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I - INTRODUGKO

Manganés € um dos elementos metalicos maié abundantes
na crosta terrestre. Sua presenca esta ligada a alteragoes comple
xas, envolvendo atividade fisica, quimica e bioldgica entre  suas
varias formas de ocorréncia. As formas quimicas dominantes sdo oxi
dos e hidroxidos. A dispbnibilidade de Manganes para as plantas e
Adetérminada por caracteristicas prSprias de cada solo: a) concen
tragdo total de Manganes, sua solubilidade e quantidade da fracdo
redutivel; b) pH; c¢) concentracgio total de sais; d) capacidade de
troca catifnica; e) quantidade de matéria organica; f) dfenagem;
g) compactagao; h) temperatura; e i) atividade microbiolégica. A
absorgdo de Manganes pelas plantas sofre a influéncia de varios fa
tores: temperatura do solo e/ou ar, umidade do solo, intensidade
luminosa e interagdo com outros elementos quimicos presentes no so
lo e na planta. Todos estes fatores determinam se a concentragao
de Maﬁganés sera deficiente, adequada ou excessiva para o cresci
mento e desenvolvimento das plantas (Committe on Biologic Effects

of Athmospheric Pollutants, 1973). Além destes aspectos, as espé

cies vegetais diferem em exigencia, capacidade de acumulo e tole
rancia a Manganés nos tecidos (Hewitt, 1948; Jackson, 1967).

Os solos tropicais e subtropicais Umidos apresentam
teores elevados de Aluminio e Manganés disponiveis, associados a
valores baixos de pH. Um levantamento sobre a distribuigaoc de Man
ganes nos solos do Estado de Sao Péulo, realizado por Paiva Neto,

2

(1941), revelou teores até 1,1 meq Mn'‘ em terra roxa legitima.

As condigdes de pH acido favorecem o aclmulo de Alumi

nio e Manganes, devido ao aumento de solubilidade abaixo de pH 5,5

(Adams e Wear, 1957; Foy, 1973; Foy, et al. 1973; Foy, 1978), Além

-« - - .
Aicen. niuveia +Aavirne Ae divevrans metais nndem acorrer devidn AN



Todas estas.condigaes que favorecem a ocorréncia de
niveis tdxicos de Manganes contribuem para uma menor produtivida
de agricola. Torna-se necessdrio adequar o solo as condicdes fa
voraveis ao crescimento e desenvolvimento vegetal, através da ca
lagem ou, inversamente, desenvolvendo novas variedades capazes de

tolerar situagoes extremas de disponibilidade de metais na solu

¢do do solo.

O0s altos teores de Manganes comumente encontrados em
solos de origem basaltica do Prasil provocam problemas de toxici
dade de Manganés, podendo induzir deficiéncia de alguns micronu

trientes, especialmente em plantas perenes, tais como café e ci

Trus.

A obtengado de novas fontes de variabilidade 5 um obje
tivo constante em todo o programa de melhoramento de plantas. Os
‘métodos de indugdo e selegdo de mutantes sdo varios, existindo,en
tretanto, limitacoes éobre o niumero total de plantas a serem uti

lizadas e o espago experimental disponivel.

A metodologia atual de cultura de células de plantas
superiores permite a utilizacao das varias técnicas de genética &
microorganismos, com a possibilidade potencial de regeneragao de
novas plantas,‘explorando a tétipoténcia das células vegetais. Um
numero proibitivo de plantas seria necessario para obter a mesma
resolugdo de uma Unica placa de Petri contendo células vegetals am
multiplicagdo. O emprego de mutagenicos fisicos ou quimicos permi
te a indugdo e selegao in vitro de células mutantes em alta fre

quencia.

Este trabalho tem por objetivo a utilizagdo da  téoeni
‘ca de cultura de células para indugdo e selegdo de cultivares de

cenoura tolerantes a niveis elevados de Manganes em meios solidos



mente para plantas perenes, desde que as técnicas de cultivo in

vitro estejam bem desenvolvidas para a espécie de interesse agrico

la.



I1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. Manganes na Planta

0 Manganes €& um micronutriente essencial para as plan
tas (Mozé&, 1936). Ele satisfaz tanto aos critérics diretos como

indiretos de essencialidade (Arﬁon, 19501},

Os propessés metabélicos onde o Manganés estd envolvi
do sdo varios. Segundo Gerretsen (13950) o Manganés atua na trans
feréncia do eletron fotoinduzido no mecanismo de decomposic3o da
molécula de dgua. O autor sugere ainda que o Mn+2, isolado ou pre
s0 a um carréador, assoclasse com radicais OH , dando origem a mo
1€¢ula de H,0,, que se decoﬁpae rapidamente em dgua e oxigénié 1i
yre. _ : :

A hipltese aﬁplamente aceita a respeito do papel do
Mn*? na fotossintese & como catalizador na cadeia de reacdes que
liberam oxigenio do fotoSsistema II'(Pirson,.1937; Pirson et al,
1952; Kessler, 1955; 1957; Brown et al., 1958; Eyster et al, 1958;
Spencef e Possingham, 1961; Possingham e Spencer, 1962; Bachofen, -
19663 Chaniae e Martin, 1866; Gerhardt, 1%66; Mckenna e Bishop,
1967; ﬁomann, 1967; Habermann et al., 1968; Chaniée e Martin,
1969). A reagac de Mehler. (uma reacdo de Hill) € estimulada por

Mn*? (Habermann, 1969)..

Sob condigdes de deficiencia de Mn+2, Chaniae e Mar

tin (1969) demonstraram com células de Anacystis nidulans a neces

R +2 .
sldade de Mn em presenga de luz, para formar os centros ativos

de liberagao de Oxigenio.

Teichler - Zallen (1969) mostrou a atividade do Man

S ~



Além destés aspectos ligados a fotossintese o Mangahés
ativa enzimas em outros processos metabolicos. Folley e Greenbaum
(19u8) demonstraram-que Mnt? ativa a érginase, na conversao de argi
nina em ureia e ornitina. Manganés & também ativador de Beta -carp
boxilases na fixacao de €0,, formando acidos di e tricarboxilicos.
Vennesland e Pelscher, 19463 Gollub e Vennesland, 1947,Speck, 1949,
demostraran que Manganes ativa o processo de fixagao de CO2 pela
‘enzima oxaloacetato carboxilase de raizes de salsa, enquanto que,
Elliott (19853) demonstrou a necessidade de Mn+2 para atividade da

glutamato transferase em tecidos de ervilha.

0 Manganés é absorvido pelas plantas mra forma Mn+2_prg

sente na solugao do solo, porem ele ocorre ainda nos solos sob as
formas tri e tetravalentes. Dependendo das condigbes do meio am

biente pode haver um aumento da disponibilidade de Mn+2, chegando

a niveis toxicos ao crescimento e desenvolvimento das plantas.
2. Toxicidade de Manganeés

0 Manganes €& o micronutriente mais abundante na natu
reza depois do Ferro. O teor de Manganés total nos solos brasilei
ros-pode variar de 10 a 4.000 ppm, e © feor sollvel (em acetato de
aménio) varia de 0,1 a 100 ppm. O Manganés ocorre no solo como &
xidos e hidroxidos com solubilidade muito diversa. Ele ocorre nos
solos ém tres estados de valéncia: a) divalente, Mn+2, presente’cg
mo cationio adsorvido ou sollvel na solugdo do solo, sendo esta a
forma absorvida pelas plantas; b) trivalente, suposto como oxido
altamente reativo e c) tetravalente, oxido muito inerte (Malavol

ta, 1980).

A disponibilidade a forma Mn*2 para as. plantas depen




tores pode ocasionar excesso de absorgdo ou toxicidade nas plantas.

0 excesso de Manganes pode alterar a absorcao de outros
ions ou imobiliza-los dentro da célula.

2.1. Interacao de Mn/Fe

0 excesso de Manganés afetando o cresciﬁento da - planta
tem despertado a atengao de pesquisadores desde o inicioc do século.
Tottinghan e Beck (1916) ja mostraram que o excesso de Manganés afe
-tava o crescimento de plantas de trigo, exercendo antagonismo na-é@

sorcao de Ferro. Mais tarde Hopkins (1930) sugeriu que o Manganes

agia no controle da passagem do ion ferroso a ferrico. Somers e
Shive (1942), trabalhando com soja, encentraram relacaoc Fe/Mn otima
entre 1,5 a 2,5. Quando essa relagao ultrapassava a 2,5 apareciam
sintomas de deficiencia de Manganes ou toxidez de Ferro ou ambos .
Se a rélaggo fosse inferior a 1,5 apareciam sintomaé de deficiencia
de Ferro ou toxidez de Manganes ou ambos. Lee (1972) reportou que
o excesso de Mangands induziu deficidncia de Ferro em tomate culti
vado em solugdo nutritiva, quande a relagdo Fe/Mn na parte aérea

era de 1/8 ou ainda maior. Foy (1963) encontrou mdxima producio de

alfafa quando a relagdo Fe/Mn na parte aérea era 2;73/1 e apenas
25% dessa produgac foi conseguida quando a relagdo passou para
0,13/1.

2.2. Interacao de Mn/ZIn

Arzola (1955) demonstrou em folhas de café que o aumen

to da concentragao de Manganes em soluc3o nutritiva, provocou  uma

diminuigdo de aproximadamente 50% da absorcao de Zincdss. Peralta,

citado por Sylvain (1954), constatou que a doenga de café chamada

-
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tragdo cinco vezes maior de Manganés nas plantas anormais; Pavan
(1979) encontrou decrdscimo no teor de Zinco em folhas de café
quando os niveis de Manganés e Niquel, foram aumentados na  solu
¢@o nutritiva. Juang (1973) encontrou evidéncias em cana-de- agl
car de que solos contendo alto nivel dé Manganeés, requeriam maior

nivel de Zinco para Gtimo crescimento.

Como Ions Zineco sd@o requeridos para sintese do trip
tofano, precursor de acido Indol Ac€tico (IAA), a partir de seri
na e nlcleo de purina (WILDMAN et al., 1947; Tsui, 1948 e Sherwin

2

e Purves, 1969), o excesso de Mn' pode levar a ceficiencia de Zn

e consequentemente a falta de IAA, Salamil e Kenefick (1970) cul

tivaram milho em solugéﬁ nutritiva sem Zinco. As plantas cresce
ram mal e apresentaram sintomas de deficiencia de Zinco. Com a
adigao de‘zinco cu triptofano na solugdc, os sintomas de deficien
cia daséparaearam, evidéncia indireta de gue Zinco € necessdrio @g

ra sintese deste amino &cido.

Além do excesso de Manganés prejudicar a sintese de
IAA; acelera a sua degradagzo, ativando enzimas do sistema TAA~
. oxidase. Morgan et al., (1388) reportaram que. Bl mg de Manganes
por litro de solugdo induziu severo sintoma de toxicidade de Man
ganés em algoddo. Associado a esse nivel tdxico de Manganés, a
queieg autores encontyaram um auments da atividade do sistema
IAA~oxidase e diminuicdo da atividade do sistema inibidor do sis
tema IAA-oxdidase. EIles concluliram gue o sintoma de toxicidade de

Manganés em algodio era expressio da deficisncia de auxina.

