 — Velocidade de multiplicagdo vegetativa in vitro dos diferentes clones

Clones Estado
fitossanitario

Ndmero de nés: planta de 2
meses de idade

Nimero de plantas que podem
ser obtidas ao fim de um ano,
a partir de 1 botdo

Hg Saudavel 10 10¢ 1 000 000
Hg Doente 10 106 1 000 000
CcB Doente 10 10¢ 1 000 000
Hg Doente 8 8 262 144
Mbengui Doente 9 8 351 441
Kataoli Doente 6 6° 46 656
Abidjan Doente 5 5¢ 15 625
Multiplicagdo. . . — 221



colocadas, 15 dias, numa estufa a 37°C. antes
de ser transferidas para uma temperatura de
40°C, durante um més e, para o final do trata-
mento, sdo reconduzidas, durante 45 dias a
T° = 379C (Fig. 6).

Este tratamento mostrou-se suficiente para
a maioria dos clones, mas para outros, a vbten-
cdo da cura definitiva necessita de um comple-
mento ao tratamento, o qual consiste na reali-
zacdo de novas transplantages durante o pe-
riodo. cuja temperatura é de 37°C. Deste
modo, obtivemos a cura de todos os clones
degenerescentes a nossa disposig&o.

3) Controle da cura e retorno as condi¢oes
naturais

A passagem das plantas cultivadas in vitro
3s condigdes de estufa ndo apresenta dificulda-
des e triunfa em 98% dos casos. Os individuos
transplantados adquirem, de novo, progressiva-
mente, a morfologia normal (Fig. 5D). A pas-
sagem as condigbes de cultura in vitro, com
tratamento térmico, ou sem ele ndo tem agéo
aparente sobre os individuos provenientes de
clones sdos. Em contrapartida, constatamos
que os individuos que vém dos clones degene-
rescentes, tratados in vitro pela termoterapia,
deixam de exprimir os sintomas da doenca e
apresentam um desenvolvimento vegetativo
comparavel ao dos individuos inicialmente
saos.

Diversos controles, fazendo intervir enxer-
tos associados a estacas, mostram a erradica-
¢do completa da doenga.

Para o clone “H«", fizemos uma experién-
cia, a partir das 4 categorias (Fig. 5D) seguin-

tratamento habitual tratamenio prolcngado

| e—— | — ‘
Y dias ! dias i:un"c

38.31°C

< o /
15dias 45 dias 30 dias
2transplantacao

P(ranspllmacac;

Fig. 6 — Esquema do tratamento pela termoterapia nas
linhas da mandioca infectadas pelo “Mosaico Africano
da Mandioca”.
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tes, todas submetidas anteriormente as condi-
¢oes de cultura in vitro: 1) saudéavel nao tra-
tade; 2) saudavel tratada pela termoterapia;
3) doente ndo tratado; 4) doente tratado pela
termoterapia.

Um estudo estatistico comparativo foi rea-
lizado a partir dos seguintes caracteres: ta-
manho dos individuos; nimero de nés; super-
ficie foliar de 22% a 252 folha; rendimento, em
peso, dos tubérculos.

Os resultados obtidos confirmam que. as
plantas que provém de clones degenerescen-
tes tratados pela termoterapia in vitro nio ex-
primem diferengas significativas relativamente
aos testemunhos saudéaveis correspondentes
(Fereol, 1978).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Este trabalho foi empreendido com um ob-
jetive muito preciso : o de encontrar condigdes
eficazes ao tratamento de plantas doentes por
meic da termoterapia ¢ obter uma multiplica-
ca@o rapida do clone curado, com vista 3 sua
utilizagéo na prética agricola. Estes problemas
puderam ser resolvidos gragas a utilizagdo das
culturas in vitro.

Anteriormente, o estudo do material de ori-
gem, cultivado em estufa, permitiu especificar
0 comportamento fitopatolégico das plantas
atingidas pelos sintomas de degenerescéncia.

Assim, a heterogeneidade da reparticdo do
agente infeccioso manifestado em certos clo-
nes, permitiu a obtengdo de individuos sem
sintormas, provenientes da transplantagdo de
certas partes doentes de uma planta. Este fato
implica que a multiplicagdo do agente patogé-
nico néo € regular no interior da planta. A con-
servacéo de partes indenes em individuos que
se encontram muito atingidos, estabelece um
problema importante. Constatamos que a trans.
plantagdo de nés com gomos podia levar & pro-
dugdo de um ramo sdo e de um ramo doente.
Esta observacdo deixa supor a existéncia de
uma barreira impedindo a invasso de certos
gomos pelo agente.

