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RESUMO 

MAFESSONI, Leila Ines Wiggers. Enraizamento in vitro e aclimatação de 
microplantas de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Brancrof). 65 f. 
Dissertação (Mestrado em Agronomia) – Programa de Pós-Graduação em Agronomia 
(Área de Concentração: Produção Vegetal), Universidade Tecnológica Federal do 
Paraná (UTFPR). Pato Branco, 2023. 

A mandioquinha-salsa é uma hortaliça tuberosa que apresenta alto valor nutritivo e 
comercial, sendo o Brasil o maior produtor mundial. A propagação dessa espécie é 
realizada de forma vegetativa, que em muitos casos, apresenta problemas 
relacionados à sanidade das mudas, por permitir a propagação de doenças. Uma das 
alternativas encontradas, é a produção de mudas por meio da cultura de tecidos. Para 
tanto é necessário o estudo de protocolos de micropropagação eficaz. O objetivo 
deste trabalho foi determinar um protocolo de enraizamento in vitro de mandioquinha-
salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) cultivar BRS Rubia 41, visando 
estabelecimento da cultura ex vitro. Foram conduzidos quatro ensaios (ensaios1 à 4) 
de enraizamento in vitro e um ensaio de aclimatação (ensaio 5). No ensaio foi avaliado 
o enraizamento in vitro em resposta a cinco concentrações de auxina AIB (0,0; 3,0; 
6,0; 9,0; 12,0 mg L-1) e dois meios de cultura (B5 completo e B5 50% de concentração). 
No ensaio 2 foi avaliado o enraizamento in vitro em resposta a duas concentrações 
de AIB (0,0 e 2,5 mg L-1), dois meios de cultura (B5 completo e B5 50% de 
concentração) com e sem carvão ativado (1,0 g L-1). No ensaio 3 foi avaliado o 
enraizamento in vitro em resposta a cinco concentrações de auxina AIB (0,0; 3,0; 6,0; 
9,0; 12,0 mg L-1) com e sem carvão ativado (1,0 g L-1). No ensaio 4 foi avaliado 
enraizamento in vitro em resposta a diferentes combinações de AIB e BAP (0:0; 6:6; 
12:0 mg L-1 respectivamente). O ensaio 5 foi estudado a aclimatação ex vitro em 
resposta a diferentes composições de substrato (substrato Plantmax® + casca de 
carbonizada e substrato Plantmax® + pó de fibra de coco). As variáveis estudadas 
nos ensaios in vitro (1, 2 e 3) foram: número de raízes (NR), comprimento da maior 
raiz (CR), presença de calo (PC). No ensaio in vitro 4, além dos caracteres acima 
foram avaliados número de brotos (NB), número de folhas (NF) e altura de plantas 
(AP). No ensaio 5 ex vitro, os caracteres avaliados foram: número de folhas verdes 
(NFV), comprimento de parte aérea (CPA), número de raízes (NR), comprimento da 
maior raiz (CR), número de brotos (NB), número de folhas senescentes (NFS) e 
porcentagem de sobrevivência (%SOB). Os experimentos foram conduzidos em 
delineamento inteiramente casualizado e comparados pelo teste de Tukey a 5%. Para 
formação de calo, utilizou-se o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis. A redução de 
50% da concentração de sais do meio de cultura B5 não favorece o enraizamento. 
Deste modo, de acordo com este estudo para a cultura da mandioquinha-salsa o 
melhor meio de cultura para o enraizamento in vitro foi o B5 completo. O carvão 
ativado não contribui para um melhor enraizamento. A combinação do meio de cultura 
B5 completo com balanço hormonal 12:0 mg L-1 (AIB:BAP) propiciou maior número de 
raízes.  Entretanto, o comprimento das raízes obteve o melhor resultado em meio de 
cultura B5 completo sem adição de regulador de crescimento (0:0 mg L-1). Para 
aclimatação o melhor resultado foi obtido com o substrato Plantmax® + pó de fibra de 
coco, que apresentou maior taxa de sobrevivência, bem como maior comprimento de 
parte aérea, número de raízes e comprimento de raiz. 

Palavras-chave: mandioquinha-salsa; rizogênese, auxina, cultura in vitro; ex vitro. 



 

ABSTRACT 

Arracacia xanthorrhiza Bancroft is a tuberous vegetable that has a high nutritional and 
commercial value, with Brazil being the world's largest producer. The propagation of 
this species occurs vegetatively, which sometimes presents problems related to the 
health of the seedlings. One of the alternatives found is the production of seedlings 
through tissue culture. Therefore, it is necessary to study effective micropropagation 
protocols. The objective of this work was to determine an in vitro rooting protocol for 
parsnip (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) cultivar BRS Rubia 41, aiming at establishing 
an ex vitro culture. For that, four in vitro rooting tests (tests 1 to 4) and one 
acclimatization test (test 5) were conducted. In test 1, in vitro rooting was evaluated in 
response to five concentrations of AIB auxin (0,0; 3,0; 6,0; 9,0; 12,0 mg L-1) and two 
culture media (B5 complete and B5 50% of the concentration). In test 2, in vitro rooting 
was evaluated in response to two concentrations of AIB (0,0 and 2,5 mg L-1) and two 
culture media (B5 complete and B5 50% of the concentration) with and without 
activated charcoal (1,0 g L-1). In test 3, in vitro rooting was evaluated in response to 
five concentrations of AIB auxin (0,0; 3,0; 6,0; 9,0; 12,0 mg L-1) with and without 
activated charcoal (1 g L-1). In test 4, in vitro rooting was evaluated in response to 
different combinations of AIB and BAP (0:0; 6:6; 12:0 mg L-1 respectively). Trial 5 
studied was ex vitro acclimation in response to different substrate composition 
(substrate Plantmax® + rice husk; substrate Plantmax® + coconut fiber powder). The 
variables studied in the in vitro tests (1, 2 and 3) were: number of roots (NR), length of 
the largest root (CR), presence of callus (PC). In the in vitro test 4, in addition to the 
above characters, the number of shoots (NB), number of leaves (NF) and plant height 
(AP) were evaluated. In the 5 ex vitro test, the evaluated characters were: number of 
green leaves (NFV), shoot length (CPA), number of roots (NR), length of the largest 
root (CR), number of shoots (NB), number of senescent leaves (NFS) and percentage 
of survival (%SOB).The experiments were conducted in a completely randomized 
design and compared using Tukey's test at 5%. For callus formation, the Kruskal-Wallis 
non-parametric test was used. The 50% reduction in the concentration of salts in the 
B5 culture medium does not favor rooting. Thus, for the culture of parsnip, the best 
culture medium for in vitro rooting is whole B5. Activated charcoal does not contribute 
to better rooting. The combination of whole culture medium B5 and hormone balance 
12:0 mg L-1 provides a greater number of roots. However, for root length, the best result 
is the same culture medium, but without growth regulator (0:0 mg L-1). For 
acclimatization, the substrate + coconut fiber was the best, where it presents the best 
performance both in terms of survival rate, as well as shoot length, number of roots 
and root length. 

Keywords: arracacha; rhizogenesis; auxin; in vitro culture; ex vitro. 
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1 INTRODUÇÃO 

A mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) tem origem nos 

Andes, e apresenta alto valor nutritivo e comercial, sendo excelente fonte de 

carboidratos para dieta humana. Suas raízes tuberosas, são fonte de vitaminas, 

minerais e principalmente amido (CASTANHA et al., 2018; LODOÑO-RESTREPO et 

al., 2018). É uma cultura que vem ganhando espaço nas indústrias alimentícias 

(LEONEL et al., 2016; LODOÑO-RESTREPO et al., 2018; SILVA et al., 2021), e 

recentemente, vem sendo estudada na fabricação de produtos como lâminas de 

plásticos (CHUIZA-ROJAS; RODRÍGUEZ-BASANTES; BRITO-MOÍNA, 2020) e 

biofilmes (PÉREZ, 2019), aumentando sua aplicação industrial, e elevando, assim, 

sua importância e necessidade de cultivo (CASTANHA et al., 2018). 

O Brasil é o maior produtor mundial do tubérculo, seguido pela Colômbia, 

Venezuela, Peru, Equador e Bolívia, (MADEIRA et al., 2021). A produção brasileira é 

de 250 mil toneladas ano-1, em aproximadamente 20 mil hectares cultivados 

(MADEIRA et al., 2021). Isso resulta em uma receita anual de 2 bilhões de reais, 

gerando empregos para mais de cinco mil famílias (ALENCAR, 2018). As expectativas 

com a cultura são promissoras, pois cada vez mais áreas estão sendo destinadas ao 

seu cultivo (MACEDO, 2019), o que resulta em uma maior demanda pela produção 

de mudas com qualidade. 

A propagação via sementes não é viável em escala comercial, uma vez que 

suas sementes possuem baixa taxa de germinação. Desta forma, a propagação é feita 

vegetativamente, através de mudas. A principal dificuldade deste tipo de propagação 

é devido a qualidade destas que geralmente apresentam problemas relacionados à 

fitossanidade. Mudas com baixa qualidade agronômica, genética e fitossanidade, 

afetam o desenvolvimento e o rendimento potencial da lavoura (SOLANO et al., 2022). 