Stonier et al,, (1968) demonstraram que em presenga

do oxigénio © Manganés acelerava a inativagao do IAA em Convolvulus
Japonizcug. Eles sugeriram gue essa inativagao oeorreu por  dois

caminhos metabSlicos distintos: a) © Mangands catalizava a oxida




gdo de IAA atraves do peroxidases énngénas. Wagenkneéht e Burris
(1950) demonstraram que durante a oxidagao de IAA ocorria o des
prendimento de Co, e o consumo de 0, em quantidades estequiométri
cas semelhantes. Dois.cofatores eram necessirios para atividade
enzimatica, ions Manganeés ‘e um composto fendlico. Ray (1962) suge
riu que o Manganes seria um transportador de eletrons entre a enzi
ma e o cofator fendlico. Meudt (1971) reportou que o Manganés ace
lerava a reagao induzida por sulfito durante a auto oxidacio enzi-
matica de IAA. 0 autor sugeriu que o Manganes devia funcionar na
transferencia de eletrons entre o sulfito e radicais 1ivresAde TAA,
enquanto Wailgood et al., (1956) demonstraram que o Manganéé nodia
oxidar diretamente IAA com desprendimento de CO

9

2.3. Interagoes de Manganes com Calcio, Magnésio, Fisforo e Silicio

Tem sido demonstrado interferéncia de varios  cations
na absorgao de Manganeés. Ouellette e Dessureaux (1958) mostraram
que o aumento da concentragac de Caleio em solﬁgao nutritiva redu
zia a toxicidade de Manganés. OQutros autores também demons traram:
que o aumento da concentragao de Céicio‘na solugao diminuia a ab
sorgac de Manganes (Robson e Loneragan, 1970; Heeﬂam e Carter,1876;
e Shuman e Anderson, 1976). - Outros pesquisadores (Rees e Sedrak,
1961), atribuiram a tolerancia a Manganés de alguns clones de alfa’
fé a cayaciéade de absorver Calcio e manté-lo na forma soldvel; Os
autores notaram ainda que Céicio reduzia a absorgao de Mangénés pe

las plantas. _

-

‘Mass et al. (1969), utilizando ralzes destacadas de ce

vada, verificaram que a presenga de Magnésio diminuiu a absorgao de
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isoladamente ndo afetou a absorcio de Manganés. Por outro lado,
foi mostrado que Cilcio sozinho inibiu marcadamente a absor¢ao de
Manganes por células isoladas de folhas de fumo (Kannan, 1969), O

Fel? também inibiu severamente a absorgdo de Manganés - (Xannan,
1969). Bowen (1968) mostrou que a absorgido de Manganés por teci

dos de folha de cana era maior na auséncia de Calecio mas concluiu
que o fato era devido a perda de integridade da membrana e uma
subsequente entrada de Manganés. Na auséncia de Calcio havia uma
rapida entrada de Manganeés nos primeiros 30 minutos, mas a subse
quente entrada de Manganes era nula. Na presenca de Cilcio, a ab
—~ " - * - .
sorgac de Manganes era linear para um periodo de tempc superior a

duas horas.

Bortner (1935) sugeriu que Fdsforo devia reduzir a to
xlcidade de Manganes por inativd-lo dentro da planta. Heitze (1968)
concluiu que Fosforo detoxlflca Manganes por precipita-lo dentro

das raizes da planta na forma de compostos de Fdsforo- Manganes

Ha varias evidéncias de que Silicio solilvel protege as
plantas contra a toxicidade de Manganes (Foy et al. 1978). Lewin
e Heinann (1969) mostraram que plantas deficientes em Silicio acu
_mulam maior concentragao de Manganés que as plantas com teor maior
 de Silicio. A maior absorgdo de Silicio pelas monocotileddneas em
relagao as dicotileddneas poderia explicar a maior tolerancia de

Manganes nas monocotileddneas.

2.4, Influéncia de Manganés sobre Rhizobium

O excesso de Manganeés estd associado também com proces
sos de fixacao simbidtica de Nitrogenio. Dobereiner (1966) suge
riu que a suscetibilidade de muitas leguminosas & solos acidos | po

de ser explicada pela toxicidade especifica de Manganés para  pro



guminosas tropicais, havendo diferenga entre as especies.
2.5. Complexos Organicos de Manganés

A formagao de complexos organicos com Manganés tem sido
sugerida para explicar detoxificacao desse micronutriente.Sutcliffe
(1962) sugeriu que a formagao de complexos organicos na raiz  pode
riam reduzir o traﬁsporte de Manganeés para a parte aérea. Tiffin
(1967) encontrou Manganes ligado a compostos orginicos soluvels em
exudafos de xilema de tomate gquando a concentragao de Manganes era

elevada. Hofner (1970) reportou uma associag¢ao entre Manganes = com

amino dcidos em exudatos de girassol. Bremner e Knight (1970) e
Bremner (1974) nd3o encontraram complexos organicos com Mangénés em
centeio, porém Cobre e Zinco ocorreram na forma complexa. Van Goor
e Wiersma (1974, 1976) reportaram que o Manganés apresentava-se as
sociado com compostos organicos com peso molecular entre 1000 e
5000. Dieckert e Rozécky (1969) isolaram uma proteina de sementes
de amendoim, com peso molecular de 56.300, contendo um atomo de Man
ganes. Hiatt (1987) demonstrou que a absorgao em excesso de um ion
& compensada por variagoes no teor de dcidos organicos.

Apésar dessas evidencias Foy, et al. (1978) sugerem que
a formagao de complexos organicos com Manganés ndo deve ser um meca

nismo importante para detoxificar Manganes nas plantas.

3. Expressividade Genica

A utilizaééo da cultura de células vegetais.com a possi
bilidade de selecionar variantes tolerantes a condigGes adversas do
‘meio ambiente, incluindo a resistencia ao frio, a seca, alta concen
tragao de.sais e outros, tem sido sugerida desde a decada de 1950

{Melchers e Bergman, 1959).



ao n{vel celular em 17 espécies. Plantas foram regeneradas de 20
fendtipos e a transmissio éexual de caracteres selecionados ocor
reu-em 10 a 11 casos. Dentre estes fendtipos encontramos varian
tes resistentes a: Streptomicina (Binding, 1972); waromodebxiuri
éina (Maliga et al. 1973; Ohyama, 1974}; analogos de amino acidos
(Widholm, 1972b3Carlson, 19733 Palmer e Widholm, 1975; e Widholm,
~1976); toxina de fungos (Gengembach e Green, 1975) salinidade
{(Nabors et al, 1§75; Dix e Street, 1975), temperatura baixa (Dix
e Street, 1976), amino acidos auxotroficos (Carlson, 1870) 5 linha
gem de células com absorgao de nitrato aumentada (Heimer e Filner,

1970); tolerancia a Aluminio (Meredith, 1978) e outros.

Wu e Antonovies (1978) induziram calos de cultivares

tolerantes e sensiveis a Zinco e Cobpe de Agrotis stolonifera, L.
e demonstraram.que a tolerancia a ambos foi mantida en cultura de
tecidos, sendo esta tolerdncia determinada genéticamente e atuan
do ao nivel de célula. Um outro exemplo de expressividade génica
de ceélulas para,planfas e vice-versa, foi déscrito por Helgenson

et'al. (1976). Tecidos de pPlantas de fumo susceptiveis e toleran
tes a Phytophtora parasitica raga 0 foram cultivadas in vitro e

as plantas derivadas mantiveram as mesmas caracterfsticas de re
sistencie e suscetibilidade a este patdgeno. Células e blantas
de geracdo Fy» Fy e F, apresentaram as mesmas reagdes indicando
que o gene (fator) dominante que confere resistencia, tem expres

sividade in vitro (celulas) e in vivo (planta).

4., Mutagenicos

Durante os processos metabSlicos normais de um orga
' nismo, cada reagdo bioquimica & catalizada por uma enzima e cada

enzima € codificada por um ou mais genes. Se uma mutagao - produz
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mutagao pode ser_definida como um evento que dd origem a uma altérg
¢ao hereditaria do'genétipo_(Levine, 1962).

" As mutagoes sao divididas em duas grandes classes, uma
envolvendo a estrutura ou nimero de cromossomos e outra envolvendo
alteragdes em um lnico gene. Estas mutacdes de um Unico gene  sdo
classificadas como mutagoes génicaé ou de ponto e aquelas que envol
vem alteragoes na estrutura ou nimerc de Cromossomos Sao classifli
cados como mutagoes cromossomicas ou aberragdes. Ha duas grandes
classes de aberragoes cromossomicas: pfimeiro envoivendo mudangas
nd numerc de cromossdmds e segundo aquelas nmudangas na estrutura

cromossomica que resultam em alteragoes na ordem e niumero de genes.

Mutagoes podem ocorrer espontaneamente, sem causa conhe
cida, ou.serem induzidas por agentes mutagenicos fisicos ou quimi
cos. As chamadas mutagoes espontaneas sao provavelmenfe causadas
por agentes gquimicos ou fisicos. EstasvmﬁtaQSQS espontaneas s3o de
ccorréncia rara para um determinado gene, porem acumulam-se em DO
pulagCes ao longo de vérias geragoes. Por outro lado, o© emprego
de mutagenicos fisicos ou quimiéos permite o aumento da taxa de mu

tagao.

Dentre os mutagénicos quimicos, os agentes alquilantes
sao considerados mais eficientes. Estes composteos caracterizam- se
pela transferéncia de grupamentos alquil &s macromoléculas de aci
do desoxiribonucleico (DNA) responsaveis pela ménutengéo'do codigo
genético. Fazem parte deste grupo de mutagenicos o gas meostarda,

etileno imina, etil metano sulfonato, metil metano sulfonato, nitro

so guanidina, dietilsulfato e outros. 0 etil metano sulfonato (EMS)
40

¢O"CH3'

apresenta a seguinte formula quimica CH,-CH,=0-S

4.). Mutagdao de Cglulas em Caltura



de selegao de mutantes ao nivel celular. Selegdes positivas e nega
tivas veém sendo empregadas em célulaslem cultura, ou seja, usando
condigoes que favorééam o tipo de mutaﬁte ou inversamente, eliminan
do o clone natural por condicoes lefais do meio de cultura.
CARLSON (1970) obteve seis clones mutantes auxotrdficos

em tabaco, incluindo deficiéncias em Acidos nucléicos, vitaminas . e
aminodcidos. O mesmo autor (CARLSON 1973) selecionou clones celula
res resistentes ao andlogo de aminoacido sulfoxi-metionina, o qual

€ estruturalmente similar a uma toxina produzida por Pseudomonas

tabaci. Plantas derivadas deste clone mutante apresentaram caracte

risticas de um tUnico locus semi-dominante e sintomas muito reduzi
dos da doenga quando inoculados com o patdgeno. Este aspecto pode

ser explorado em qualquer caso onde a toxina & conhecida, podendo

entao ser usada como agente de selecao.

WIDHOLM (1972 a) vem isolando uma série de clones mutan
tes em tabaco e cenoura a andlogos de aminodcidos. O procedimento
é'simbles: c8lulas em suspensao s3o transferidas para placas de Pe
tri contendo o meio de cultura, o analogo de aminoacido e agar.Qual
quer célula que multiplicar & considerada um possivel mutante (va
riante). Outrq aspecto muito Util seria a utilizagéo de  mutantes
viséndo & qualidade do produto final. WEDHOLM (1872 a, b) isolou
em tabaco clones resistentes a analogo de triptofano (DL-5 metil
triptéfano). Este clone mutante tem 18 vezes o nivel normal de L-
triptofano, aparentemente devido a presenga de uma enzima alterada,
a qual estid envolvida no controle de produto final na via sintética
deste aminodcido. O resultado € a super produgdo deste aminodcido.
Este aspecto talvez poderia ser explorado no caso das deficiéncias
‘de lisina em milho e metionina em soja. No entanto, a solugdo pode
‘nio ser tdo simples como parece; pois um alto teor de um determina

do aminodcido pode ndo estar correspondentemente incorporado em pro



acumulado no desejado 6rgic, ou seja, na semente,

Linhas de‘células com fenStipo desejado podem ser sele
cionadas diretamente se o novo fendtipo tem uma vantagem para cres
cimento sob  condigdes seletivas, ou se diferéngas visuais sao ob
servadas, por exemplo, em casos de pigmentagdo. Resisténcia feno
tipica, tal como resisténcia a antibioticos, analogos de aminodci-

dos ou para nivel elevado de Metais, pode ser obtido por selecgao

direta. A simplicidade de selegdo € a explicagdo porque muito das

linhas reportadas tém resisténcia fenotipica (MALIGA, 1978).

Recentemente foi induzido calos de tecido meristemati

co da parte aérea e da ponta de raiz de um clone de graminea Agro

tis stolonifera tolerante g nivellelevado de Zinco e Cobre é de

um clone controle, nao tolerante a nenhum dos metais. 0 crescimen®

to de calos em meio contendo Zinco e Cobre mostrou que a toleran

cia a ambos os metais era mantida em cultura Qg tecidos. 0 padrao
de absorgao do metal em cultura de tecido foi semelhante aoc - - da
planta toda; o tecido tolerante absorveu mais metal que o tecido
nao tolerante. As plantas regeneradas de calos tinham a mesma to
lerancia a Cobre e Zinco como as plantas de clone original, sem
considerar o tempo de crescimento em cultura de tecido e origem do
tecido de raiz ou parte aérea. Estes resultados suportam as evi

déncias prévias que a tolerdncia a metais & geneticamente determi

nada e atua ao nivel de clula (WU e ANTONOVICS, 1978).