Bourriquet (1932), Storey & Nichols (1938)
observam fenémenos anadlogos. Com efeito,
eles indicam que uma planta doente pode pos-
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QUADRO 4 — Taxa de cura de “Hg," doente em fungio da temperatura e da duracdo do tratamento. Sao eonsldera-

das como curadas as plantas que, apés ser sujeitas aos diversos meios de

os ultrapassaram com sucesso

' 3. "

a nossa pOSic

36 — 37°C

39 — 40°C

n° de plantas
submetidas ao teste

n° de plantas sis

n° de plantas

A as
submetidas ao teste n® do plantas 8

3 semanas 12 0
4 semanas . 12 0
5 semanas 1 0
6 semanas 12 2
12 semanas 10 7
16 semanas 12 10

13
10
12
12

OO N =

suir certos ramos que ndo manifestam os sinto-
mas de mosdico e que, ocasionalmente, uma
estaca feita nesta planta pode conduzir a um
individuo saudével. Casos similares foram as-
sinalados em plantas de Tabaco infectadas
pelo virus do mosdico (TMV). Murakkshi &
Carlson (1975) mostraram que 50% das plan-
tas regeneradas na cultura in vitro, a partir de
placas foliares verde-escuros, revelaram-se in-
denes ao virus.

As experiéncias de enxertos mostraram-
nos a existéncia de um certo tempo de latencia,
precedendo a aparigdo dos primeiros sintomas
na estaca. A partir de estacas de tamanhos
diferentes e a partir de transplantagées de nés
isolados da estaca, ndo tendo ainda manifesta-
do adoenga, é possivel determinar a velocida-
de de progressdo do agente infeccioso. Levan-
do em linha de conta os resultados obtidos
(entre 15 dias e 3 meses para as estacas de
5 a 30 cm) esta velocidade parece lenta. E
razodvel deduzir que o agente ndo deve ser
veiculado passivamente pela seiva. Com base
nestas observagbes, outras investigagdes es-
sencialmente histolégicas e histoquimicas, de-
veriam permitir a delimitagcdo das vias de pro-
gressdo do agente, bem como do processo
utilizado na transmissdo da doenca.

As técnicas tradicionais de multiplicagdo
vegetativa da mandioca deram resultados limi-
tados. A utilizagido de horménios para o me-
lhoramento das plantagées permite, apesar de

(1) — C.LAT. Centro Internacional de Agricultura Tropical.
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tudo, triplicar a produgdo (Chant & Marden,
1958) .

Segundo o nosso conhecimento, os melho-
res resultados foram obtidos pela C.I.AT.(1),
por intermédio de microestacas, com toda a
produgdo obtida, a partir de uma planta-mae
possuindo 300 nés que renderam 18.000 esta-
cas comercializdveis num mesmo ano. As téc-
nicas de multiplicacdo vegetativa in vitro per-
mitiram-nos obter um ritmo de multiplicagdo
particularmente elevado e, conseqiientemente,
prever um ganho de tempo apreciavel para a
reconstituicdo dos clones. A adaptagdo da man-
dioca 3 cultura in vitro nao levanta problemas.
A eficiéncia da multiplicagdo é em fungdo da
origem do clone, mas continua a ser possivel,
mesmo nos casos mais desfavoraveis, obter
resultados interessantes para a aplicagdo pra-
tica

A manutengdo das plantas em cultura in
vitro, pelo menos nas condigdes habitualmente
utilizadas, traduz-se pela aquisi¢do de uma mor-
fologia particular, cujo carater mais evidente é
a miniaturizagdo do conjunto formado pelo apa-
relho vegetativo. Uma observagdo interessan-
te é que esta redugdo morfolégica esta ligada
& aparicdo de caracteres que se manifestam
habitualmente em plantas nascidas de uma se-
mente, durante os primeiros estados de desen-
volvimento, mostrando a aquisigdo de uma mor-
fologia foliar simplificada de tipo juvenil. E
possivel que o estabelecimento destes carac-
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teres esteja ligado, em parte, as modificacdes
na organizagdo anatébmica, e também a redugao
do meristema terminal, como mostram investi-
gacdes recentes (Nozeran & Bancilhon-Rossig-
nol, 1977; Gonod, 1977; Nozeran et al., 1979).
A origem desta morfologia particular parece
residir nas condigdes apresentadas pelo meio
in vitro, ¢ a temperatura parece ter um papel
muito importante neste fendomeno.