Com isso, a busca por estratégias de desenvolvimento de mudas de mandioquinha-

salsa livres de agentes patogênicos e de maior qualidade genética e fitossanitária tem 

sido alvo de estudos na cultura (MATOS et al., 2015; VITAMVAS et al., 2019; SOLANO 

et al., 2022). Uma das alternativas encontradas, é a produção de mudas através da 

técnica de cultura de tecidos vegetais. 

A cultura de tecidos vegetais, também conhecida como cultura in vitro, refere-

se a uma técnica biotecnológica de cultivar células e tecidos vegetais, de forma 

asséptica sob condições físicas e químicas controladas (ALVES et al., 2008). Esta 
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técnica permite rápida multiplicação do material vegetal, produzindo plantas sadias a 

partir de um único indivíduo em curto período (SOUZA; SOUZA, 1986). Diversos 

explantes podem ser utilizados para se iniciar a propagação in vitro de plantas, mas 

os ápices caulinares, gemas axilares e meristemas isolados são os explantes mais 

indicados (ARAÚJO; CARVALHO, 2005). A cultura de meristemas é a mais utilizada 

quando se busca a obtenção de plantas livres de agentes patogênicos (TORRES; 

CALDAS; BUSO,1998).  

Entretanto na cultura de tecidos, cada espécie vegetal possui um protocolo 

específico, visando o sucesso de sua propagação. Escolha do meio de cultura, 

reguladores de crescimento vegetal, bem como as concentrações dos reguladores e 

dos componentes do meio de cultura impactam diretamente no desenvolvimento do 

explante (ANDRADE, 2002). Alguns trabalhos apresentam resultados satisfatórios 

com o cultivo in vitro de mandioquinha-salsa, contudo, não há protocolos bem 

estabelecidos, principalmente na fase de enraizamento e aclimatação (MADEIRA, 

2004; CANDIDO, 2022), o que dificulta a produção em escala comercial de clones. 

Desta forma, estudos para estabelecer protocolos de enraizamento in vitro e 

aclimatação desta cultura são necessários. 

1.1 Objetivos 

1.1.1 Objetivo geral 

Determinar protocolo de enraizamento in vitro de mandioquinha-salsa visando 

o estabelecimento da cultura ex vitro. 

1.1.2 Objetivos específicos 

Verificar o efeito de diferentes concentrações da auxina AIB no enraizamento 

in vitro de mandioquinha-salsa; 

Verificar se há diferenças nas proporções do meio de cultura básico B5 

completo e 50% da concentração no enraizamento das plantas in vitro de 

mandioquinha-salsa; 

Constatar a eficácia do carvão ativado no enraizamento de mandioquinha-

salsa;  
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Identificar a combinação favorável de meio de cultura e reguladores de 

crescimento vegetal para o desenvolvimento e estabelecimento de plantas de 

mandioquinha-salsa ex vitro. 

Identificar a melhor composição de substrato para a sobrevivência das plantas 

ex vitro.   
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Origem e caracterização botânica da mandioquinha-salsa 

A Arracacia xanthorrhiza Bancroft, é popularmente conhecida no Brasil como 

mandioquinha, mandioquinha-salsa, batata-salsa e/ou batata-baroa (GOMES et al., 

2010). Originária das terras altas dos Andes (Colômbia, Venezuela, Equador, Peru e 

Bolívia) (LEBLANC et al., 2008), possui boa adaptação a regiões com elevada altitude, 

temperaturas médias anuais entre 15 e 18 ºC. No Brasil, os primeiros registros da 

cultura foram em 1907, no estado do Rio de Janeiro (MADEIRA et al., 2021).  

A mandioquinha-salsa é uma planta dicotiledônea, da ordem Umbellales (ou 

Apiales), família Apiaceae (antiga Umbelliferae). Foi descrita botanicamente pela 

primeira vez em 1825, sendo considerada uma raiz comestível e uma das plantas mais 

antigas cultivadas na América do Sul (HERMANN, 1997). É uma planta perene, que 

raramente atinge a fase reprodutiva, pois a colheita é realizada ao final do estágio 

vegetativo, antes do florescimento (MADEIRA et al., 2021). 

A planta possui uma estrutura chamada de coroa, que consiste no conjunto 

da parte aérea. O caule é cilíndrico e rugoso, na parte superior saem ramificações 

curtas denominadas rebentos, filhotes, cormelos ou propágulos. Geralmente, entre 10 

a 30, dos quais são emitidas as folhas com formato penatissecto. Na parte inferior da 

cepa, saem as raízes tuberosas, que constituem a parte comercializável. Podem ser 

alongadas, cilíndricas ou cônicas, com coloração variando de branco a amarelo-

intenso ou púrpura-escuro, dependendo do clone (SANTOS; MADEIRA, 2008). 

A flor é em forma de umbelas, que juntas compõem a umbela composta 

(inflorescência), formadas em diferentes épocas. Em condições adequadas 

(temperatura ou umidade relativa ideal), a cultura floresce e produz sementes viáveis 

(LOPES, 2009). Apesar de produzir sementes viáveis, estas apresentam baixa taxa 

de germinação e vigor, dificultando a sua produção em escala comercial, sendo assim, 

a propagação é realizada de forma vegetativa (SANTOS; MADEIRA, 2008; SOLANO 

et al., 2022).  

A Embrapa (Empresa brasileira de pesquisa agropecuária) possui três 

cultivares de mandioquinha-salsa lançadas, desenvolvidas através de melhoramento 

genético, que possuem registro no Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento 

– MAPA (FAYAD et al., 2018). A Amarela de Senador Amaral, a BRS Catarina 64 e 

BRS Rubia 41. Segundo Carvalho, Madeira e Silva (2018) mais de 90% da área 
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plantada no Brasil é ocupada pela cultivar Amarela de Senador Amaral, por possuir 

alta produtividade e precocidade. Entretanto Madeira (2018), ressalta que tanto a BRS 

Rúbia 41 quanto a BRS Catarina 64 possuem produtividades de 60% a 80% maiores 

que a Amarela de Senador Amaral.  

A Empresa de Pesquisa Agropecuária e Extensão Rural de Santa Catarina 

(EPAGRI) possui as cultivares CS380 INCA e SCS381 COQUEIRAL, que apresentam 

grande potencial, podendo até substituir as cultivares tradicionais, pois entre outras 

características como adaptabilidade, apresentam maior potencial produtivo que as 

tradicionalmente cultivadas (EPAGRI, 2008; NUNES et al., 2023). 

Plantas da cultivar BRS Rubia 41 possuem arquitetura ereta, com um porte 

mediano entre 40 e 50 cm. Possui uma característica em seu pecíolo que permite sua 

distinção de outras cultivares, uma coloração vermelha violácea do pecíolo, sendo a 

região da base púrpura e na inserção dos folíolos verde. Suas raízes são cônicas 

cilíndricas com comprimento médio de 15 a 20 cm e sem muitas reentrâncias, 

apresenta coloração amarela (EMBRAPA, 2015).  

A cultivar utilizada foi a BRS Rubia 41, é originada por meio de seleção de 

clones (EMBRAPA, 2015). Sua vantagem segundo estes é que possui um maior 

potencial produtivo, o que gera interesse por parte dos produtores. Sua propagação é 

realizada por meio de rebentos, comumente utilizados para a cultura. 

2.2 Importância econômica da mandioquinha-salsa 

A mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft), é uma importante 

fonte de vitaminas, principalmente pela composição de suas raízes que contém 

Vitamina A, vitaminas do complexo B (niacina, tiamina, riboflavina e piridoxina), e 

minerais como cálcio, fósforo, magnésio e ferro (ROCHA et al., 2008; ALENCAR, 

2018). Contudo, apesar de apresentar boas quantidades de vitaminas e minerais, 

ganha destaque pelas altas concentrações de amidos, chegando a cerca de 80% 

(ROCHA et al., 2008; CASTANHA et al., 2018; LODONO-RESTREPO et al., 2018).  

Característica que faz com que a mandioquinha-salsa venha ganhando cada 

vez mais espaço no mercado alimentício. O amido contido nas raízes pode ser fonte 

de carboidratos para dieta humana, consumido in natura ou servir para indústria 

alimentícia na produção de pães, biscoitos, chips etc. (LEONEL et al., 2016; 

LODONO-RESTREPO et al., 2018; SILVA et al., 2021), e até mesmo ser utilizada para 

fabricação de outros produtos como lâminas de plásticos (CHUIZA-ROJAS; 
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RODRÍGUEZ-BASANTES; BRITO-MOÍNA, 2020) e biofilmes (PÉREZ, 2019), o que 

eleva sua importância econômica. 

Vários países apresentam produção significativa do tubérculo incluindo 

Colômbia, Venezuela, Peru, Equador e Bolívia, sendo o Brasil o maior produtor 

mundial (EMBRAPA, 2021). O Brasil produz cerca de 250 mil toneladas ano-1, em 

aproximadamente 20 mil hectares cultivados. Vários estados brasileiros produzem a 

mandioquinha-salsa, sendo que Minas Gerais é o maior produtor (68 mil t), seguido 

por Paraná (30 mil t) e Santa Catarina (16 mil t), entre outros. Contudo, a produção 

brasileira não supre a demanda pelo tubérculo, o que resulta em um mercado ainda 

crescente (EMBRAPA, 2021). 