Linhas de células de Nicotiana sylvestris e Capsicum

- annuum, capazes de crescer em meio liquido contendo 1 e 2% de 'Clg
reto de Sodio, foram obtidas. As células das linhas resistentes a
presentaram um crescimeni-:'o caracteristico na presenca de NaCl e,em
certos casos, mostraram reter sua resistencia ao sal, quando manti

do por varias subculturas na auséncia de NaCl (DIX e STREET, 1975).



chery” foram cultivados em meio de cultura contendo 20ﬁ e 400 micro
molar de Aluminio. 0 crescimento das células de "Marglobe" foi com
pletamente inibido apSs duas subculturas em meio contendo aluminio,
enquanto que as células do cultivar "VENT" foram parcialmente inibi
das. Os tratamentos de 200 e 400 uM de aluminio n3o mostraram dife
rengas significativas de toxicidade em ambos os cultivares. Ambos
0s cultivares absorvem quantidadés similares de aluminio, aparente
mente afingindo um equilibrio com o meio de cultura. Estes resulta
dos mostram que a toxicidade de aluminio em tomate ndo & um fendme
no exclusivo dos tecidos intactos, ou seja, que diferencas genoti

picas de tolerancia ao aluminio podem ser expressas ao nivel de ce

lulas, em cultura de tecidos (MEREDITH, 1978).

Substancias a sefem usadas como agentes de selegaé fica
riam a cargo da imaginacdo e dos problémas especificos de cada cul
tura. Clones de células resistentes a especificos herbicidas pode
riam ser também outra area de pesquisa e selegdo. O importante as
pecto a ser ressaltado aqui € que a selegdo & feita ao nivel celu
lar e, portanto, permite o isolamento dentro de uma populagdo apro
ximada de 10° células (1 milh3o) por ml de cultura de células vege

tais em suspensao, fato este bastante difIecil em condicdes de campo

Note que usualmente um erlenmeier de cultura liquida contem 50 ml

de células em suspensao.

Em resumo, a técnica de selegdo a ser utilizada e a ca
pacidade de regeneragdc de plantas ficam sendo os dois aspectos 1i
mitantes para se obter qualquer tipo especifico de mutante através

de cultura de células in vitro.



II1 - MATERIAIS E METODOS

1. Material Vegetal

Foram utilizadas raizes ‘dos seguintes cultivares de ce

noura (Daucus carota, L.), fornecidos pela Secdo de Hortalicas Di

versas do Instituto Agronomico de Campinas:

Cultivar I -

Cultivar II -

Cultivar III -

Kuroda Gossum I - 3971 x Campinas IAC-3815 (FI0)

Apresenta raizes de forma ligeiramente cdnica, de
coloragao laranja intenso, interna e externamente.A

duragao do ciclo desde a semeadura a fase de consu

mo € aproximadamente 100 dias. O comprimento médio

das raizes e 14 cm.
Campinas IAC -~ 3815

Cultivar obtido através do cruzamento entre os cul
tivares Parand I - 2709 e Meio Comprida Precoce IAC-
2787. T um material bastante produtivo no Estado de
Sao Paulo, quando semeado no periodo de margo a se
tembro. A duragdo do ciclo varia de 100 a 115 dias.
A raiz de formatoc ligeiramente cSnico, apresenta um
comprimento que varia de 12 a lslcm, e a coloragio
€ alaranjada interna e externamente. Esse cultivar
apresenta tolerancia a doenga queima das folhas (é&l

ternaria daucil.

Campinas IAC - 3815 x Nantes Strong Top I-2840 (F15).

As raizes sdo de coloragao alaranjada, forma ligei

ramente conica e comprimento médio de 12 cm. A dura

gao do ciclo varia de 115 a 125 dias.



Cultivar V -

Cultivar VI -
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Material de procedencia japonesa, adquiridos em eétg
belecimento comercial em Campinas (Casa das Semen
tes). A raiz apresenta coloracao laranja- avermelha
do, com duragac do ciclo em torno de 115 dias. ﬁste
cultivar apresenta resisténcia a doengé queima  das

folhas provocada por Alternaria dauci. Essa doenca

limita o cultivo de cenoura no verao. Esse cultivar

- - - . -
e especlifico para cultivo nessa epoca.
Tropical (0S)

Cultivar nacional desenvolvida pelo Instituto de Ge

nética da Escola Superior de Agronomia Luiz de Quei

roz (ESALQ) de Piracicaba. A raiz apresenta formato
ligeiramente coOnico, comprimento em torno de 15 a 20
cm, coloracao externa alaranijada e interna vermeiha.
A duragido do ciclo & de aproximadamente 100 dias. Eg

se cultivar apresenta resistencia a Alternaria dauci

sendo portanto recomendado para cultivo de verao.
Tropical (AS)

Cultivar nacional desenvolvida pelo Institute de Ge

" nética da ESALQ com caracteristicas semelhantes  ao

Cultivar VII -

cultivar V.
Meio Comprida Precose IAC ~ 2787

Cultivar obtido através do cruzamento entre os culti
vares Meio Comprida I ~ 1540 e Nacional I - 1870, am

bos provenientes da empresa Merlo Braz do Rio Grande

.do Sul. A raiz apresenta coloragac alaranjada, com

forma conica, comprimento médic em torno de 1l cm e

a duracao do ciclo varia de 90 a 105 dias.
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Cultivar nacional desenvolvida pelo Instituto de Ge
nética da ESALQ/USP com caracteristicas semelhantes

ao cultivar V.

Estes cultivares de cenoura utilizados neste traba
lho fazem parte das geracdes mais avangadas do programa de melho
ramento desta eépécie na secao de Hortaligag Diversas do Instity
to Agronomico de Campinas. Fles apresentam caracteristicas im@og

tantes para regularidade de produgdo de cenoura no Brasil tais co

mo: resistencia a Alternaria dauci, diferentes duragces de ciclo,
possibilidade de cultivo no verio e formato cilindrico da raiz. A

tualmente o cultivar importado Nantes € .0 de maior aceitagdo no

mercado brasileiro, porem suscetivel a maioria das doencas locais

e cultivado somente nos meses mails frios do ano.
2. Esterilizagao Externa do Material Vegetal

Raizes adultas recém colhidas foram lavadas com de
tergente comercial e esponja em &gua corvente. Virios tratamentos

-de esterilizacao externa foram testados.

A) Hipoclorito de 84dic Comercial* sem diluicdo, du

rante 30 minutos: Qboa.

B) Hipoclorito de Sddio comercial sem diluigao, du.

rante 30 minutos: Super Candida.

C) Raspagem da epiderme da raiz - Hipoclorito de S
dio (Qboa) diluido a 50% com dgua esterelizada ,

durante 30 minutos.

D) Etanol70% durante 10 minutos - Hipoclorito de S&

dio (Qboa) diluido a 30% durante 30 minutos.
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E) Raspagem da epiderme - Hipoclorito de Sédio (Qboa)

diluido a 30%, durante 30 minutos.

F) Raspagem da epiderme - Etanol a 70%, durante 10 mi
nutos - Hipoclorito de Sodic (Qboa) diluido a 30%

durante 30 minutos.

6) Etanol 70% durante 10 minutos - Hipoclorito de S&

dio (Qboa) diluido a 50%, durante 30 minutos.

H) Etanol 70% durante 10 minutos - Hipoclorito de 8O

dio (Qboa) diluido a 30%, durante 30 minutos.

I) Flambagem uma vez - Hipoclorito de S&dio, diluido

a 50%, durante 30 minutos.

J) Flambagem tres vezes - Hipoclorito de S6dic, diluil

" do a 50%, durante 30 minutos.

ApSs a realizagdo dos tratamentos de esterilizagio su
perficial, as raizes foram iavadas tres vezes em agua esterilizada
em condigoes asséptiéas. Utilizou-se camara de fluxo laminar VECO
modelo HLFS - 12 para todas‘as operacgoes em condigdes estéreis.Dig
cos transversais de aproximadamenté sete milimetros de espessura,
foram obtidos, cortando-se a raiz com bisturi. Destes discos fo
ram extraidos cilindros de sete milimetros de altura e trés melfmgl
tros de diametro (peso fresco médio de 8,06 mg) com furador de ro
lhas esterelizado, na regido do floema secundario (Steward et al,
1964} . Estes explantes foram incubados em placa de Petri contendo
o seguinte meio s6lido: solucao salina de Murashige.' e . . .Skoog
7(1§62), pH 5,5, Sacarose (20 g/l), agar (8 g/l). Apss trés dias
no escuro, fol avaliada a percentagem de contaminagao. Os explan
. tes vidveis e ndo contaminados foram transferidos para meio sdélido

definiti?o, suplementado com cinetina (Kinj; 1 pM) e dcido 2,4~ di
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A composigéo_salina utilizada (Macro e micronutrientés)
no meio da cultura_fci o.de_Murashige e Skoog (1962), baseando-se em
dados anteriores para cultura de tecidos de cenoura (Caldas, 18713
' Sangupta, 1978; Kamada e Harada, 1978). Os componenteé organicos fo
ram Os seguintes: mio~iﬁositol (55C¢ pM), Tiamina (30 pM), Acido Nico
tinico (30 pM) , Piridoxina (15 pM),.Sacarose (20 g/1) e Agar (8 g/1)
Este meio de cultura passamos a denominar de MS-C. 0O lefoi ‘ajusta
do para 5,5 com KOH ou HCL apds a adicao de todos os compoﬁentes;~ag

tes da autociavagem (1,0 atmosfera, 1209 C, durante 20 minutos).

Apds esterilizagdo externa e lavagem com agua esterili

zada por tres vezes, segles transversais de discos de raiz de cenou

ra, foram inoculados em meioc de cultura solido MS-C com Kin (L pMd
e 2,4-D (5 pM), a fim de avaliar a regido de maior proliferacao de

calos. (Fig )
3. Meios de Cultura Solidos para Inducdo de Calos

Para avaliar a(s) melhor(es) interagao(goes) de vregula
dores de crescimento.para a indugao de calos nos cultivares wutiliza
dos, foram conduzidos experimentos dialélicos de 5x5 em meio s&lido
M5-C. Como fonte de auxina utilizou-se o 2,4~D nas concentragSes dé
1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 M, e como fonte de citocinina, Kin, nas
concentragoes de 0,0; 0,5; 1,05 2,5 e 5,0 pM. Cada experimento dia
lelico teve 25 tratamentos com 10 repetigoes, utilizando frascos qua
drados de 50 ml, com 10 ml de meio sSlido e tampa de latao com anei

de vedagao de borracha.

A avaliacao de crescimento foi feita, apds 28 dias de
cultura no escuro, em temperaturas de 24 - 289 C,; por meio de Indice

de crescimento (nota) e nesn frecra de calmne {oramae) N mrd Favd




tamentos foram avaliados quanto a cor e textura. Apds atribufdas
as notas, foi calculado um Indice de crescimento (I.C.) atraves
de uma formula empirica, originalmente utilizada por Sondahl(1978),

‘a fim de melhor expressar o crescimento relativo dos calos:

I.C. = (nota 0)x0,2 + (nota 1)x1 + (nota 2)%2 -+ ... + (nota 5)x5
N? total de explantes _
ApSs atribuidos os Indices de crescimento, os dados
foram transformados em percentagem em rela¢ac ao tratamento que a

presentou o maior Indice de crescimento, considerado como 100%.
4. Cultura Liquida para CElulas em Suspensio

'0s calos obtidos nas melhores combinacoes hormonais,
dos experimentos dialélicas‘(S x 5) de cultura s6lida, foram uti
lizados para obtengao de cultura liquida, com células em suspen
880.

Utilizou-se meio MS-C para avaliar a(s) melhor(es)com
binagao(gbes) de reguladores de crescimento para obtengaoc de cé&lu
las em suspensao, em experimento com concentracdo de auxina varia
vel e cinetina igual a 0,0 e 2,5 pM. As fontes de auxina foram
dcido Naftaleno acético (NAA) nas concentragoes de 0,03 2,5; 5,0,
10,0 e 20,0 pM, e 2,4-D na concentracio de 2,5 BM, em séries  du
plicadas com caseina (2 g/l) e sem caselna. O PH foi ajustado pa
ra 5,5 apds a adigdo de todos os componentés, antes da autoclava
gem. Apds a inoculagao dos calocs em erienmeier de QSC ml com 50
ml de meio liquido, os frascos permaneceram em agitadér orbital
horizontal, com apréximadamenfe 150 rotag&es p0r minuto, a ' tempe

ratura ambiente e iluminacZo natural.

Trés concentragdes de indculo inicial foram testadas



o periodo de crescimento foram realizadas de tres em trés dias, u
tilizando hematocitometro com quatro éampos de 2 pl. A cada tres
dias, foli removido o meioc antigb por centrifugagao (100g -~ 5 a 10
minutos) e sucgao a vacuo, Um mesmo volume de meio liquido (25ml)
foi adicionado &s células. A periodicidade de subculturas das cé
lulas em meio liquido foi testada em erlenmeiers de 250 ml, conten
do 50 ml de meio 17quido com a concentracio de cerca de 5 x 107 cé
lulas/ml. Perioéicameste foi adicionado 30% do volume anterior do

meio liguido MS-C suplementado com NAA (10,0 pM) e Kin (2,5 pM).