Pelo menos, no quadro das experiéncias
realizamos, estas condigbes provocam, nas
plantas doentes, uma diminuigédo da intensidade
e da expressdo dos siniomas do mosédico. Na
grande maioria dos casos, e fazendo excegéo
as temperaturas elevadas (37°-40°C), cujo efei-
to ja foi analisado, trata-se de um simples dis-
farce da doenca. O retorno as condigbes de
estufa permite, de novo, a expresséo dos sinto-
mas habituais. Pudemos constatar que certos
individuos, quando a 29°C, curavam-se espon-
taneamente. As razoes deste fendmeno ficam
por expiicar. O estado atual das investigagdes
ndo permite escolher entre o efeito direto do
meio ambiente e a aquisi¢do feita pela planta,
sob estas condigdes, de propriedades fisiold-
gicas eventualmente ligadas a um estado juve-
nil mais ou menos acentuado — estas proprie-
dades podendo limitar a expressédo dos sinto-
mas ou mesmo a multiplicagdo do agente
patogénico. Esta interpretacdo poderia ligar-se
ao fato de o meristema terminal, assim como
o embrido das plantas contaminadas, nédo alo-
jarem o agente da doenga (Kartha & Gamgorg,
1974) .

Os tratamentos de termoterapia aplicados
as plantas cultivadas in vitro, revelaram-se efi-
cazes relativamente ao material que utilizamos.
Estes nos permitiram dispor de novos materiais
indenes de sintomas de mosaico, pelo menos
quanto aos marcadores que usamos e com base
nos controles que estabelecemos. E evidente
que esta parte do trabalhc deveria ser comple-
tada pela adaptacdo ao material das técnicas
modernas de virologia, necessitando, num pri-
meiro passo, da determinagéo e do isolamento
do agente patogénico.

E preciso sublinhar que a realizagéo do tra-
tamento em plantas cultivadas in vitro, favore-
ce dadas a miniaturizacdo e as condigbes par-
ticulares ‘"do meio ambiente, o sucesso das
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tentativas de termoterapia. A duracdo dos
tratamentos € tal que podemos dificilmente
imaginar a sua aplicagdo as plantas cultivadas
em condigdes habituais.

Falta ainda definir os modos de agzo da
termoterapia. Vimos que, para certos clones,
a cura é obtida pela agéo isolada do tratamento
térmico, enquanto, para outras, € necessario
fazer transplantagdes durante o tratamento.
Algumas experiéncias de termoterapia feitas
in vivo por Chant (1959). dao resultados que
estdo de acordo com os precedentes. Eles
demonstraram que o transplante de ramos re-
centemente formados sobre plantas doentes
durante o tratamento, permite chegar mais fa-
cilmente a cura, do que no caso do transplante
de plantas inteiras no fim do tratamento.

Estes fatos autorizam a pensar que as
transplantagbes durante o tratamento intervém
isolando certas porcdes da planta, indenes do
agente infeccioso. E preciso notar que, a partir
da segunda transplantagéo, subsiste apenas o
material formado durante o tratamento. E pro-
vavel que, pelo menos nos casos dos clones
que estudamos, as temperaturas elevadas te-
nham por efeito impedir a multiplicagdo deo
agente — sem necessariamente o destruir —
e que apenas as partes da planta recentemente
formadas lhes seriam indenes. Experiéncias de
transplantacéo, n6 a nd, de individuos que re-
ceberam um tratamento parcial de termotera-
pia, parecem verificar esta hipétese. Os resul-
tados obtidos mostraram que as estacas da
base (existindo ja antes do tratamento), dao
origem a individuos que manifestam os sinto-
mas da degenerescéncia, enquanto que as es-
tacas da parte superior (formadas durante o
tratamento) originam plantas saudaveis.

O método que propomos parece oferecer
perspectivas interessantes, sobretudo quando
confrontado a outros utilizados com sucesso,
na tentativa de eliminar as doencas virais na
mandioca: criagdo de hibridos resistentes
(Magoon et al., 1970), culturas de meristemas
(Kartha & Gamgorg, 1974; Berbee et al., 1974).

Por um lado, a miniaturizacdo das plzntas
cultivadas in vitro permite o tratamento simul-
tdneo de um grande nimero de individuos em
circuito fechado, condicionado, de tamanho re-
duzido, reforcando a eficiéncia dos tratamen-
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tos. Por outro lado, esta técnica permite pro-
ceder imediatamente a uma multiplicagio ve-
getativa acelerada conduzindo a reconstituigao
répida de um clone saudével, desde que nio
sofra contaminagées.
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SUMMARY

Cassava clones traditionally cultivated in Africa,
frequentty show some degenerating signs (“African Cas-
sava mosaic"”). Refering to an healthy clone from Viet-
Nam, the distribution, transmission and progression of
the causal agent have been observed from cutting and
graft experiments. In vitro culture enable us to adjust
thermotherapy treatments leading to the cure of all the
studied clones and to obtain an accelarated vegetative
multiplication leading to the rapid reconstitution of
healthy clones.
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