Segundo Macedo (2019), a cada ano, as áreas agrícolas com cultivo de 

mandioquinha-salsa crescem, e com isso o interesse dos produtores por novas 

tecnologias e sistemas de cultivos, além de boas práticas de cultivo e manejo, a fim 

de aumentar também a produtividade da área plantada. Uma das principais práticas 

de manejo desejáveis, é a produção de mudas de boa qualidade genética e 

fitossanitária, fator limitante da produtividade (SANTOS; MADEIRA, 2008; FAYAD et 

al., 2018).  

 

2.3 Propagação da mandioquinha-salsa: produção de mudas 

A propagação sexuada, ou seja, por meio de sementes, não é viável em 

plantios comerciais, devido à baixa taxa de germinação destas sementes, além da 

desuniformidade que apresenta a população de plantas oriundas de sementes 

(MADEIRA et al., 2021). 

Portanto, a propagação da mandioquinha-salsa, é comumente realizada de 

forma vegetativa, a partir de mudas (SOLANO et al., 2022). A produção de mudas 

para formação de novas lavouras comerciais é a fase mais importante do processo de 

produção de mandioquinha-salsa (SANTOS; MADEIRA, 2008; FAYAD et al., 2018). 

As mudas são obtidas através de rebentos, que são produzidos na parte superior e 

lateral da coroa da planta-mãe. Nesta etapa, é importante conhecer a morfologia da 

planta, pois, na coroa encontram-se mudas (rebentos) em diferentes idades 

fisiológicas. Recomenda-se o uso de rebentos mais jovens, os quais resultam em 

plantas com maior vigor e melhor pegamento. Mesmo com a seleção dos rebentos 
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mais jovens, estes devem ser separados por idade fisiológica (tamanho), a fim de 

manter a uniformidade da lavoura (SANTOS; MADEIRA, 2008; FAYAD et al., 2018). 

Na propagação vegetativa, é comum ocorrer uma carga considerável de 

patógenos degenerativos, como bactérias, fungos, micoplasmas e principalmente, 

vírus (MADEIRA, 2004). Estes são transferidos da planta-mãe aos rebentos, gerando 

assim, mudas com baixa qualidade, afetando o desenvolvimento e o rendimento 

potencial da lavoura (SOLANO et al., 2022). 

Com isso, a busca por desenvolver mudas de mandioquinha-salsa livres de 

agentes patogênicos e de maior qualidade genética e fitossanitária tem sido alvo de 

estudos na cultura (MATOS et al., 2015; VITAMVAS et al., 2019; SOLANO et al., 

2022). Uma das alternativas encontradas, é a produção de mudas através da cultura 

de tecidos vegetais. 

2.4 Cultura de tecidos vegetais 

O termo cultura de tecidos, também conhecido como cultivo in vitro, refere-se 

a uma técnica biotecnológica de cultivar células vegetais, de forma asséptica sob 

condições físicas e químicas controladas. Permite o aperfeiçoamento das interações 

de fatores abióticos (nutricionais, luminosos, temperatura etc.) e de fatores bióticos 

(hormonais e genéticos) (ALVES et al., 2008).  

Esta técnica é fundamentada pela totipotência celular, a qual se refere à 

capacidade de uma célula vegetal possuir condições genéticas para se diferenciar e 

produzir um organismo completo idêntico à planta-mãe (TORRES; CALDAS; 

BUSO,1998). 

A cultura de tecidos é uma ferramenta que pode ser utilizada para diversas 

finalidades, como, auxiliar na base para a regeneração e obtenção de plantas 

geneticamente modificadas, conservação de espécies vegetais, obtenção de clones 

em escala comercial, além de produzir plantas livres de patógenos, principalmente 

vírus (EMBRAPA, 2006). Esta técnica vem sendo muito utilizada para propagação 

comercial de espécies vegetais, especialmente aquelas que apresentam problemas 

relacionados à fitossanidade de mudas.  

A propagação in vitro pode ocorrer por organogênese e a embriogênese 

somática, podendo ser de forma direta ou indireta (CONCEIÇÃO; CARMO; LIMA-

BRITO, 2021). Pela via indireta em ambos os processos, é necessária uma fase 

intermediária onde as células se desdiferenciam em uma massa celular de calos, a 
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partir da ação de reguladores vegetais específicos, auxinas e citocininas combinadas 

(NAMASIVAYAM, 2007). Assim o balanço hormonal entre auxinas e citocininas pode 

promover a formação de calo ou induzir a geração de brotos ou raízes (TAIZ et al., 

2017).  

No geral, os reguladores de crescimento, especialmente as auxinas e 

citocininas, desempenham um papel muito importante na micropropagação de 

plantas. As auxinas são geralmente utilizadas quando o propósito for o alongamento 

celular, a expansão dos tecidos e divisão celular (formação de calo), já as citocininas 

são utilizadas para estimular o crescimento e desenvolvimento de múltiplas brotações 

(PIERIK, 1990). 

Diversas são as fontes de explantes, desde raiz, folha, cotilédone, caule, 

meristema, entre outros. Entretanto, a cultura meristemas é a mais utilizada quando 

se busca a obtenção de plantas livres de agentes patogênicos, são utilizados ápices 

caulinares (meristemas) aliados a técnicas de termoterapia, quimioterapia e 

eletroterapia (TORRES; CALDAS; BUSO,1998). para propagação. Esta técnica 

permite rápida multiplicação do material vegetal, produzindo plantas sadias a partir de 

um único indivíduo em curto período de tempo, independentemente de local e estação 

do ano (SOUZA; SOUZA, 1986). 

Na cultura de tecidos, cada espécie vegetal possui um protocolo específico, 

visando o sucesso de sua micropropagação. A escolha do meio de cultura, 

reguladores de crescimento vegetal, bem como as concentrações dos reguladores e 

dos componentes do meio de cultura impactam diretamente no desenvolvimento do 

explante (ANDRADE, 2002). 

O carvão ativado é frequentemente utilizado na micropropagação vegetal, sua 

propriedade adsorvente pode modificar a composição do meio de cultura, por isso, em 

algumas circunstâncias, melhora ou regula o crescimento da planta in vitro. Dentre as 

vantagens com sua utilização estão: adsorção de compostos exsudados dos tecidos 

cultivados ou presentes no ágar; evitar o excesso de crescimento de calo; promover 

a formação de raízes, possivelmente devido à sua alta capacidade em reduzir a luz 

do meio de cultura (FIOR, 2007).  

O meio de cultura B5 (GAMBORG; MILLER; OJIMA, 1968) apresenta 

quantidades menores de sais minerais quando comparado ao meio de cultura MS 

(CLASSIC MURASHIGE; SKOOG, 1962) o qual apresenta elevada concentração de 

sais minerais, sendo bastante utilizado na morfogênese, cultura de meristema e 
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regeneração das plantas. Para leguminosas o meio de cultura SH (SCHENK; 

HILDEBRANT, 1972) possui uma maior utilização. Para a propagação de espécies 

lenhosas o meio de cultura Anderson (1978, 1980) é o mais utilizado, apesar do meio 

de cultura WPM – Wood Plant Medium (MC COWN, 1981) ser amplamente utilizado. 

Quando o objetivo desejado é o crescimento de calos in vitro o meio de cultura White 

(1951) é mais aplicado (PINTO, 2021).  

Alguns trabalhos de propagação in vitro de mandioquinha-salsa vêm sendo 

desenvolvidos: Matos et al. (2015) tentaram desenvolver protocolos para cultivo de 

mandioquinha-salsa in vitro, utilizando cinco cultivares oriundas da Venezuela, 

utilizando o meio de cultura B5 e MS associados ao regulador de crescimento ANA 

(Ácido Naftalenoacético). Os autores relataram que nenhum dos meios de cultura foi 

favorável ao crescimento de microplantas de mandioquinha-salsa quando utilizado 

gema apical como explante. Gonçalves (2019), avaliando o estabelecimento e 

desenvolvimento da cultura in vitro, encontrou resultados satisfatórios utilizando o 

meio de cultura B5 suplementado com BAP (6-Benzilaminopurina) e ANA e B5 sem 

reguladores de crescimento. 

Das etapas da micropropagação vegetal, destaca-se de suma importância as 

o enraizamento e a aclimatação. Ambas possuem efeito direto sobre a taxa de 

sobrevivência das microplantas no ambiente ex vitro. O processo de enraizamento de 

plantas propagadas in vitro é complexo, pois envolve fatores endógenos e exógenos. 

Cada espécie apresenta sua condição ótima de enraizamento, que pode ser 

promovida via reguladores de crescimento, carboidratos, carvão ativado, compostos 

fenólicos, além de condições ambientais ótimas (SOUZA; PEREIRA, 2007).  