5. Metodologia de Cultura de C&lulas para Testes de Mn in vitro

Visando a otimiéagéo das técnicas de cultura e seiegéo
de c€lulas de cenoura na presenga de um gradiente de concentragao
deiMn+?, escolheu-se o cultivar_il devido as suas Stimas‘ caracte
risticas de crescimento tanto em meio de cultura solido como em

meio de cultura liquido.

§.1. Meios Solidos para Transferéncia de C&lulas Provenientes  do

Meio Liquido.

Utilizoﬁwse meio de cultura solido MS-C em *tratamentos
com éombinagaes de regulado&es de crescimento para indugao de ca
los, a partir de células em suspensao. Foi conduzido um experimen
to dialelico (6 x'S), utilizando NAA nas concentragoes de 0,03 2,53
§,0; 10,05 15,0 e 20,0 pM e Kin nas concentragdes de 0,03 0,5; 1,03
2,5; 5,0 e 10,0 pM. O pH foi ajustado para 5,5 apds a adigao de
todos os componentes, antes da autoclavagem.l 0 experimento congl
tou de 36 tratamentos com 10 repetigoes, em frascos quadrados  de

50 ml, com 10 ml de meio de cultura. Os frascos foram vedados com



As c€lulas em suspensio (cultivar II) foram filtradas

-

a vacuo, em filtro de porcelana (Funil Buchner) de 15 cm de diémg
tro, com papel de filtro "Whatman" n® 1, para eliminar o meio
liquido. Este papel de filtro, contendo uma camada superficial

de células, foi cortado com tesoura, em segmentos de 5 x 5 mm (Fig

2}, em condigoes assépticas. Estes segmentos foram utilizados eco

mo fonte de explantes para inocular os experimentos com diferentes

concentracoes de Manganes.

'5.2. Fontes de Manganes

Para avaliar o comportamento de células em funcdo de
duas fontes inorganicas de Manganés (Sulfato e Cloreto), foi éondg
zido o experimento em meio sdlido MS-C, com NAA (1C,0 uM) e Kin

(2,5 pM), wutilizando-se um gradiente de concentragac de Manganes

de 0,1; 4,03 8,0; 12,05 16,03 20,0; 24,05 28,0; e 32,0 mM. A con

-

centragao de Manganés no meio Murashige e Skoog (13962) e de 0,1

mM de MnSDu. 0 pH do meio foi ajustado para 5,0 apds a adigdo de
todos os componentes, e fol esterilizado por filtro membrana
Millipore 0,45 pm, exceto o Agar que foi autoclavado. Para o pre
paro de 1 litro deste meio, dissolve-se os componentes inorganicos
e organicos em um volume final de 500 ml com dgua destilada e o
Agar em outra aliquota de 50b ml. Apds o ajuste do pH da fragao
contendo o' meio de cultura, procedeu-se a esterilizacdo por membra
na de Millipore 0,45 pm a vacuo em cimara asséptica. A fragdo con
"tendo o Agar foi autoclavada e misturada a quen%é com a fragao fil

trada., Apds homogeneizagdo, o meio completo foi distribuido, enm

camara asséptica, nos frascos de cultura, previamente autoclava.

dos. O indculc de células foi obtido através de filtragem das cé

lulas em suspensao (cultivar II), conforme descrito no item 5.
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repatigaés, utilizando-se frascos quadrados de 50 ml, com 10 ml de
meio de cultura sblido vedados com filme de PVC. A avaliagdo foi
feita através_do peso fresco dos calos, apos 28 dias de cultivo em

sala escura, temperatura de 24 - 289 C.

Os calos foram agrupados por tratamentos e utilizados
para determinagdo das concentracdes de nutrientes. Os extratos pa
ra determinagao foram preparados por via umida, com digestdo nitro-

perclérica (Bataghlia et al., 1878).
5.3. Variagdo do pH Inicial

Procurou-se avaliar o comportamento de células cultiva
das em seis niveis de pH (4,03 4,25; 4,5; 4,75; 5,0 e 5,5) em inte
racao com tres niveis de MnCl, (¢,1; 8,0 e 16,0 mM). Utilizeu~ée ol
meio MS-C, com NAA (10,0 pM) e Kin (2,5 uM), o qual foi esteriliza
do étravés de filtro de membrana Millipore (0,45 pm), conforme deé
crito no {tem 5.2.0 indculo foi obtido através de filtragem das cé
lulas em suspensao (cultivar II) sob papel de filtro conforme des
crito no item 5.;;Este experimento constou de 18 tratamentos com 10
repetigdes, em frascos quadrados de 50 ml, com 10 ml de meio sdlido.
Os frascos foram vedados com filme de‘PVC. A avaliacgao foi feita a
través do peso fresco de calos, apSs 28 dias de cultivo no escuro,

a temperatura de 24 - 289C,
5.4. Meio de Murashige eSkoog Modificado

Foi testada a influéncia de niveis de Fdsforo, Calcio
‘e Magnésio sobre a disponibilidade de Manganés, em meio de cultura

basico de MS-C, na presencga de células de cenoura. Os niveis de

FAaafAra CE1rin & Magnacinm Faram me cacmintacs mniual A D A 1285 mM



mM) e nivel normal N‘(P 1525 mM, Ca 3,0 mM e Mg 1,5 mﬁ). 0Os niveis
de MnCl2 utilizados foram: 0,13 4,0; 8,05 12,05 16,0; 20,03 24,0,
28,0 e 32,0 mM. O pH do meio foi ajustado'para 5,0 apos a adicgdo
i de todos os componentes, e foi esterilizado em filtro de membrana
Millipore (0,45 pm), conforme deserito no item 5.2.

0 iﬁaculo foli obtido étravés de filtragem das células
em suspensao (cultivar II), com papel de filtro n?.1 conforme  des
crito no item 5.1. Este ensaio constou de 18 tratamentos com 10 re
peticgoes, Utilizando—se frascos quadrados de 50 ml, de meic sdOlido
MS-C, suplementado com NAA (10,0 uM} e Kin (2,5 pM). Os frascos fog

ram vedados com filme de PYC e avaliados. apds 28 dias de cultivo em

ambiente escuro, com temperatura entre 24 - 28?2 C. A avaliagao foi
feita através do peso fresco de calos. O meio de cultura MS-C con

tendo o nivel A e pH ajustado para 5,0 passou a ser designado MS8-Cm.
5.5. Esterilizagao dos Meios de Cultura

Para esterilizacao dos meios de cultura, utilizou-se
‘uma autoclave horizontal modelo 39.206 Luferco (1209 C, 1,0 atm de
pressao, durante 20 minutos), e filtro de membrana Millipore de
0,45 pm de 47 mm de diametro (modelo HAWP 047 00). Duas _séries de
meio de cultura MS-Cm solido, com um mesmo gradiente de concentra-
cd3o de Manganés, foram submetidas simultaneamente a estes dois pro
cessos de esterilizacgao, a fim de verificar os efeitos da esterili
zagao sobre a integridade do meio de cultura. O gradiente de con
centragac de MnCl, utilizado foi o seguiﬁte: 0,025; 0,05; 0,07530,13

0,5; 1,05 2,05 4,0 e 8,0 mM.

0 indculo foi obtido através de filtragem das cé&lulas

em suspensdo (cultivar II) conforme descrito no Item 5.1. Este expe
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mentado com NAA (10,0 Fﬂ) e Kin (2,5 pM).  Os frascos foram veda&bs
com filme PVC., A évaliagéo foi realizada através do peso fresco de

calos, apéé 28 dias de cultivo no escuro, a temperatura de 24-289C.
6. Diférenciacido Somatica

Apbs estabelecimento da metodologia de cultura de cé
lulas para testes de Manganés'ia vitro, foi conduzido um experimento
a fim de avaliar a diferenciacac de embrides somaticos de cenoura

(cultivar II).

Utilizou-se meio de cultura sclido MS-C, suplementado

com 3,5 pM de 2,4~D durante 28 dias, a temperatura 2% - 289 C, no es
curo, seguido por subcultura em meio sélido MS-C, desprovido de regu
ladores de crescimento. A avaliagdo de indugdo de embriGes  somdti
cos foi realizada apos 60 dias de cultufa a2 temperatura de 24 - 28%C

em ambiente iluminado artificialmente.

7. Interagic de IAA com Manganés

Um experimento dialélico de 5 x 5 foi montado para a
valiar o efeito de concentragdo de Manganes sobre a indugdo de calos
na presenga de IAA. O meio de cultura sdlido utilizado foi = MS-Cm,

suplementado com Kin (2,5 pM).

As concentragoes de IAA e Manganes adotadas foram as
seguintes: 1,03 15,03 30,0; 45,0 e 60,0 pM de IAA e O,i; 2,03 4,03

8,0 e 12,0 mM de MnClz. 0 pH do meio foi ajustado para 5,0 e esteri

lizado em filtro de membraha, conforme descrito no Item 5.2

0 indculo foi obtido através de filtragem da células

em suspensao (cultivar II), éonforme descrito no item 5.1.Este expe



me PVC e avaliados através de peso fresco de calos, apor 28 dias de

cultivo em ambiente escuroc, a temperatura de 24 - 289 C.
8. Selegao de Clones Celulares Tolerantes ao Excesso de Mn
8.1. Reagao dos Seis Cultivares ao Excesso de Manganes

Para.caracterizar o padrao de.crescimento de seis cul
tivares de cenoura, utilizou-se meio de cultura solido MS-Cm, suple
mehtado com NAA (10,0 pM) e Kin (2,5'pM), em um mesmo gradiente de
 concentracio MnCl, de 0,025; 0,053 0,075 0,13 2,05 4,0 e 8,0 mM. O
pH foi ajustado para S,O'apéé a adicao de todos os componentes e o
meio de cultura foi esterilizado por filtro de membrana, —conforme

descrito no item 5.2,

0 indeulo foi obtido através de filtragem das células
em susperisac {(seis cultivares) conforme descrito no item 5.1, Nestes
ekperimentos adotaram-se 9 tratamentosrcom 10 repeticoes utilizan
do-se frascos quadrados de 50 ml, com 10 ml de meio. Os frascos fo
ram vedados com filme PVC e mantidos no escuro por 28 dias, a tempe
ratura de 24 - 289 C. A avaliagao fol feita atraves de peso fresco

de calos.

Em seguida foram calculadas relagcoes de crescimento
(R.C.) dividindo-se o peso fresco de calos de cada cultivar pelo
peso fresco de calos do tratamento que apresentou maior crescimen

to, considerado como 100%.

8.2. Indugao e Selegao de Clones Mutantes

Utilizou-se Etil Metano Sulfonato (EMS) como mutagéni

B § - V1 N [ag -7



pH 5,0 e esterilizados por filtro de membrana, conforme descrito no
Ttem 5.2. O EMS & um mutagénico de grupo de agentes alquilantes,de

rivado de acido metano sulfodnico.

Células em suspensdc (cultivar II) foram obtidas atra
vés de filtragem e tratadas durante 6 horas com EMS em agitador ho
rizontal (150 rpm). Utilizou-se erlenmeiers de 250 ml contendo 50
ml de meio de cultura para cada'concentragéo de EMS. Cada erlenmei
er foi inoculadoc com cerca de 4 g de células de cultura em suspen
sdo. Apds a realizacgi@o dos tratamentos, procedeu-se a lavégem
(5 vezes) com meio 1liquido MS-C (NAA 10,0 BM, Kin 2,5 AM) e filtra-

das conforme descrito no item 5.1. Os segmentos foram inoculados
em meio sdlido MS-C (NAA 10,0 pf, Kin 2,5 pM), em um gradiente de
concentragao de-MnCl2 (0,1; 4,03 8,0; 12,03 16,03 20,0, 24,03 28,0

e 32,0 mM) para selegao de clones tolerantes.

0 experimento constou de 45 tratamentos com 4 repeti
goes, en frascos quadrados de 50 ml, com 10 ml de meio s4lido. A
avaliag@o foi realizada através de peso fresco dos calos, apds 28

dias de cultura no escuro, a temperatura de 24 - 289 C.

Em seguida foram calculadas relagoes de crescimen-
. to (R.C.), dividindo-se ﬁeso fresco de calos em cada concentracdc de
EMS peio peso fresco de calos do tratamento sem mutagénico, dentro
de cada concentracao de Manganes.

Usando a mesma metodologia descrita acima, foi  condu

zido outro experimento com EMS nas concentracgdes de 10—5; 10“6;10—7;

-8 -9

107°% e 1077 M com duragdo de 12 horas.

5

Um terceiro experimento, utilizando 10°° M EMS  duran

te 6 horas em agitador, foi montado a partir de um indculo conheci
do de células em suspensdo do cultivar II. Cé&lulas e pequenos agre

gados foram obtidos por filtragem em peneira de ago inoxidavel



30

a_contagem de células e pequenos agregados em hematocitometro, oh
tendo-se 7,9 x 1Gq.célplas/ml ou seja um total de_l,s X 107 cely
las. Foram tomadas aliquotas de 50 ml em tubo de centrifuga e o
méio liquido foi eliminado por centrifugacao (100 g/10 minutos) e
sucgao (Fig. 3), Oé pelletes de células foram suspensos ate 50
ml com meio de cultura contendo 107> M EMS. Apos incubagdo em a
gitador (70 rpm) durante 6 horas; o meio contendo mutagenico foi
removido por centrifugagao (100 g/10 minutos) e o pellete de célu
la foi lavado 3 vezes com meio fresco (MS-C, NAA 10,0 uM, Kin 2,5

uM). Apds a Gltima lavagem, o pellete foi suspenso em 50 ml = de

meio 1iquido e subdividido em 5 fragdes. Cada fragdo foi filtra

da em funil de porcelana (6 cm de diametro) contendo papel de fil

tro "Whatman" n? 1 de 5,0 cm de diémetro. Cada disco de  papel,
cohtendo uma camada de celulas tratadas com EMS, foi inoculado em
plaéa de Petri de 10 cm de diametro, contendo meio sSlido {MS-Cm,
2,5 HM Kin, 10 PM NAA) e Mn012 nas seguintes éOnéen%ragaes:0,025;
0,075; 0,55 2,0 e 8,0 mM. As placas foram mantidas no escuro, a
temperatura de 24 - 289 C durante 60 dias. O0s calos resultanteé
de cada concentragio de Manganes foram transfaridos para o meio
s6lido condicionante: MS-C suplementado com 3,5 pM de 2,4-D. Apds

15 dias.de cultivo no escuro, os calos_fofém transferidos para
meio de cultura MS-C desprovido de reguladores de crescimento (me
io iﬁdutor) nos tratamentos de Manganes respectivos, visando a di

ferenciacdao de plantletes.

&
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Esterilizagao Externa do Material Vegetal

Os tratamentos de esterilizacaoc externa das raizes de
cenoura, apresentaram diferentes percentagens de éontaminagéc (Ta
bela 1). Os tratamentos com Etanol 70% durante 10 minutos, segul
dos de Qboa 30% (Trat. H), 50% (Trat. G) e 75% (Trat. D} durante
.30 minutos, apresentaram a menor percentagem de contaminacgdo (en
tre 0 e 2,5%). Os tratamentos com uma ou trés flambagens das rai

zes (Trat. I e J) seguidos de Qboa a 50% durante 30 minutos, apre

sentaram taxa de contaminagao de 6% e 5%, respectivamente. 0s . tra
tamentos utilizando Qboa ou Super Candida sem diluicdo, durante 30
minutos (Trat. A e B), apresentaram percentagem de contaminag%o de

28.e 40%, respectivamente.

Os tratameﬁtos conl raspagem-de epiderme seguidos de
Qboa 30% (Trat. E) ou 50% (Trat. cl, duraﬁte 30 minutos, apresenta
ram respectivamente 12 e 8% de contaminacao. O tratamento com rag
pagem da epiderme seguidoc de Etanol 70% (Trat. F), durante 10 ming
tos e Qboa a 30% durante 30 minutos, apresentou 39% de contamina
gdo. Era esperado menor incidéncia de contaminagdo neste tratamen
to. Provavelmente as ralzes utilizadas apresentavam-se com 'contg
minagao vascular, nao sendo portanto atingidas pelo tratamento de

-esterilizagao externa.

Notou-se diferengas na proliferacao de calos prove
nientes dos explantes obtidos de diferentes tratamentos de esteri
lizagdo, apSs 18 dias de cultivo em meio s3lido MS-C, suplementa

do com Kin (1 pM) e 2,4-D (5 pM).




TABELA 1 - Tratamentos de esterilizagdo externa de raizes de cenou
ra e percentagem de contaminagao apos 3 dias de incuba

¢ao no escurc, em meio solido.

TRATAMENTO | : CONTAMINAGAO (%)
A (Qboa conec./30 min) | 28,0
B (Candida conc./30 min) | | 40,0
C (Raspar-Qboa 50%/30 min) 8,0
D (Etanol 70%/10min - Qboa 75%/30min) 2,5
- E (Raspar-Etanol 70%/10 min~Qboa 30%/30 min) 30,0
F (Raséar - Qboa 30%/30. min) , | 12,0
G (Etanol 70%/10 min - Qboa 50%/30 min) 0,0
H (Etanol 70%/10 min - Qboa 30%/30 min) 1,0

I (Flambar 1 x Qboa 50%/30 min) 6,0

J (Flambar 3 x - Qboa 50%/30 min) 5,0




tratamentos com Etanol 70% e com flambagem (Trat. D, G, H, I.e J):
Nos trafamentos ccmlraspégens, antes da imersao em solugdo esteri
lizapte, hoﬁve variacdo dos Indices de cOntaminagao, mas considg-
" rando o crescimento posterior dos explantes derivados das raizes

tratadas, o tratamento C mostrou-se superior aos tratamentos E e F.

Poftanto, considerando-se os resultados de contamina
gao e da proliferacac de calos, adotou-se como método de estérilg
zagao das raizes o tratémento C, que consistiu de raspar a epider
me, seguido de imersdoc em solugdo de 2,6% de Hipoclorito de Sddio

(Qboa a 50%), durante 30 minutos.

2. Regido de Maior Proliferagdo de Calos

As segoes transversais de discos de raizes de cenou
ra (Fig. 4) desenvolvidas em meio sdlido MS-C, suplementada  com
Kin (1 pM) e 2,4-D (5 pM), apbs 25 dias de cultivo, ~ demonstraram
que a regiao do floema secundario era o tecido que apresentava mai
or §roliferag§o de calos. Esta observagdo & idéntica aos résultg
dos discutidos nos trabalhos originais com raiz de cenoura ("Ste
ward et al., 1958 e Steward et al., 1964). Baseando-se nestas
observagbes, todos os explantes foram obtidos da regido do floema
secundéario de discos transversais de raizes, a fim de conseguir me

lhor indugao de calos e uniformidade nas repeticoes.

3. Meios de Cultura SE?idos'para Indugao de Calos

0s resultados de indugao de calos dos  experimentos
dialélicos de 5 x 5 (2,4~D x Kin) wutilizando como explantes cilin
dros da regiao do floema secundario, foram avaliados através de ig

- dice de crescimento (Fig. 5 e 8). Estes resultados mostraram a
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fonte de auxina (2,4-D) para a indugdo de calos a partir de explan

tes iniciais nos oito cultivares de cenoura estudados.

Em cinco cultivares (IV, V, VI, VII e VIII) a concen
tragao otima de Kin foi de 5,0 pM e nos demais de 2,5 uM (I, II e
III). Encontrou~se um Otimo crescimento de calos utilizando-se uma
combinagao de 2,4-D (5,0 uM) e Kin (5,0 pM) para os cultivares IV,
Ve VII. Para os cultivares II e III a melhor cbmbinagéo foi 2,4-D
(10,0 pM) e Kin (2,5 uM). Para o cultivar I o melhor crescimento
foi obtido com 2,4%-D (1,0 pM) e Kin (2,5 uM), enquanto que o culti
vab VI foi 2,4-D (1,0 pM) e Kin (5,0 pM). Finalmente, para o cul

tivar VIII, a melhor combinagao'foi Z,4-D (2,5 pM) e Kin (5=Q.PM>'

Estes mesmos experimentos dialelicos de 5 x 5§  (2,4-D
x Kin), avaliados através de peso fresco de calos (Fig. 7 e 8), con
firmaram a necessidade da adicdo de citoeinina (Kin) em  interacgdo
com auxina (2,4-D) para indugao de calos em explantes de sete cultj
vares. Apenas © cultivar IIT apresentou peso fresco de calos ligei

ramente maior na auseéncia de Xin.

Em cinco cultivares (IV, V, VI, VII e VIII) encontrou-
se uma ecncentragéo Stima de Kin de 5,0 JAM. Em dois outros cultiva
res (I e II) foi de 2,5 JM e para o cultivar III ausencia deste fi

toregulador.
4. Cultura Liquida para Celulas em Suspensao

Utilizando-se meio salino MS-C observou-se que a  pre
senga de cinetina (2,5 PM) era essencial para multiplica@éc’em meio
liquido, em presenga da auxina (2,4-D ou NAA). A presenca de hidro
'lisado de caseina (2 g/1) né@ melhorou o crescimento de células em

suspensaoc na presenga de 2,4-D (5,0 pM). 0s tratamentos contendo
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para manutencao das culturas liquidas devido a possiveis anomalias
cromossomlcas atrlbuidas ao 2,4-D em culturas prolongadas (Yeoman

e Street 1977 Sunderland, 1977).

Para verificar a influéncia do indculo inicial de cé
- .
lulas no estabelecimento de cultura liquida, foram utilizadas trés

concentragoes iniciais de células: 103, 10% e 10° células/ml. 0
meio liquido foi substituido por centrifugagao e sucgao a cada trés
dias. Apds trinta dias de cultivo, verificou-se que a concentra

gao inicial do indculo devia ser entve 10" e 10° células/ml  para

garantir a viabilidade da cultura liquida (Fig. 9 B e C).

Em um outro experimento, procurou-se verificap a pos
sibilidade de adicionar um certo volume de meio fresco (30% do vo
lume anterior), para a manutengao em longos periodos de células em
suspenséo.. A partir de um indculo inicial de 5 x 10" cdlulas/ ml,
num volume total de 50 ml, notou-se que a multiplicacao das célu
las foi positiva e linear. Isto pode ser demonstrado pela llnha
tracejada de Fig. 10, representando o nimero total de celulas. Es
te resultado permitiu adotar a teécnica de adigao periddica de 30%
" de meio,fresco nes frascos em cultura liquida,.e assim evitar as
operacgoes de ceﬁtrifugagéo e aspiragao do meio liquido antigo. Nes
te experimenfo,-verificoﬁ-sé ainda que a concentragao maxima de cé
lulas de cenoura (cultivar II) np meio liquido adotado foi de 1,25
X 105 ceélulas/ml, ou seja, esta € a concentragao maxima que  este
meio € capaz de suportar (Fig. 10). A adic¢3o periddica de meio
fresco &€ fundamental para manﬁteng&o da viabilidade das células em

suspensdo. Quando o meio fresco foi adicionado em intervalos de
cineco dias, houve decréscimo do nimero de cé€lulas/ml e quando o in

tervalo foi de 2 - 3 dias houve manutengio da concentragdo maxima

(Fig. 10).
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5.1. Meios Solidos para Transferéncia de Celulas Provenientes de

Meio Liquido

0 efeito da concentragao otima de NAA para prolifera
cao de calos a partir de células provenientes de meio 1liquido foi
inicialmente testada (Fig. 11). Nao houve diferenga acentuada nos
‘ pesos frescos de calos quando se utilizou NAA na faixa de  concen
tragao de 2,53 5,03 10,0 e 20,0 pM (Fig. 11, 2 a 8). Estes trata
mentos foram ligeiramente superiores a adigao de 2,5 uM, . 2,4-D
(Fig. 11, 6). Devido as restrigoes ao emprego de 2,4-D em  cultu

ras sdlidas por periodos prolongados (Yeoman e Stréet, 1977; Sundeg

laﬁd, 1977), optou-se pela suplementacao com NAA para crescimen
to de calos na presencga de gradiente de concentragao de Manganes,
a partir de um iﬁéculo inicial padronizado de celulas em suspen
sao.

Atravésrdos resultados de avaliacdo de peso fresco de
calos do experimento dialélico de € x 6 (Fig. 12), notou-se a ne
cessidade da presenga de citocinina (Kin) além de auxina (NAA) pa
ra indugZo de calos a partir de células em suspensdo. A combina:
gao Kin/NAA (5?0/2,5) apresentou a maior proliferacac de éalos,
com peso fresco médio de 1,33 g/calo. As combinacdes (Kin/NAA)
2,5/2,5; 5,0/5,03 2,5/10,0; 2,5/15,0 e 5,0/20,0 apresentaram aﬁrg
ximadamente os mesmos pesos frescos de calos, ou seja, em torno de
0,93 g/calo. A concentracao de Kin (10,0 FM) foi inibitéria para
a formacao de calos, uma vez que a presenca deste regulador nesta

concentragao apresentou resultados de crescimento semelhante a 'sua

ausencia.