A aclimatação, consiste em passar a plântula do ambiente in vitro para o 

ambiente ex vitro. Neste processo, a plântula precisa passar gradativamente, de um 

metabolismo heterotrófico para um autotrófico. Isso é realizado, em condições de 

umidade e luminosidade controladas (GONÇALVES et al., 2019), sendo que as 

condições ideais variam de espécie para espécie. 

Na fase de aclimatação das plantas, alguns fatores necessitam de cuidados 

indispensáveis para a eficiência do processo. Dentre eles, estão o tipo de substrato, 

controle de temperatura, umidade, luz, bem como a nutrição da microplanta. Essa 

passagem crítica, deve-se basicamente aos fatores de estresse hídrico, fotossíntese, 

absorção de nutrientes e fitossanidade (LONE et al., 2008; MORAES; CAVALCANTE; 

FARIA, 2002). 
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 Apesar de alguns trabalhos apresentarem resultados satisfatórios com o 

cultivo in vitro de mandioquinha-salsa, não há protocolos bem estabelecidos, 

principalmente na fase de enraizamento e aclimatação ex vitro (MADEIRA, 2004; 

CANDIDO, 2022), o que dificulta a produção em escala comercial de clones. Souza e 

Pereira (2007) apontam que ainda não se tem esclarecidos todos os mecanismos 

envolvidos no enraizamento in vitro, apesar de se saber que há muitos fatores 

relevantes como o genótipo, a juvenilidade, os níveis endógenos de auxina, 

compostos fenólicos e carboidratos. Desta forma, estudos para aprimorar o 

enraizamento in vitro são contribuições valiosas para viabilizar protocolos de 

micropropagação desta espécie.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Cultura de Tecidos e casa de 

vegetação do Departamento Acadêmico de Ciências Agrárias, Universidade 

Tecnológica Federal do Paraná, Pato Branco, Paraná. 

3.1 Material vegetal e preparo dos explantes 

As plantas matrizes de mandioquinha salsa, da variedade BRS Rubia 41 

oriundas da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária Hortaliças (EMBRAPA) 

foram colocadas para pré-brotação em casa de vegetação. As etapas de pré-brotação 

seguiram com o isolamento dos rebentos, com posterior corte em bisel, deixando 

cerca de 5 cm de base. Após foi realizada, lavagem em água corrente por 10 minutos 

e desinfestação em água sanitária a 10% por 10 minutos. Após esta etapa, os 

rebentos foram alocados em substrato Plantmax® em casa de vegetação, até que 

emitissem os primórdios foliares (Figura 1).   

 

Figura 1 – Pré-brotação dos rebentos de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) 
cultivar BRS Rubia 41. 

 
Fonte: Autoria própria (2022) 

 



14 

 

 

Os rebentos brotados foram transportados para o laboratório de cultura de 

tecidos vegetais. Estes passaram por duas etapas de desinfestação (MADEIRA, 

2004).  

Etapa 1: os rebentos foram cortados com 3 cm de base e 3 cm de pecíolo, e 

posteriormente lavados em água corrente por 10 minutos. Após esse processo, 

focaram imersos em etanol a 70% por 3 minutos, seguido pela imersão em solução 

de hipoclorito de sódio a 4% + 3 gotas de Tween 20 durante 20 minutos e posterior 

tríplice lavagem em água ultrapura estéril. Após esse procedimento, foi realizada uma 

nova redução de rebentos, cortando-os a 1 cm de base e 5 mm de pecíolo (Figura 2).  

Figura 2 –Desinfestação dos rebentos de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza 
Bancroft) cultivar BRS Rubia 41 em etanol a 70%, hipoclorito de sódio 4% e Tween 20. 

 
Fonte: Autoria própria (2022) 

 

Etapa 2: A segunda etapa de desinfestação foi realizada na câmara de fluxo 

laminar (CFL), com imersão dos rebentos em etanol a 70% por 1 minuto, e posterior 

imersão em solução de hipoclorito 2% + 3 gotas L-1 de Tween 20 por 3 minutos, 

seguido de tríplice lavagem em água ultrapura estéril. 

3.2 Introdução, propagação e multiplicação do material vegetal in vitro 

Após a etapa de desinfestação, com auxílio de pinça e bisturi esterilizados e 

estereomicroscópio foi realizada a extração do explante que consiste na gema apical 

com tamanho aproximado de 0,5 mm (Figura 3A). Posteriormente, para indução de 

brotações foi realizada a introdução dos explantes individualmente em tubos de ensaio 

contendo 15 mL de meio de cultura B5 (GAMBORG; MILLER; OJIMA, 1968) (Tabela 

1) + 3,0 mg L-1 de BAP + 1,0 mg L-1 de ANA, + 7 g L-1 de ágar, ajustado o pH para 5,8 

e autoclavado por 21 minutos.  
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Tabela 1 – Composição básica do meio de cultura B5. 

Componente 
Concentração dos componentes 

mg L-1 g L-1 

 Macronutrientes 

(NH4)2SO4 134 0,134 
KNO3 2500 2,5 
CaCl2. 2H2O 150 0,15 
MgSO4. 7H2O 250 0,25 
NaH2PO4. H2O 150 0,15 

 Micronutrientes 

MnSO4. H2O 10 0,01 
ZnSO4. 7H2O 2,0 0,002 
H3BO3 3,0 0,003 
Kl 0,75 0,00075 
NaMoO4. 2H2O 0,25 0,00025 
CuSo4. 5H2O 0,025 0,000025 
CoCl. 6H2O 0,025 0,000025 

 Fe-EDTA 

FeSO4. 7H2O 27,8 0,0278 
Na2EDTA 37,3 0,0373 

 Constituintes orgânicos 

Ácido nicotínico 1,0 0,001 
Piridoxina-HCl 1,0 0,001 
Tiamina-HCl 10 0,01 
Mio-inositol 100 0,1 
Sacarose 20000 30 

Fonte: Gamborg; Miller e Ojima (1968) 

 

Figura 3 – Introdução, propagação e multiplicação do material vegetal de mandioquinha-salsa 
(Arracacia xanthorrhiza Bancroft) cultivar BRS Rubia 41. A) Extração de gema apical; B) 
Introdução da gema apical em meio de cultura B5 para multiplicação; C) Microplantas 

multiplicadas e repicadas; D) Microplantas aptas a indução da rizogênese in vitro 

 
Fonte: Autoria própria (2022) 
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Os tubos foram isolados com folhas de alumínio, seguido de filme plástico, 

acondicionados em sala de cultura de tecidos com temperatura 20 °C ± 2 ºC, com 

fotoperíodo de 14h (Figura 3B). A cada 30 dias, foi realizada uma repicagem e troca 

de tubo de ensaio contendo o meio de cultura com mesma formulação para a 

multiplicação do material vegetal (Figura 3C). 

Após 30 dias da terceira repicagem (120 dias de cultivo), as microplantas 

medindo acima de 2,5 cm foram submetidas a condução experimental, conforme 

ensaios descritos no item 3.3. No processo de transferência para os meios de cultura 

dos respectivos tratamentos, agora em frascos, realizou-se uma limpeza das plantas 

através da remoção dos tecidos necrosados bem como remoção dos calos presentes, 

permanecendo apenas folhas verdes e dois brotos por microplanta (Figura 3D).  

3.3 Condução experimental 

3.3.1 Ensaio 1: Enraizamento in vitro  

O ensaio foi composto por dois meios de cultura (B5 completo e B5 50% da 

formulação), suplementados com cinco concentrações da auxina AIB (0,0; 3,0; 6,0; 

9,0; 12,0 mg L-1), com 3,0 mg L-1 de citocinina BAP. Adicionado 7 g L-1 de ágar, 

ajustado o pH para 5,8 e autoclavado por 20 minutos. O delineamento experimental 

utilizado foi inteiramente casualizado com dez repetições. Cada unidade experimental 

foi composta por um frasco com 4 microplantas.  

3.3.2 Ensaio 2: Enraizamento in vitro 

O ensaio foi composto por dois meios de cultura (B5 completo e B5 50% da 

formulação), e duas concentrações da auxina AIB (0,0 e 2,5 mg L-1), com ou sem 

carvão ativado (1,0 g L-1). Adicionado 7 g L-1 de ágar, ajustado o pH para 5,8 e 

autoclavado por 20 minutos. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente 

casualizado com dez repetições. Cada unidade experimental foi composta por um 

frasco com 3 microplantas. 

3.3.3 Ensaio 3: Enraizamento in vitro  

O ensaio foi composto pelo meio de cultura B5 completo, suplementado com 

cinco concentrações da auxina AIB (0,0; 3,0; 6,0; 9,0;12,0 mg L-1) com ou sem adição 

de carvão ativado (1,0 g L-1). Adicionado 7 g L-1 de ágar, ajustado o pH para 5,8 e 
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autoclavado por 20 minutos. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente 

casualizado com dez repetições. Cada unidade experimental foi composta por um 

frasco com 3 microplantas. 

3.3.4 Ensaio 4: Enraizamento in vitro  

O ensaio foi composto pelo meio de cultura B5 completo suplementado com 

três combinações diferentede auxina AIB e citocinina BAP (0:0; 6:6; 12:0 mg L-1, 

respectivamente). Adicionado 7 g L-1 de ágar, ajustado o pH para 5,8 e autoclavado 

por 20 minutos. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado 

com cinquenta repetições. Cada unidade experimental foi composta por um frasco 

com 2 microplantas. 