A combinacdo Kin/NAA (2,5/10,0 JM) foi usada no meio

basico de manutengdo de calos em cultura bem como em todos os expe
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selecionada considerando-se o aspecto dos tecidos formados (estrutu
rados e friaveis), bem como por se tratar de niveis que permitiu o

crescimento de todos os cultivares em estudo.
5.2. Fontes de Manganés

A anidlise estatlstlca da. proliferacac de . calos apos 28

dias de ‘cultivo em meio MS-C (NAA 10,0 pM e Kin 2,5 pM), em fungao
de dues fontes inorganicas de Manganes (Sulfato e Cloreto,?abela 2},

revelou diferenca entre concentragoes (F = 51,39%*) e fontes de Man

ganes (F = 15,76%%),

0 aumento da concentragdo de Manganes no meio de cultu
ra, determinou uma diminuigaoc progressiva do peso fresco de  calos

(independente da fonte sulfato ou cloreto), indicando uma inibicaoc
de crescimento diretamente proporcional ao gradiente de concentra
¢ao de Manganes utilizado (Fig. 13). A influéencia destas duas fon

tes de Manganes quanto a inibicdo de crescimento de calos, pode ser

facilmente comparada pela analise da Fig. 1u.

Observou~se que a fonte MnClz permitiu um crescimento

de calos cerca de 30% malor do que a fonte MnSOu

tracao estudada (Tabela 2). Escolhendo-se arbitrariamente o valor

na faixa de concen

de 200 mg de peso fresco de calos nota-se gue este crescimento foil

obtido com 16 mM MnSO, e 24 mM de MnCl, (Tabela 2, fig. 13).

A anilise quantitativa de nutrientes, demonstrou ser
maior a absorcao de Mnt? em presenga da fonte MnSO, (Fig. 15 e 16).
Esta maior absorgao de Manganés na presenga de MnSO, foi verificada

em tecidos dos dois cultivares analisados: cultivar II (Fig. 15} e

cultivar IV (Fig. 16).

Tem sido constatado na literatura que existe uma absor
gao preferencial pelo ion de menor valéncia em sais que contem ani

ons e cdtions de valencias diferentes. Por exemplo, utilizando- se
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TABELA 2 - Comparagéo de duas fontes de Manganés, Sulfato e Cloreto,

na faixa de contentragso de 0,1 a 32,0 mM. Valores em pe
so fresco de calos de cenoura (Cultivar II), apds 28 dias

em cultura.

Conc. Mn ‘
(mM) Mn504 Man2 MnSO4/MnC12
(g) : (g) (%)
0,1 0,8450 0,9275 91
4,0 R 0,8642 0,9275 106
8,0 0,5474 0,719 76
12,0 '0,3734 0,5556 67
16,0 0,1607 0,3492 46
20,0 0,1390 0,222y 62
24,0 0,1551 0,2245 69
28,0 0,0604 0,1551 39
32,0 ~0,0653 0,085 76

CVe - 28,30
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uma alteragac no pH do suco celular, o qual € compensado por varia

goes no teor de acidos organicos. Quando se fornece KC1l, tanto o
+ -~ . . "

K' como o Cl1 sao absorvidos igualmente, sem variacoes do teor de

aeidos organicos (Hiatt, 1967).

Este fenomeno de absorgdo preferencial de iqns parece
explicar os resultados obtidos com as fontes de MnCl, e MnSO, .Quan
do se adotou a fonte MnClz, deve ter ocorrido uma absorgao prefe
rencial de C1” em detrimento do Mn''. No caso da fonte MnS0,, pro
vavelmente nao houve absorcgao preferenciél do cation ou do anion.

Em consequéncia disto, os tecidos submetidos a um gradiente de con

centragao de Manganes com a fonte MnSOu deveriam apresentar maio

res teores deste elemento em relacao a fonte MnCl,. A maior ini
bigdo de créscimento em todos os niveis de concentragio utilizado
(Tabela 2) favoreceu esta hipOtese. A presenca de teores mais ele
vados de Manganeés a partir de concentracdo de 12,0 mM (Fig. 15 ‘e
16; Tabelas 3 e 4), nos tecidos cultivados na presencga de MnSOLF

também sugerem o mecanismo acima proposto.

As analises quantitativas de alguns elementos nos te
cidos do cultivar II (Tabela 3), na presenca de‘ﬁnSOq,‘nEo mos tra
ram variagGes nos teores de Célcio, Mégnésio e Potdssio. TFdsforo
e Zinco apresentaram teores muito semelhantes em toda a faixa de
concentragao de Manganes, exceto no nivel‘de 12,0 mM; enguanto que
o Manganes, Cobre e Ferrolmostraram teores mais elevados cdm o .au
mento da concentragao externa de MnSo,, . Osltecidos do cultivar IV
(Tabela 4 ) apresentaram o mesmo comportamento do cultivar II, pa
ra o Calcio, Magnésio, Fésforo, Manganés, Cobre e Zinco. 0 Potds
sio e o Ferro diminuiram com o aumento da concentracac externa -de
”MnSOu.

Utilizando-se a fonte MnC12 para o cultivar II, (Tabe



TABELA 3 - Concentragao de nutrientes em calos de cenoura (cul

tivar II) na presenca de duas fontes de Manganes (Sulfato e

Cloreto).

Dados expressos em ppm.

Mn Mnso,
Ca Mg p K Mn Cu In  Fe Mn/Fe
(M)  x10% x10%  x103 X104
0,1 5,6 2,0 5,1 2,66 231 3,99 199 310 0,75
4,0 3,9 1,3 4,7 2,90 54586 4,64 174 261 20,89
8,0 4,2 1,5 5,8 3,79 9839 9,08 204 3u0 28,89
12,0 5,4 2,2 10,8 2,95 351'40 20,90 400 688 51,05
16,0. - - - - - - - - -
20,0 - - - - - - - - -
Mn MnCl?
_ Ca Mg P K Mn Cu In - Fe Mn/Fe
(mM)  x10%  x103 x10% x104
0,1 8,5 2,9 8,5 5,88 956 13,24 557 569 1,68
4,0 - - - - - - - - -
8,0 - - - - - - - - -
12,0 5,8 1,9 11,9 3,73 18899 10,94 363 766 24,68
16,0 4,5 1,7 9,8 5,75 19837 17,25 449 791 25,09
20,0 4,6 1,8 11,5 5,70 24033 26,93 497 8ul 28,57
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TABELA 4 - Concentrag&o de nutrientes em calos de cenoura (culti

20,0

1,0 13861

var IV) na presenca de duas fontes de Manganes (Sulfato e Clo
reto). Dados expressos em ppm.
M MnSO,
Ca Mg P K Mn Cu in Fe Mn/Fe
(mM) x10°  x103 x10% x10%
0,1 5,4 1,8 3,9 3,5 . ul5 3,61 238 303 1,37
4,0 4,6 1,8 5,4 4,7 4658 4,73 201 377 12,37
8,0 3,2 1,2 5,3 3,1 5884 6,13 159 276 21,33
12,0 3,8 1,4 10,5 1,8 29373 26,87 Lu48 105 279,48
20;0 - - - - - - - - -
MnC]2
M
Ca Mg P K Mn Cu in Fe Mn/Fe
(M) x103 x10° x103 x10%
0,1 7,2 2,4 2,1 5,0 806 s;au 277 34y 2,34
4,0 - 550 1,9 5,4 .5,3 9072 4,54 287 375 24,16
8,0 4,2 1,4 4,5 3,9 6170 5,40 U462 267 23,12
12,0 3,3 1,2 6,6 4,0 9098 9,10 210 345 26,36
16,0 2,8 1,0 6,0 2,6 13655 8,40 347 362 37,68
2,4 416 501

27,67
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neceram iguais. Manganés, Cobre e Ferro aumentaram. Os tecidos do
cultivar IV (Tabela 4? mostraram o meémo comportamento para com
os teores de Cilcio, Magnésio, Fésforoc, Manganés, Cobre e Zinco. Po
tassio diminuiu com o gradiente de concentragéé de MnCl, e os teo

res de Ferro permaneceram constantes.

A relag@o Mn/Fe nos tecidos cresceu em ambos cultiva
res (Tabela 3 e &) com a elevagao da concentragdc de Manganés no
meio de cultura independente da fonte utilizada. Isso deveu-se mais
ao grande aumento da concentracao de Manganes nos tecidos de calos

do que a variagao do teor de Ferro.

5.3. Variagao de pH

A literatura menciona o efeito de pH sobre a disponi
bilidade de Manganes assimilivel (Mn+2). Segundo Lindsay (1972), a
disponibilidade maxima de Mangan@s em solugdo de solo ocorre em pH
em torno de 4,0, diminuindo a medida que a soiugao torna-se alcali

na.

Procurou~se em um experimento verificar a influencia
de pH inicial do meio de cultura sobre a disponibilidade de altas
concentragoes de Manganés e consequente toxicidade 3s células de

cenoura (Cultivar II) em cultivo.

A proliferagao de calos, apds 28 dias de cultivo em &g
ferentes valores de pH, ndo apresentou diferengas de peso fresco em
fungao dos tratamentos de pH inicial utilizados (Tabela 5). A di
ferenga de crescimento observada deveu-se uni;amente as concentra
¢des de Manganes adotadas, independentemente dos valores de pH inji

cial (Fig. 17). Houve diminuigdo do pH final médio com o aumento
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§§0 do volume de calos formados, apos 28 dias de cultufa° Houve uma
tendencia do pH situar-se em torno de Um'vélor final, dependente 'dé
concentragac de Mangaﬁés e do peso fresco final dos calos (Fig. 17).
No tratamento 0,1 mM de Manganes o pH final médio ajustou-se em tor
no de 5,47 e 6 pesc médio 1,20 g; no tratamento 8mM de Manganeés O
pH final médio foi de 5,2 e o peso ﬁédio de 0,94 g e com 16 mM o pH

final médio foi de 4,7 e peso médio de 0,36,

A tendéncié do pH oscilar em torno de um valor particg
lar para cada concentragao de Manganes adotada (0,1; 8,0 e iS,O mM
‘de ﬁM), ou seja, em funcgao dos pesos frescos.dos calos corresponden
tes a estes tratamentos, Sugefe uma interacao complexa entre célula-
meio de cultﬁra {(modificacao de permeabiiidade das membranas, para
absorgao/excregao de ut, K+; dcidos organicos, etc) nas condi§5es va

ridveis de pH e Manganés disponivel.

Analisando~ée os resultados de peso fresco de calos a
presentados na Tabela 5, nota-se que existe uma discriminagdo (toxi
cidade) das celulas em fungao do aumento da céncentragéo de Manganes
em meio de cultura para qualquer valor de pH inicial estudado. Isto
significa que ocorre uma resposta progressiva aos diferentes niveis
exagenos de Manganes. Em consequencia destes resultados, resolveu-
se adotér um Gnico valor de pH (5,0) nos meios de cultura para selg-

cionar clones de células tolerantes a niveis elevados de Manganes.
5.4, Meio de Murashige e Skoog Modificado

Conhecendo~se a interferéncia dos ions Fosforo (Bortner,
1935, Heintze, 1968), Céicio (Robson & lLoneragan, 1970; Heenan e Car
ter, 1976; Shuman & Anderson, 1978) e Magnésioc (Mass et al, 1969)
‘sobre a disponibilidade de Manganés, fol realizado um experimento pa

ra comparar o efeito de niveis de Fésforo, Cdlcio e Magnésio na redu
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TABELA § - Crescimeﬁto de‘ca1os de cenoura (cultivar II) em fun

gso de diferentes valores de pH inicial (4,0; 4,25;

4,503 4,75; 5,00 e 5,50) e valores de pH final apos

28 dias de cultura.

Dados em Peso Fresco (P.F.) ex

pressos em gramas, média de 10 repetigoes.

pH 0,1 mM Mn 8 mM Mn 16 mM Mn
pH P.F. pH P.F. pH P.F.
inicial final (calo) - final - (calo) ... final . (calo)
4,00 5,21 - 1,3515 5,11 1,0337 4,64 - 0,3119
4,25 5,42 1,2754 5,14 0,9037 4,78 0,2673
4,50 5,34 1,2245 5,22 1,0110 4,85 0,6258
u,"fs_ 5,4l 1,1556 5,14 0,8467 b, 74 0,3490
5,00 5,30 1,0431. 5,17 0,9038 4,72 0,3848
5,50 5,48 1,1823 5,19 0,9901 4,60 0,2573
MEDIA 5,47 1,20 5,20 0,94 4,70 0,36




Considerando-se o crescimento de calos na presenga de
0,1 mM de Manganes que € o teor normalmente utilizado no meio Mu
rashige e Skoog (1952), o meio de cultura contendo a modificagdo
B nao foi favoravel para o desenvolvimento de calos (Fig. 18). O
crescimento de calos em funcdo de diferentes concentracdes de Man
ganés em meio de cultura (MS-C) contendo as modificacdes A e B,
apresentou uma resposta mais espécifica do que quando adotou-se os
niveis normais de Fosforo, Cilcio e Magnésio (Nivel N). Na faixa
de concentragao de.Manganés de 12,0 a 32,0 mM, a redugdc de  cres
‘cimento de calos devido as modificactes A e B foi total. No nivel
N nao ocorreu inibigaoc total de crescimento de calos na faixa  de
concentragéo-de Manganes de 0,1 e 28,0 mM. Somente na presenca de
32,0 mM de Manganes houve a redugao total de_cresoimento de calos
utilizando—se meio de cultura normal (Nivel N}.

Portanto, observa-se que a disponibilidade do Mnt2
depende do balango de ions da solugao. Analisando-se a Fig. 18 po
de-se observar que a:limitagao total de crescimento de células nos
meios modificados A e B ocorreu em 12 mM de Mangahes e com o meio

N ocorreu somente com 32,0 mM de Mangands.

Tendo-se por base estes resultades, adotou-se a modi
ficagdo A para as selecles posteriores de clones ¢elulares toleran
tes a niveis toxicos de Manganés, porém explorando uma faixa = de
cdncentragao menor,ou seja,.de 0,025 a 8,0 mM em substituicao a
faixa de concentracgdo de 0,1 a 32,0 mM. O meio de cultura conten
do esta modificagdc A nos niveis de FSéforo, Cadlcio e Magnésio pas

sou a ser designado de MS-Cm.

S

'5.5. Esterilizagio dos Meios de Cultura

Ros experimentos iniciais, utilizando-se um  gradien
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de de precipitades de cor marron. Esta precipitagao crescia com
o aumento da concentragaoc de Manganés; Suspeitou-se gue o gra
diente de Manganes adotado poderia imobilizar alguns ions presen
tes na solugao durante a autceclavagem, ou estaria ocorrendo a com
plexacdo de Manganés devido as condigdes de autoclavagem - (alta

 temperatura e pressao).

Para verificar este efeito, preparcu-se duas séries
de meios de cultura com © mesmo gradiente de concentragdo de Man
ganés (0,025 a gmM), submetendo-se cada série a diferentes proceg.
sos de esterilizagao: autoclavagem e filtragem por membrana Milii

pore de B,HS)Mn,

Na faixa de concentracdc de Manganés de 0,1-2,0 = mM
o peso fresco de calos dos tratamentos com autoclavagem do meio
‘de ‘cultura foi maior que o peso fresco de calos dos tratamentos
_com meios esterilizados por filtragem e nos rniveis 4,0 e 8,0 mM
de Manganes nao houve diferenga (Fig. 18). Isto indica Que houve
menor inibicao de crescimento das células nos meios preparados por
autoclavagem, em consequencia de maior imobilizacao de Manganés e/

ou outros compostos presentes no meic de cultura.

Devido a estes resultados, a esterilizacdo dos meios
de cultura em todos os experimentos em que foi utilizado um gra
diente de concentragao de Manganes, foi sempre realizada através

de filtragem por membrana Millipore de 0,45 Jm.

6. Diferenciagdo Somatica
Foi conduzido um experimentb em meio sSlido,_empregag
do-se células de cenoura provenientes de cultura 1lIquida do culti

var IT para avaliar a obtengdo de embrides somdticos. A  utiliza
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somdticos e plantletes de cenoura. Estes embrides e plantletes po

dem ser observados na figura 20,
7. Interagao IAA x Mn

Existem observagdes de que o excesso de Manganes exer
ce antagonismo na absorgao de Zinco (Sylvain, 1954; Arzola, 1955
Juang, 1973; Pavan, 1979), conseguentemente a sintese deA triptofa
no, precursor de IAA, fica prejudicada, uma vez que ions Zinco sio
requeridos para sintese de trip%ofano(wildman, et al., 1847, Tsui,

1948 e Sherwin e Purves, 196%). Por outro lado, o excesso de ‘Man

ganés aumenta a atividade do sistema IAA-oxidase (Morgan et al,1966;
Stonier et al., 1968). Além disso Mn+2 pode oxidar diretamente

IAA, com despreﬁdimento de CO, (Waigood et al., 1956).

Para avaliar estes efeitos sobre as células de cenou
ra (eultivar II), foi montado um experimento dialélico'com cinco
concentragSes de IAA (1,0; 15,03 30,03 45,0 e 60,0 puM) e cinco
concentracces de Manganés (0,13 2,0; 4,03 8,0 e 12,0 mM)  em meio

MS-C s6lido, suplementado com Kin (2,5 pM).

Observou-se que houve uma diminuigéo gradativa no pe
50 fresco de calos do cultivar II em funcdo do aumento da  concen
tracao de Manganeés no meio de cultura, ou séja, as concentragoes
de IAA adotadas ndo foram capazes de reverter o efeito tdxico de
Manganés (Fig. 21). Notou-se no entanto, uma Unica excessio; hou
ve uma reversao de inibigéo.de crescimento das células em meio de

cultura contendo 60 uM de IAA na presenga'de 2,0 mM de Mn, Isto'sg

gere que 60,0 JM de TAA é capaz de reverter o efeito toxico de 2,0
'mM de Mn em equilibrio com outros componentes do meio MS-C. E pos

sivel que a adigao de concentragoes mais elevada de IAA possa = vre

s - _——— e .. L - . - - PR R b
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8. Selegao de CTones'ce?u1ates tofetantes ao Excesso de Mn

8.1. To]etancia de Seils Cultivares de Cenoura ao Gradiente de Concen

tragdo de Manganes

7 A tolerancia de seis cultivares de cenoura a um gradien
te de concentracgac de Manganés (0,025; 0,053 0,075 0,13 0,5; 1,0,
é,G; 4,0 e 8,0 mM) foi comparado em meio s8lido M5-Cm, suplementado
com 10,0 uM de NAA e 2,5 uM de Kin. Houve uma nitida diferenga de
tolerdncia entre os seis cultivares testados devido a presenga de

Manganés (Tabela 6). Estes resultados podem ser facilments compara

dos observando-se a Figura 22.

0 cultivar VII foi o mais tolerante aos niveis de Man
ganes adotados,lapresentando um peso fresco médio de 1, 53 g no gra
diente de Manganés empregado. Para os demais cultivares os pesos
frescos médios forém os seguintes: cultivar II (0,81 gl; cultivar.IV
(0,71 gl cultivar V t0,53 g); cultivar VI (0,ullg) e cultivar VIII
(0,18 g). | ’

A concentragdo maxima de Manganes nos tecidos de  tres
cultivares analisados foi a seguinte: cultifar VII (21.233 ppm a
8 mM de Manganés), cultivar II (8.733 ppm a 4 mM de Manganés) e cul
tivar V (4.278 ppm & 2,0 mM de Manganés). A dosagem de Manganés nos
tecidos destes trés cultivares submetidos a um nivel de 2,0 mM de
Manganes, apresentou bs valores de 7.233 ppm, 5.320 ppm e 4.278 ppm,
respectivamente para os cultivares VII, II e V (Fig. 23). Estes re
sultados demonstram mais uma vez que o cultivar VII & o mais toleran
te a niveis elevados de Manganés no meio de cultura, uma vez que a
presentou maior crescimento de calos na presenca de elevados niveis
%h@ﬁg@nms'@e Manganes nos tecidos. O cultivar II, que apresentou um

erescimento logo abaixo do cultivar VII, também mostrou teores endd
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goes do efeito de toxicidade devido a um gradiente de'concentrag§o de
Manganés no meio de éulturé, realizados pelo crescimento dos tecidos
de calos, deﬁonstraram a mesma tendeéncia quando comparados com as ané
- lises de concentracces de Manganes endbgenas nos tecidoé. Acredita-se
que o principal mecanismo.envolvido na maior tolerancia do cultivar
VII a niveis elevados de Manganés nos tecidos seja através da comple
xagao com compostos organicos. A formagao destes complexos tem sido
bastante discutido na literatura (Hiatt, 1967; Bremmer, 1967 e Steven

son e Ardakani, 1972).

' Uma outra forma de imobilizacio do excesso de Manganes
nos tecidos seria a formagido de complexos inorganicos. Sabe-se que
Calcio, Magnésio, Fosforo e Silicio imobilizam Manganes na solucao
dos solos. Os teores de Calcio e Magnésio nos tecidos  demonstraram
uma tendencia de diminuicaoc com o aumento de Manganes no meio de  cul
tura. Isto pode sugerir uma competigao pelo mesmo sitio ativo de ab
sorcao entre Manganés x Cilcio e Magnésio. Por outro ladoy o teor
de Fésforo nos tecidos aumentou com o gradiente de Manganés no meio
de cultura. FE possivel que este aumento de Fosforo nos tecidos seja
‘um outro mecanismo para imobilizar Manganes nOS'tecidos; diminuindo

seu efeito toxico.

0 cultivar ViII nao apresentou crescimento de calos sa
tisfatoric no meio de cultura utilizado fMS-Cm, suplementado com 10,0
PM de NAA e 2,5 uM Kin) portanto nao mostrou nenhuma resposta aos ni
veis de Manganes empregado. Nota-se que existe uma diferenga entre os
cultivares de cenoura utilizados quanto ao nivel &timo de Manganés pa
ra o crescimento de  calos: cultivar VII (0,5 mM); cultivar II (0,1
mM Mn); cultivar IV (0,05 mM Mn); cultivar V (0,075 mM Mn) e cultivar
VI (0,5 mM Mn) (Tabela 6, fig. 22).

8.2. Indugao e Selegao de Clones Mutantes



mutagdo génica e possivelmente permitir o isolamentc de clones tole
rantes do cultivar II a niveis elevados de Manganés. Inicialmen-
te procurou-se conhecer a melhor concentragao e tempo de exposicao

- deste mutagenico para as células em suspensao do cultivar II.

Em um primeirc experimento, as células foram expostas

ao EMS durante 6 horas nas seguintes concentragdes: 0,0; 10"3;10-4;
-5; 18“8 e.10_7 M. Os resultados destes tratamentos aparecém na

Figura 24. Nota-se que as concentracdes 107% ¢ 107" M de EMS foram

10

toxicas, pois os pesos frescos de calos derivados das células trata
das foram inferiores aos do controle em toda a. faixa de concentragao
de Manganes testada (Tabela 7).

Os calos derivados dos tratamentos 10"5; 107% e 1077 M

EMS tivefam pesos frescos semelhantes, porém superiores ao controle
(sem EMS), bem como as respectivas relagoes de crescimento (Tabela
7). Os clones derivados de cada concentfagao de Manganes a partir
das células tratadas com 10_5 M EMS apresentaram melhor aspecto de

cor e textura em relagao aos calos derivados de 10“6 e 10“7 M de

EMS. O tratamento de 10-5

EMS foi capaz de induzir maior peso fres
co de calos nas concentragdes mais elevadas de Manganés (28 e 32 mM)
{Tabela 7, Fig. 25). Os calos derivados das ceélulas tratadas com
10"7 M de EMS apresentarém um crescimento maximo (peso fresco) na
concentracio de 8 mM Mn. De cada concentragdo de Mangands, clones
celulares foram derivados e posteriormente tranéferidos para meio
de cultura visando diferenciagdo de embrides somaticos na presenga

dos niveis de Manganeés respectivos.

Um segundo experimento de EMS foi montaao, no qual as

células em suspensao (cultivar II) foram tratadas durantes 12 horas

. ~ e -5
na presenga das seguintes concentragoes deste mutagenico:0,0; 10 73

-7, .~-8 -9

10"5; 1075 10 e 1077 M.0s calos derivados destas. celulas trata
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calos oriundos do tratamento ;LO“6 m EMS, apresentaram maior cresci

mento de calos, conforme pbde ser visto pelos valores de peso fres
co médio e pelas médias da rélagéo de crescimento (Tabela 8). Os
.clonés celulares que proliferaram nos diferéntes niveis de Manga
nes foram transferidos para meios de éultura indutor contendo as
concentracbes respectivas de Manganés, visando a obtengdo de plan
tas.