3.3.5 Ensaio 5: Aclimatação 

Após 30 dias de cultivo no meio de cultura do ensaio 4, as microplantas que 

apresentaram 2 cm ou mais de comprimento foram submetidas ao processo de 

aclimatação deste ensaio, sendo transplantadas para recipientes plásticos (volume 

120 mL) contendo duas composições de substratos: substrato Plantmax® + pó de 

fibra de coco (1:1) e substrato Plantmax® + casca de arroz carbonizada (1:1). O 

delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com cinquenta 

repetições. Cada unidade experimental foi composta por um copo plástico com 1 

microplanta. A irrigação foi realizada uma vez ao dia com solução nutritiva composta 

pelos mesmos nutrientes e concentração do meio de cultura B5. Durante 15 dias, as 

microplantas ficaram cobertas pela sobreposição de um recipiente plástico 

transparente, sendo retirado gradativamente, com objetivo de manter uma maior 

umidade nos primeiros dias para as microplantas (Figura 4). Em todo o processo de 

aclimatação as microplantas ficaram na sala de crescimento com temperatura 24ºC.   
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Figura 4 – Aclimatação de microplantas de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza 
Bancroft) cultivar BRS Rubia 41 

 
Fonte: Autoria própria (2022) 

 

3.4 Avaliações 

As avaliações foram realizadas nos ensaios in vitro (1, 2 e 3) após 30 dias, 

onde foram avaliados os caracteres: número de raízes (NR), comprimento da maior 

raiz (CR), presença de calo (PC). Para o ensaio 3 foi avaliada também a porcentagem 

de sobrevivência ex vitro. 

Para a variável calo, foram atribuídas notas: 0 para ausência de calo e 1 para 

presença de calo nas amostras avaliadas. Posteriormente, essas notas foram 

transformadas em percentual de formação de calo, e submetidas ao teste de 

comparação não paramétrico de Kruskal-Wallis. 

No ensaio in vitro 4, além dos caracteres acima citados foram ainda avaliados 

número de brotos (NB), número de folhas (NF) e altura de microplantas (AP).  

No ensaio 5 ex vitro, as microplantas foram avaliadas aos 30 dias após 

transplante, sendo avaliados os caracteres: número de folhas verdes (NFV), 

comprimento de parte aérea (CPA), número de raízes (NR), comprimento da maior 

raiz (CR), número de brotos (NB), número de folhas senescentes (NFS) e 

porcentagem de sobrevivência (%SOB).  
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3.5 Análise de dados 

Os dados foram submetidos à análise de pressupostos de homogeneidade de 

variâncias (Bartlett, p<0,05) e normalidade dos resíduos (Lilliefors, p<0,05). Quando 

os dados não atendiam estes pressupostos, foram submetidos a transformação. Após 

a verificação do atendimento, os dados foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA).  

O ensaio 2, foi analisado seguindo esquema trifatorial 2x2x2 sendo uso de 

carvão ativado (com e sem) x diferentes concentrações de AIB (0,0 e 2,5 mg L-1) x 

meio de cultura (B5 e ½ B5). Quando verificado efeito significativo da interação entre 

os fatores, as médias foram submetidas a teste de comparação de médias de Tukey, 

a 5% de probabilidade de erro. 

No ensaio 1 e 3, as análises seguiram em esquema fatorial 2x5: meio de 

cultura X dose de AIB e uso de carvão ativado x doses de AIB respectivamente. 

Quando verificado efeito significativo da interação entre os fatores, procedeu-se com 

análise de regressão para o fator quantitativo (doses de AIB) em função do uso de 

carvão ativado.  

No ensaio 4, foram testados efeitos isolados de tratamentos (6:6 e 0:0) uma 

vez que os demais tratamentos não se obtiveram microplantas sobreviventes. Quando 

verificado significância na ANOVA, as médias foram submetidas a teste de 

comparação de médias de Tukey, a 5% de probabilidade de erro. 

Todas as análises foram realizadas no software R v. 4.2.3 (R core 

development team, 2022), com auxílio dos pacotes ExpDes.pt (FERREIRA et al., 

2018) e nortest (GROSS, 2015). 
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4 RESULTADOS  E DISCUSSÃO 

4.1 Ensaio 1 – Enraizamento in vitro 

No presente ensaio, não se obteve diferença estatisticamente significativa 

entre os tratamentos para os caracteres avaliados, número de raízes (NR), 

comprimento de raízes (CR), presença de calo (PC) (Tabela 2). 

Tabela 2 - Efeito do meio de cultura (B5 e ½ B5), doses de AIB (0,0; 3,0; 6,0; 9,0; 12,0 mg L-1) 
para as variáveis presença de calo (PC), número de raízes (NR) e comprimento de raízes (CR) 

no cultivo in vitro de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) cultivar BRS Rubia 
41 

Meio de Cultura AIB BAP PC NR CR 

B5 0,0 3,0 1 0 0 
B5 3,0 3,0 1 0 0 
B5 6,0 3,0 1 0 0 
B5 9,0 3,0 1 0 0 
B5 12,0 3,0 1 0 0 

1/2 B5 0,0 3,0 1 0 0 
1/2 B5 3,0 3,0 1 0 0 
1/2 B5 6,0 3,0 1 0 0 
1/2 B5 9,0 3,0 1 0 0 
1/2 B5 12,0 3,0 1 0 0 

Fonte: Autoria própria (2022) 

 

Em todos os tratamentos ocorreu a formação de calo (Figura 5). A presença 

de calo ocorre em resposta à interação da planta ao ambiente. Sabe-se, que cada 

genótipo responde de forma diferente ao meio de cultura, bem como aos reguladores 

de crescimento expostos. 

As citocininas são necessárias para a divisão das células vegetais, agindo nos 

controles que governam a passagem da célula pela divisão celular, em geral, 

relacionam-se com quase todos os aspectos do desenvolvimento, promovendo nas 

plantas divisão, alongamento e diferenciação celular, retardando a senescência, 

promovendo a superação da dominância apical e induzindo a proliferação de gemas 

axilares (TAIZ; ZEIGER, 2009). 

A adição de 3,0 mg L-1 BAP, indiferentemente das concentrações de AIB ao 

meio de cultura, contribuiu para a formação de calo. Nesse caso a presença de calo 

ocasionado pelo balanço hormonal pode ter interferido na formação de raízes. 

Segundo Fior (2007), a rizogênese geralmente ocorre na presença de auxina ou com 

misturas contendo maior concentração de auxina em relação à citocinina, além disso 

as citocininas exógenas são geralmente inibitórias na formação de raízes.  
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 Para a formação de calo de mandioquinha-salsa, não houve efeito em relação 

às doses de auxina, nem ao meio de cultura utilizados. É conhecido que muitos efeitos 

resultantes na formação de calo em determinados genótipos são causados por 

interações entre o genótipo e o ambiente de cultivo, bem como as induções 

sobrepostas (GEORGE; HALL; KLERK, 2008; HERNÁNDEZ, 2014). A formação de 

calo pode comprometer a rizogênese e o crescimento da parte aérea. Este fato, pode 

ocorrer também devido a altas concentrações de auxina do meio de cultura 

(RADMAN; FACHINELLO; PETERS, 2002; GRATTAPAGLIA; MACHADO,1998). 

Os ferimentos causados no processo de limpeza, também podem estimular a 

formação de calo. As lesões causam a liberação de substâncias inibidoras de 

crescimento e também induz a produção natural de gás etileno que frequentemente 

propicia estímulos à formação de tecidos não-organizados (FIOR, 2007).   

Além disso, na fase de propagação, os explantes passaram 120 dias em meio 

de cultura contendo BAP, acarretando um acumulo de citocinina nas folhas. Logo, 

enquanto esse regular de crescimento estiver presente nas folhas não será emitido 

sinalização para transferência de citocinina das raízes. D ́arth et al. (2002) afirmaram 

que o uso prolongado de BAP na propagação in vitro pode inibir ou reduzir o 

comprimento do sistema radicular em até 80%, durante o processo de aclimatação, 

quando comparado com microplantas advindas de cultivo in vitro na ausência de BAP, 

esse fator se refere sobretudo ao efeito residual desse regulador de crescimento. 
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Figura 5 - Presença de calo em mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) cultivar 
BRS Rubia 41 submetidas a diferentes tipos de tratamentos A) B5 com 0,0 mg L-1 de AIB. B) B5 

com 3,0 mg L-1 de AIB. C) B5 com 6,0 mg L-1 de AIB. D) B5 com 9,0 mg L-1 de AIB. E) B5 com 
12,0 mg L-1 de AIB. F) ½ B5 com 0,0 mg L-1 de AIB. G) ½ B5 com 3,0 mg L-1 de AIB. H) ½ B5 com 
6,0 mg L-1 de AIB. I) ½ B5 com 9,0 mg L-1 de AIB. J) ½ B5 com 12,0 mg L-1 de AIB e 3,0 mg L-1 de 

BAP em todos os tratamentos 

Fonte: Autoria própria (2022) 
 

O correto balanço entre auxinas e citocininas pode influenciar diretamente no 

processo de formação e desenvolvimento de calo (CORPES; SANTOS, 2021). Nesse 

estudo se observou formação de calo em todos os tratamentos, nesse caso tais 

balanços hormonais resultaram na formação de calo em detrimento da formação de 

raízes. De acordo com Welander e Snygg (1987), a formação de calo está muito ligada 

às concentrações e tipo de auxina utilizados no meio de cultura. Madeira et al. (2005) 

destacam que a formação de calo nos explantes pode ser reduzida com o aumento 

da concentração de BAP no meio de cultura que é utilizado para estimular a formação 

de brotações. No entanto, se houver um grande aumento da concentração de 

citocinina em relação à auxina, pois à medida que a relação aumenta, apesar de 

estimular a formação de brotações, pode ocorrer inibição ou atraso no enraizamento 

(PAIVA; PAIVA, 2001). 