Baseando~se nestes dois experimentos pode-se con
cluir que-10-5 M EMS durante 6 horas, ou 10 ° - 1077 M EMS por 12

horas sio recomenddveis para experimentos de indugaoc de mutagao a

partif de células em suspensao do cultivar II. A maior pralifera
cio de calos a partir de células em suspensao submetidas a um gra
diente de concentfagao de Manganes (MS-C) fol obtida em tecidos de
rivados dos tratamentos com 18-6 M de EMS durante 12 horas (pesc
fresco médio de 1,34 g). a

. . . - 7
‘Num terceiro experimento a incubagao de 1,6 x 10 ce

® M EMS durante 6 horas, permitiu o iso

lulas do cultivar II em 10
lamento de varios clones celulares selecionados na presenga de .ni
veis crescentes de Méngémés (Fig. 27). O ndmero médio de colonias
(clones) formados nos tratamentos de Manganés de 0,025; 0,075; 0,5
e 2,0 mM foram semelhantes (em torno de 30 coldénias). Ao nivel de
8 mM Mn, foram isolados, em média de 3,7 colonias tolerantes a eg
te nivel de Manganes no meio de cultura (Tabela 9). O efeito do
tratémento com EMS pode ser avaliado quando se compara a obtengao

de clones tolerantes a Manganes, a partir de células em suspensao
do cultivar II, tratadas e nao tratadas.com este mutagénico. Célu
' las ndo submetidas ao EMS permitiram o isolamento de clones somen
te até o nivel de 4 mM Mn (Tabela 6, enquanto que utilizando-se
10"° M de EMS/6 horas foi poséivel isolar clones até 8 mM de Mn

(Tabela 9). Estes dados ndo podem ser comparados éom'os valores






TABELA 9 - Numero de colonias

(calos) do cultivar II, formados .a

pos tratamento com 1Of5M EMS por 6 horas cultivadas em
meio MS-Cm,durante 60 dias, submetidas a um gradiente
de concentragao de Mn*2
Conc. Placa n? '
MEDIA
Mn
(mM) 1 2 3 4
0,025 17 36 27 5% 33,7
0,075 62 13 25 # 33,3
¢,500 30 18 27 27 25,5
2,000 33 19 55 16 30,7
8,000 1 3 7 * 3,7

* Contaminagao.



tura utilizado foi MS-C e nao MS-Cm. Clones tolerantes a niveis éh
cima de 8 mM ég Mn possivelmente poderiam ser também isclados, no
entanto em todos os experimentos utilizando~se o cultivar II em
.meio MS-Cm, o nivel miximo de Manganés utilizado foi 8 mM. Os clo
nes derivados deste expefimento foram transferidos para meio condi
cionante (MS-C - 3,5 uM 2,4-D) por 15 dias e transferidos novamen
te para meio indutor (MS-C sem reguladores de crescimente). - Em
brides e plantletes destes clones tolerantes a nivels elevados de
Manganés,. assim que regenerados deveractser, submetidos a testes

finais de vasos e campo.



V ~ CONCLUSUES

Verificou-ée que o método de esterilizagaoc externa mais
eficiente e que permite melhor proliferagdo de calos, foi a raspa
gem da epiderme da‘raiz seguido de imersio em solugao de 2,6% de
hipoclorito de sddio durante 30 minutos. Os calos obtidos foram o

riundos predominantemente da regido do floema secundario.

Dos meios dé cultura testados, visando indugdo de calos
de 8 cultivares a partir de segmentos de raiz, verificou-se que o
‘meio MS-C suplementado com § uM de 2,4-D e Kin permitiu uma indu
gao oOtima de calos para os cultivares IV, V e VII. Para os culti-
vares II e IIT a melhor combinagao foi 10 uM 2,4-D e 2,5 uM  Kin.
Para o cultivar I o melhor érescimento foi obtide com 1 uM 2,4-D e
2,5 pM Kin, enquanto que para o cultivar VI foi 1,6 pM 2,4-D e 5,0
BM Kin. Finalmente para o cultivar VIII, a melhor combinagdo foi
Z,QJyM 2,4-D e 5,0 uM Xin. As exigéncias dos cultivares tratados
para adigao exOgena de fitorreguladores pode ser resumida da se
guinte forma: a) 2,4-D 1,0 uM (cultivares I e VI); 2,5 uM (culti
var VIII); 5,0 uM (cultivares IV, Ve VII) e 10,0 uM (cultivares .
IT e III). b) Kin 2,5 M (cultivares, I, II e III); 5,0 uM (culri

vares IV, V, VI, VII e VIII).

Para estabelecimento de cultura de células em suspehs&o, )
a ﬁartir de calos do cultivar II, notou-se a necessidade de 2,5 uM
Kin na presencga de 2,4-D (5,0 uM) ou NAA (10,0 AM). A adicdo  de
hidrolisado de caseina (2 g/l1) ndo melhorou o crescimento de cély

las em meio liquido. A concentracio inicial do indculo deve  si

tuar-se entre 104 - 105 células/ml. Para manutengao das cultura
liquidas, a adigdo de 30% de meio liquido a cada 2 ~ 3 dias foi
suficiente para manter a viabilidade e o crescimento das células

em suspensao. Utilizando o meio MS-C suplementado com 10,0 uM NAA,



2,5 pM Kin, foi encontrado que a densidade maxima permitida € de.

1,25 x 10° células/ml.

‘A obtencdo de calos a partir de células em  suspensao
apresentou maior peso fresco de calos quando se utilizou o meio
MS-C suplementado com Kin/NAA na concentragao de 5,0/2,5 pM. Sub
cultura periddica a cada 4 semanas garantiu uma Otima  manuten

gao de calos obtidos.

A fonte MnCl, permitiu maior peso fresco de calos (cer
ca de 30%) quando comparado com a fonte MnSOu, na faixa de concen
tragao de 0,1 a 32,0 mM. O aumento da inibigao de crescimento de
calos foi proporcional ao aumento da concentracao de Manganes prg
éente no meio de cultura para ambas as fontes. No entanto, os te
cidos cultivados na presenga de Mn30, apresentaram maior teor en

dogeno de Manganes.

A faixa de pH inicial testada, nao apresentou altera
¢30 na disponibilidade de Manganés. O pH final oscilou de acordo
com 0s pescs -frescos finais dos calos obtidos nos diferentes tra

tamentos de Manganés.

A modificacdo mais favoravel dé meio MS-C que permitiu
maior disponibilidade de Manganes foi: 0,125 mM P, 0,3 mM Ca =~ e
0,75 mM Mg. Com esta modificacdo, o nivel 0,1 mM Mn permitiu oti
mo crescimento de calos para o cultivar II e a concentracao de 8
mM Mn foi completamente inibitdria. Essa modificagao do meio de
cultura permitiu maior liberacdo de Mn+2, permitindo diminuir o

gradiente de Manganes de 0,1 a 32,0 mM para 0,025 a 8,0 mM.
0 processo de esterilizagac do meio de cultura por fil
_tro de membrana permitiu menor imobilizagao de Manganes , conse
2.

; . . ~ .
quentemente maior liberagao de Mn .

Das concentracoes de IAA testadas 1 a 60 uM,; somente
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do gradiente de concentragao de Manganés adotado (0,1 a 12,0 mM} .

Dos seis éultivares de cenoura estudados o cultivar VII
foi o mais tolerante ao gradiente de Manganés adotado (0,025 a 8,0
mM) , apresentando um peso fresco médio de 1,59 g/calo contra 0,41

g/calo do cultivar‘VI, © menos tolerante.

Considerando o'peso fresco médio, dos calos no gradiente
de Manganes adotado, os seis cultiﬁares estudados apresentaram to
lerancia a este elemento na seguinte ordem: VII (1,59 g), II (0,81
g)y IV (0,72 g), V (0,53 g) e VI (0,41 g). A anilise do teor de
Manganes nos tecidos desenvolvidos em meio de cultura contendo 2
mM Mn, revelou que o cultivar VII foi o mais tolerante (7-233 ppm),
seguido do cultivar II (5.320 ppm) e V (4.278 ppm). Portanto o
cultivar VII que apresentou maior peso fresco de calos, foi também
© que tolerou maiores teores de Manganeés enddgeno em todo o gradi
ente de Manganes utilizado. O cultivar I, que foi o segundo mais
tolerante ao éradiente de Manganes no meio de cultura, taﬁbém apre
sentou téores endogenos de Manganes logo abaixo dos teores encon

trados no cultivar VII.

Pode-se concluir que a avaliac3o de crescimento de ca
los (peso fresco ou indice de crescimento) & vilido para  estudos

de tolerancia/suscetibilidade a niveis elevados de Manganes.

Na incubagao de EMS durante 6 horas, as concentragces de

de 1073

e 107* M foram toxicas para as células em Suspensao do
“cultivar 1I, enquanto que as concentragoes 10—5, 10—6 e 19“7 M EMS

s8ao recomendadas.

0 tratamento de 1,6 x 107/ c&lulas com 10°° M de  EMS,
subdividido em 20 aliquotas permitiu o isolamento de clones  tole

rantes a 2,0 e 8,0 mM Mn.



VI - RESUMO

Tecidos de cenoura foram obtidos da regiao do floema

 secunddrio de raizes adultas de oito cgltiﬁar@s a fim de testar a
tolerancia/susceptibilidade a niveis elevados de Mangands. Os cul
tivares estudados apresentavam diferencas quanto a exigencia de re
gulad@res de crescimento para indugao de calos. Culturas liquidas

foram obtidas a partir de um indculo inicial de 10% - 10% células/

ml. A concentragao maxima de c€lulas em suspensao foi de 1,25x1@5
células/ml, com renovagao de 30% de meio de culitvra a cada 2 - 3

dias .

A fonte MnCl2 permitiu maior peso fresco dos calos
quando se empregou urpa faixa de concentragao de Manganés de 0,1 a
32,0 mM. A fonte MnSO, determinou maior teor de Manganés end§g§
no nos tecidos. Nao foi cbservada diferenca de crescimento em fun
¢cao do PH inicial. A adigao de 1,0 a 60,0 FM de IAA nao alterou
os resultados de crescimento de calos na presenca do gradiente de
concentragao de Manganes. A reducdo nos teores de Fdsforo, Cialcio
e Magnésio do meio de ciultura inicial, permitiu maior disponibili
dade de Manganeés. Adotando-se este meio modificado, a faixa de
cohcentragéo de Mangan@s, onde os tecidos dos cultivares estudados

apresentaram variagoes de tolera@ncia/ susceptibilidade, foi de

0,025 e 8,0 mM.

0 cultivar VII (meio comprida precoce, IAC-2787), a
presentou tolerancia 'a 8,0 mM de Manganés presente no meio de cul
tura modificado. Este cultivar apresentou o maior teor de Manga
nes nos tecidos (21.233 ppm) na presenga de 8,0 mM de Manganés no
meio de cultura, |

A utilizacao do Etil Metano Sulfonato (EMS'lUfG M/12

horas), permitiu selecionar clones de c€lulas do cultivar II mais
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mo cultivar nao tratadas com este mutagénico. Quando se - tratou

1,6 x 107 células do cultivar IT com 107 °

M de EMS/ 6 h, foram sele
cionados clones tolerantes a 8,0 mM de Manganés em contraste aos
clones tolerantes a 4,0 mM de Manganés derivados de células nao tra

tadas.



VII - SUMMARY

Carrot tissue were cobtained from the secondary phloem
region of adult rocots from eight cultivars in order to test the

" tolerance/susceptibility to high levels of manganese.The cultivars
studied showed differences in reguirements of growth regulator
for induction of callus. Ligquid cultures were obtained from an

5 cells/ml. The maximum concentration

ihitial inoculum of qu - 10
of cells in suspension was 1.25 x 10° cells/ml, with renewal

of 30% of culture medium at 2 - 3 days interval.

The MnC12 as source.of Mn allowed higher fresh Weight
of callus when the concentration of manganese was between 0.1 to
32.0 mM. The MnSO, as source of Mn gave higher concentration of
endogenous manganese in the tissue. No differences in growth weré

observed due to the initial pH.

The addition of 1.0 to 60.0 pM of IAA did not change
callus growth when concentration of manganese was changed. The
reduction in the concentration of phosporus, Calcium and magnesium
in the initial-culture meéiuﬁ provided higher availability of
manganese. With this modified medium, the range in manganese
conceﬁtration in which the tissue of the cultivars studies showed

variation in tolerance/susceptibility, was from 0.025 to 8.0 mM.

The cultivar II (mid-lenght early, IAC-2787), showed
tolerance to 8.0 mM of manganese present in the culture medium
in which phosphorus, calcium and magnesium were reducéd. This
cultivar showed the highest concentration of Manganese in the

tissue (21.233 ppm in the presence of 8.0 mM of manganese).

6M EMS/12 hours),

The use of Ethyl Methane Sulfonate (10~
allowed selection of clones of cells of cultivar II more tolerant

(about four times mere) to manganese than cells of this same cul



cultivar Il were treated with 10*5 M of EMS/6 heurs, clones tolerant

to 8.0 mM of manganese were selected in contrast to clones tolerant

to 4.0 mM of manganese derived from untreated cells.
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