Por mais comum que a calogênese seja, é válido ressaltar que na 

organogênese direta a mesma é indesejável, uma vez que pode afetar o crescimento 

e desenvolvimento de demais partes da planta (GÜNTHER, 2017). Erig, Schuch e 

Haves (2004) afirmam que a formação de calo na zona de enraizamento é indesejável, 

pois ela pode afetar a qualidade das raízes, sendo desfavorável à conexão vascular 

da planta com as raízes. 
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Neste estudo, em nenhum dos tratamentos foram observadas presença de 

raízes, logo não foi possível avaliar o número e tamanho das mesmas. A formação de 

calo é um dos principais problemas durante a elaboração de protocolos de 

micropropagação, principalmente o enraizamento, pois essa massa celular 

indiferenciada compromete a protrusão de raízes, uma vez que impede a absorção de 

nutrientes pela microplanta (RADMANN; FACHINELLO; PETERS, 2002). Além do 

problema exposto, estas estruturas podem interferir na funcionalidade do sistema 

radicular, comprometendo principalmente o processo de aclimatação das plantas 

(SOUZA; PEREIRA, 2007). 

Os resultados deste ensaio mostram de modo geral, que a adição de BAP 

combinado às diferentes doses de AIB resultou no desenvolvimento de calos in vitro 

em mandioquinha-salsa, o que resultou no não enraizamento das microplantas. 

Os mesmos autores ressaltam que para formação radicular o explante 

necessita de auxina nas fases de indução e iniciação, mas na fase de elongação, as 

raízes podem sofrer inibição na presença de determinadas dosagens de auxina. 

Rossato (2015) observou a formação de calos em Campomanesia adamantium 

(Cambess.) O. Berg para todos os tratamentos utilizados com a presença de auxina 

nas concentrações de 1,0; 2,0; 4,0 mg L-1.  

Para a espécie Psidium guajava L., foi obtido taxa de 78% de indução de 

raízes sem a presença de reguladores de crescimento. Ainda nesse estudo, todas as 

concentrações de auxinas testadas induziram a formação de calo e não de raízes 

(RAI; JAISWAL; JAISWAL, 2009). Assim, sugere-se novos estudos sem a presença 

de citocinina.  

 

4.2 Ensaio 2 – Enraizamento in vitro 

A análise de variância apresentou efeitos significativos (p < 0,05) para a 

interação tripla: uso de carvão ativado (com e sem) x diferentes concentrações de AIB 

(0 e 2,5 mg L-1) x meio de cultura (B5 e ½ B5) apenas para variável número de raízes 

(NR). Interações duplas significativas (p < 0,05), entre meio de cultura x dose de AIB 

e entre uso de carvão ativado x meio de cultura foram observadas para a variável 

comprimento de raiz (CR) (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Resumo da análise de variância para as variáveis número de raízes (NR) e 
comprimento de raízes (CR) em função de duas doses de AIB (ácido indól butírico 0,0 e 2,5 mg 
L-1), com e sem adição de carvão ativado (1,0 mg L-1), utilizando dois meios de cultura (B5 e ½ 
B5) para cultivo in vitro de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) cultivar BRS 

Rubia 41 

Fator de variação Graus de liberdade NR CR¹ 

Carvão 1 170.29 * 21.50 * 

Meio 1 43.71* 11.03 * 

Dose 1 17.26 * 3.37 * 

Carvão x Meio 1 5.73 ns 1.26 * 

Carvão x Dose 1 0.11 ns 0.20 ns 

Meio x Dose 1 0.00001 ns 0.94 * 

Carvão x Meio x Dose 1 8.48 * 0.06 ns 

Resíduo 24 36.89 3.88 

Coeficiente de variação  29.28 19.46 

Legenda: (*) significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste F. ns: não significativo. ¹ 
Dados transformados por raiz quadrada. Fonte: Autoria própria (2022) 

 

Para a variável número de raízes, todas as combinações entre meios de 

cultura e doses de AIB, apresentaram um maior número de raízes na ausência de 

carvão ativado (Tabela 4). O carvão ativado é adicionado ao meio de cultura com 

objetivo de promover o crescimento e enraizamento in vitro, a concentração é variável 

dependendo da espécie e do tecido utilizado. Druart e Wulf (1993) apontam que o 

carvão ativado adsorve compostos tóxicos, que são produzidos pela autoclavagem da 

sacarose, assim como impurezas do ágar e etileno produzido pela cultura.  

 

Tabela 4 - Teste de comparação de médias para a variável número de raízes (NR) com adição 
(com) e não adição (sem) de carvão ativado, em função da combinação de meio de cultura (B5 
e ½ B5) e dose de AIB (0,0 e 2,5 mg L-1) para cultivo in vitro de mandioquinha-salsa (Arracacia 

xanthorrhiza Bancroft) cultivar BRS Rubia 41 

Carvão/Meio x Dose B5 0 B5 2.5 ½ B5 0 ½ B5 2.5 

Sem 8.41 a 7.85 a 6.25 a 3.64 a 

Com 3.87 b 1.48 b 1.34 b 1.02 b 

Legenda: ¹médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si, a 
5% de probabilidade de erro pelo teste de Tukey. Fonte: Autoria própria (2022) 

 

O uso de carvão ativado no meio de cultura é uma prática comum pois, seu 

uso promove uma liberação controlada de nutrientes e compostos potencialmente 

tóxicos ao material que se pretende introduzir nesse tipo de cultivo (CHAPLA et al., 
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2009; PACEK-BIENIEK; DYDUCH-SIEMIŃSKA; RUDAŚ., 2010). Entretanto essa 

capacidade de adsorção, pode reter tanto substâncias inibitórias de crescimento, 

quanto vitaminas, citocininas e auxinas, substâncias promotoras do crescimento e 

enraizamento (GUSON; MORAES; RONCONI, 2012). 

A concentração de carvão ativado utilizada neste estudo (1,0 g L-1), pode ter 

sido muito elevada, pois além de absorver substâncias tóxicas, os nutrientes do meio 

de cultura podem ter sido adsorvidos. Dessa maneira, indiferentemente da 

concentração de AIB inserida nos diferentes tratamentos, o fitorregulador foi adsorvido 

pela presença de carvão ativado, o que ocasionou uma indisponibilidade dessa auxina 

para as microplantas de mandioquinha-salsa, retardando o desenvolvimento de 

raízes. Além disso, demais componentes do meio de cultura macronutrientes, 

micronutrientes, bem como vitaminas e minerais ficaram adsorvidos, resultando na 

baixa eficiência do enraizamento (VILLA et al., 2008). 

Além disso, os autores Arditti e Ernest (1993), apontam que o favorecimento 

na utilização do carvão ativado no enraizamento, se dá pela redução de intensidade 

luminosa na região onde as raízes são formadas, porém elevadas concentrações 

podem atrapalhar, ou impedir, o enraizamento.  

Para a variável comprimento de raiz, independente do meio de cultura (B5 e ½ 

B5), a não adição de carvão ativado proporcionou um maior comprimento de raízes 

(Tabela 5) (Figuras 6 e 7). Esse resultado aponta que a redução de intensidade 

luminosa pela utilização do carvão ativado não beneficiou o crescimento das raízes. 

Da mesma forma que o carvão ativado inibiu o desenvolvimento de raízes ele reduziu 

o crescimento. Conforme apontado por Villa et al. (2008) e Guson, Moraes e Ronconi 

(2012), esse resultado confirma a ação de adsorção dos nutrientes, bem como 

fitorreguladores do meio de cultura  
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Tabela 5 - Teste de comparação de médias para a variável comprimento de raízes (CR) com 
adição (com) e não adição (sem) de carvão ativado, em função da combinação de meio de 

cultura (B5 e ½ B5) em relação a dose de AIB (ácido indól butírico 0,0 e 2,5 mg L-1), para cultivo 
in vitro de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) cultivar BRS Rubia 41 

Carvão/Meio B5 1/2 B5 

Sem 14.03¹ aA 4.60 aB 

Com 2.94 bA 0.83 bB 

Meio/Dose   

0 11.33¹ aA 3.19 aB 

2.5 5.63 bA 2.23 aB 

Legenda: ¹médias seguidas por letras minúsculas na coluna e maiúscula na linha diferentes, 
diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade de erro pelo teste de Tukey. 

Fonte: Autoria Própria (2022) 

 

Figura 6 - Comprimento radicular de microplantas de mandioquinha-salsa (Arracacia 
xanthorrhiza Bancroft) cultivar BRS Rubia 41 submetidas a diferentes tipos de tratamentos 

sem a presença de carvão ativado. A) meio B5 0,0 mg L-1 de AIB; B) meio B5 com 2,5 mg L-1 de 
AIB. C); meio ½ B5 0,0 mg L-1 de AIB; D) meio ½ B5 com 2,5 mg L-1 de AIB. 

 
Fonte: Autoria própria (2022) 
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Figura 7 - Comprimento radicular de microplantas de mandioquinha-salsa (Arracacia 
xanthorrhiza Bancroft) cultivar BRS Rubia 41 submetidas a diferentes tipos de tratamentos 

com a presença de carvão ativado. A) meio B5 0,0 mg L-1 de AIB; B) meio B5 com 2,5 mg L-1 de 
AIB. C); meio ½ B5 0,0 mg L-1 de AIB; D) meio ½ B5 com 2,5 mg L-1 de AIB. 

 
Fonte: Autoria própria (2022) 

 

Quanto ao meio de cultivo, independente do uso de carvão ativado, o meio B5 

completo obteve o maior comprimento de raízes, comparativamente ao meio B5 50% 

da concentração (½ B5). Durante o enraizamento, a fotossíntese realizada por 

explantes é relativamente baixa e como a formação de raízes é um processo que 

requer energia, o fornecimento de carboidratos é fundamental. Além de ter a função 

de suprir a energia para o enraizamento, os carboidratos atuam na manutenção do 

potencial osmótico do meio de cultivo (ASSIS; TEIXEIRA, 1998). Entretanto, para 

muitas espécies, a redução dos nutrientes bem como, o uso de meios menos 

concentrados tem permitido melhores resultados no enraizamento de microplantas in 

vitro (OLIVEIRA, 2016; SOUZA; PERREIRA, 2007).  

Neste estudo, a redução em 50% (½ B5) de macronutrientes, micronutrientes, 

vitaminas, aminoácidos e carboidratos não promoveu um aumento no número de 

raízes como esperado pela rustificação de microplantas. Assim, compreende-se que 

essa redução de nutrientes não foi capaz de suprir as necessidades metabólicas 

básicas das microplantas, pois esses compostos exógenos atuam como fonte de 

energia e nutrientes às microplantas, influenciando diretamente na sua fisiologia, 

diferenciação e crescimento dos tecidos, indução e diferenciação de órgãos 

(CALVETE; KÄMPF; SUZIN, 2002). 
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Assim as microplantas de mandioquinha-salsa não desfrutaram de energia 

suficiente para promoção e crescimento de novos tecidos em específico para o 

crescimento de raízes. O meio de cultura B5 possui um menor teor de sais, comparado 

ao meio de cultura MS por exemplo, e sua redução de sais e fonte de carbono torna-

se um fator limitante à rizogênese. Silveira et al. (2013) avaliando as respostas 

morfofisiológicas das plantas micropropagadas de caroá (Neoglaziovia variegata 

(Arruda) Mez) observaram uma menor taxa de enraizamento quando utilizado meio 

de cultura com menor concentração de sais bem como carboidratos. 

Todas as microplantas de mandioquinha-salsa, independente do tratamento 

aplicado, apresentaram a formação de calo (Figura 7). Entretanto, tal condição 

diferentemente do primeiro ensaio não atuou como fator limitante para a formação e 

desenvolvimento de raízes. Este experimento demonstra que neste estágio a adição 

de BAP é desnecessária na indução do enraizamento. 

4.3 Ensaio 3 – Enraizamento in vitro 

A análise de variância (ANOVA), apresentou efeitos significativos (p < 0,05), 

para a interação entre doses de AIB (0,0; 3,0; 6,0; 9,0; 12,0 mg L-1) x uso de carvão 

ativado, para todos os caracteres avaliados (Tabela 6). 

 

Tabela 6 - Resumo da análise de variância para as variáveis número de raízes (NR) e 
comprimento de raízes (CR) em função de doses de AIB (ácido indól butírico) e com e sem 
adição de carvão ativado, em meios de cultura para cultivo in vitro de mandioquinha-salsa 

(Arracacia xanthorrhiza Bancroft) cultivar BRS Rubia 41 

Fator de 
variação 

Graus de 
liberdade 

Quadrados médios 

NR CR 

Dose 1 5,67* 43,94* 
Carvão 4 4,66* 10,60* 

Dose*Carvão 4 3,87* 2,86* 
Resíduo 60 2,43 1,10 

Coeficiente de variação (%) - 28,06 27,11 

Legenda: (*) significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste F. Fonte: Autoria própria 
(2022) 

 

O primórdio radicular é resultado da ativação gênica resultante do AIA 

endógeno da planta. A ação das auxinas ocorre, inicialmente, em nível celular nos 

meristemas primário e secundário, estimulando a divisão celular e o subsequente 

alongamento das células, sendo que essa ação inicial das auxinas culmina com a 

formação das raízes (FORD et al., 2001). 
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As auxinas sintéticas, favorecem a conjugação entre o AIA endógeno e 

aminoácidos que promovem a síntese de proteínas específicas necessárias para a 

formação de raízes iniciais (GASPAR; HOFINGER, 1988; ONO; RODRIGUES, 1996; 

ASSIS; TEIXEIRA, 1998; ALOUFA, 2003). Em geral, após aplicação da auxina 

sintética, ocorre um aumento imediato no nível endógeno de auxina natural e 

consequentemente há o início da formação de raízes primordiais (GASPAR; 

HOFINGER, 1988).  

O AIB é uma das auxinas mais utilizadas como promotor da rizogênese in 

vitro. Normalmente, o número de raízes formadas aumenta com maiores 

concentrações desse fitorregulador, até o momento que sua concentração fica 

excessivamente elevada, ocorrendo a inibição da formação de raízes e 

consequentemente a formação de calo (ROGALSKI et al., 2003). De acordo com 

Grattapaglia e Machado (1998) quando se utiliza uma concentração de auxina 

excessiva tem-se um comprometimento da rizogênese causado pela fitotoxidez. 

Entretanto a indisponibilidade desse fitoregulador compromete a rizogênese, pois 

segundo Campana et al. (1994) as auxinas são responsáveis pela indução dos 

primórdios radiculares. 

O uso de carvão ativado, não alterou o número de raízes de microplantas de 

mandioquinha-salsa, independente da concentração de AIB (Figura 9A). Ao mesmo 

tempo em que esse composto adsorve compostos tóxicos ao crescimento vegetal ele 

também adsorve nutrientes fundamentais para o crescimento, fazendo com que a 

liberação desses seja mais lenta, ou até mesmo insatisfatória (GUSON; MORAES; 

RONCONI, 2012; VILLA; PASQUAL; SILVA, 2014). Resultados semelhantes foram 

encontrados por Schwalbert et al. (2015), onde os autores observaram efeito inibitório 

no número de raízes de Desmodium incanum (Sw.) DC. em presença de carvão 

ativado ao meio nutritivo. 

Na ausência de carvão, a menor eficiência técnica foi na concentração de 4,84 

mg L-1 de AIB, que resultou no menor número de raízes (4,49 raízes plântula-1) (Figura 

8A). Desta forma, concentrações de AIB acima 4,84 mg L-1, aumentam o número de 

raízes de mandioquinha-salsa. Para o comprimento de raízes (Figura 8B), o uso de 

carvão ativado proporciona uma redução de 0,0945 mm no comprimento de raízes, a 

cada aumento de 1,0 mg L-1 de AIB. Mais uma vez, confirma-se que para a cultivar 

estudada, o carvão ativado propicia efeito antagônico para o desenvolvimento e 
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consequentemente o crescimento de raízes, provavelmente pela propriedade de 

adsorção dos compostos do meio de cultura.  

 

Figura 8 - Concentrações de AIB em função do uso de carvão ativado (com e sem) no cultivo in 
vitro de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) cultivar BRS Rubia 41; A) 

número de raízes, e B) comprimento de raízes. 

 
Fonte: Autoria própria (2022) 

 

No cultivo in vitro da orquídea, Oliveira (2016), observou que doses de carvão 

ativado maiores que 0,14 g L-1 inibiram o desenvolvimento de microplantas. 

Essa diversidade de resultados é comumente observada na cultura de 

tecidos, pois está relacionada principalmente a interação entre o genótipo e demais 

fatores relacionados ao enraizamento de plantas cultivadas in vitro como: os níveis de 

auxina endógena, as condições inerentes à planta matriz como juvenilidade, o meio 

de cultura, a presença de demais reguladores de crescimento e carboidratos, a 

nutrição mineral, a presença de poliaminas e substâncias como carvão ativado e 

compostos fenólicos, além das condições ambientais de crescimento (SOUZA; 

PEREIRA, 2007). 

Na ausência de carvão ativado, o menor crescimento de raízes (2,19 mm) é 

obtido na dose de 5,64 mg L-1 de AIB. Logo estima-se que existe uma relação 

intrínseca entre os níveis de auxina endógena e exógena para iniciar a indução, 

iniciação e elongação do sistema radicular.  

Foi possível observar a formação de calo somente nos tratamentos, ausência 

de carvão + AIB (9) e ausência de carvão + AIB (12) (Tabela 7). Percebe-se que a 

adição de carvão ativado não promoveu a formação de calo, justamente por sua 

característica citada acima. Na ausência do carvão ativado, concentrações de AIB 

maiores que 9 mg L-1 resultaram na formação de células não diferenciadas. O uso de 
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auxinas favorece a indução e a iniciação radicular e inibe o alongamento, porém 

concentrações elevadas podem levar à formação de calo (GUERRA et al., 2016).  

 

Tabela 7 – Porcentagem de presença de calo em relação a presença ou ausência de carvão 
ativado em função de diferentes doses de AIB no cultivo in vitro de mandioquinha-salsa 

(Arracacia xanthorrhiza Bancroft) cultivar BRS Rubia 41. 

Tratamento Presença de calo (%) 

Ausência de carvão + 0 mL-1 de AIB 0 b 

Ausência de carvão + 3 mL-1 de AIB 0 b 

Ausência de carvão + 6 mL-1 de AIB 0 b 

Ausência de carvão + 9 mL-1 de AIB 100 a 

Ausência de carvão + 12 mL-1 de AIB 100 a 

Presença de carvão + 0 mL-1 de AIB 0 b 

Presença de carvão + 3 mL-1 de AIB 0 b 

Presença de carvão + 6 mL-1 de AIB 0 b 

Presença de carvão + 9 mL-1 de AIB 0 b 

Presença de carvão + 12 mL-1 de AIB 0 b 

Coeficiente de variação 21 % 

Legenda: Médias seguidas por letras diferentes, ranqueadas pelo teste não paramétrico de 
Kruskal-Wallis, diferem entre si ao nível de 5% de probabilidade. 

Fonte: Autoria Própria (2022) 
 

Pelos resultados obtidos, verifica-se que para o enraizamento in vitro de 

microplantas de mandioquinha-salsa, a utilização do carvão ativado nas 

concentrações avaliadas no meio de cultura não favorece a formação de raízes, nem 

mesmo o seu crescimento (Figura 9). Entretanto, evita a formação de calo nas 

microplantas. Mas a presença de auxina estimula formação de raízes quando em 

baixas concentrações. 
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Figura 9 - Microplantas de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) cultivar BRS 
Rubia 41 cultivadas em meio B5 submetidas a diferentes concentrações de AIB com e sem 

carvão ativado (CA). A) 0,0 mg L-1 de AIB com carvão ativado; B) 3,0 mg L-1 de AIB com carvão 
ativado; C) 6,0 mg L-1 de AIB com carvão ativado; D) 9,0 mg L-1 de AIB com carvão ativado; E) 
12,0 mg L-1 de AIB com carvão ativado; F) 0,0 mg L-1 de AIB sem carvão ativado; G) 3,0 mg L-1 
de AIB sem carvão ativado; H) 6,0 mg L-1 de AIB sem carvão ativado; I) 9,0 mg L-1 de AIB sem 

carvão ativado; J) 12,0 mg L-1 de AIB sem carvão ativado 

 
Fonte: Autoria própria (2022) 

 

4.4 Ensaio 4 – Enraizamento in vitro 

A análise de variância, apresentou efeitos significativos (p <0,05) de 

tratamentos, para todos os caracteres avaliados, exceto para taxa de sobrevivência 

(Tabela 8).  
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Tabela 8 - Resumo da análise de variância para as variáveis número de raízes (NR), 
comprimento de raízes (CR), número de brotos (NB), número de folhas (FOL), comprimento de 
parte aérea (CPA) e taxa de sobrevivência (TXSO) em função de diferentes balanços hormonais 

AIB:BAP (0:0; 6:6; 12:0) no cultivo in vitro de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza 
Bancroft) cultivar BRS Rubia 41. 

Fator de variação GL 
Quadrados médios  

NR¹ CR² NB³ FOL4 CPA TXSO 

Tratamento 2 42,38* 0,17* 2,01* 0,16* 33,15* 
130,00n

s 

Resíduo 27 0,11 0,00 0,06 0,01 0,92 113,33 

Coeficiente de variação 
(%) 

 11,13 8,41 28,89 22,34 19,09 12,38 

Legenda: (*) significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste F. ns: não significativo; ¹: 
dados transformados por raiz quadrada; ²: dados transformados por Arcoseno raiz quadrada; 

³dados transformados por ln; 4: dados transformados por 1/x.  
Fonte: Autoria própria (2022) 

 

Para o número de raízes, o melhor tratamento foi a relação 12:0 

(auxina:citonicina). Na cultura de tecidos, é habitualmente utilizado o meio de cultura 

acrescido de auxinas, como o Ácido Naftalenoacético (ANA), ácido indolacético (AIA), 

ácido Indolbutírico (AIB), entre outros para obter sucesso no enraizamento (ERIG; 

SCHUCH; HAVES, 2004). 

Em geral, após aplicação da auxina sintética, ocorre um aumento imediato no 

nível endógeno de auxina natural e consequentemente há o início da formação de 

raízes primordiais (GASPAR; HOFINGER, 1988). Entretanto, esse mesmo tratamento 

não apresentou um maior número de raízes. O processo de formação de raiz ocorre 

de uma a três semanas e pode ser dividido em três fases: indução, iniciação e 

elongação. As fases de indução e iniciação, geralmente são dependentes de auxina, 

mas o crescimento (elongação) das raízes pode ser inibido pela presença da auxina 

(MCCOWN, 1988; ONO; RODRIGUES, 1996; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). 

Segundo Costa et al. (2008) uma possível alternativa seria submeter 

microplantas a uma fase de indução de raízes in vitro a partir de meios de cultura com 

adição de auxina exógena, seguida de uma etapa de alongamento por meio de cultura 

sem regulador de crescimento. Assim, um maior número de raízes mais curtas em 

fase de ativo crescimento, são mais adequadas ao transplante, por facilitar o 

desenvolvimento ex vitro das microplantas (Figura 10). 

 



34 

 

 

Figura 10 - Microplantas de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) cultivar BRS 
Rubia 41 submetidas a diferentes balanços hormonais AIB:BAP (mg L-1). A) balanço hormonal 

12:0 mg L-1; B) balanço hormonal 6:6 mg L-1; C) balanço hormonal 0:0 mg L-1 

 
Fonte: Autoria própria (2022) 

 

A ausência de fitoregulador (0:0), promoveu um maior crescimento de raízes 

e de parte aérea (Tabela 9). Segundo Salisbury e Roos (1991), a presença de auxina 

é necessária na fase de indução do sistema radicular, conforme se aumenta a 

concentração da auxina, diminui o comprimento das raízes, podendo ocasionar a até 

uma inibição completa do crescimento da raiz.  

Neste experimento, a microplantas foram cultivadas por 30 dias nos 

respectivos níveis de auxina (Figura 10). Altas concentrações de auxina, durante a 

fase de alongamento das raízes, podem impedir o crescimento das mesmas. Sendo 

assim, é recomendado utilizar auxina entre 7 e 15 dias, para que favoreça o processo 

de indução e iniciação radicular, e posteriormente a mesma seja transferida a um meio 

de cultura sem fitorreguladores (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).  

 
Tabela 9 - Teste de comparação de médias para as variáveis número de raízes (NR), 

comprimento de raízes (CR), número de brotos (NB), número de folhas (FOL), comprimento de 
parte aérea (CPA) e taxa de sobrevivência (TXSO) em função de diferentes balanços hormonais 

AIB:BAP (0:0; 6:6; e 12:0) no cultivo in vitro de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza 
Bancroft) cultivar BRS Rubia 41 

Tratamentos NR CR NB FOL CPA TXSO 

6:6 1,26¹ c 0,86 c 3,66 a 4,66 a 4,40 b 90,00 a 

12:0 26,90 a 2,15 b 2,35 b 2,31 b 3,60 b 83,00 a 

0:0 7,72 b 12,89 a 1,45 c 2,27 b 7,08 a 85,00 a 

Legenda: ¹médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si, a 
5% de probabilidade de erro pelo teste de Tukey.  

Fonte: Autoria própria (2022) 
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Basicamente, o balanço entre as auxinas e as citocininas é que determinará 

a regulação do crescimento e da morfogênese de tecidos e órgãos vegetais. De forma 

geral uma alta razão estimula a formação de raízes, uma baixa razão leva a formação 

de parte aérea e em níveis intermediários, o tecido cresce como um calo 

indiferenciado (FIOR, 2007), o que explica o maior comprimento de parte aérea 

observado no tratamento sem hormônios (0:0) e maior comprimento de raízes. Já para 

maior número de raízes o balanço 12:0 obteve um melhor resultado. 

A relação 6:6, apresentou as maiores médias para número de brotos e para 

número de folhas verdes (Tabela 9). Possivelmente esse efeito se deu em resposta à 

alta concentração de citocinina. Na cultura de tecidos, a citocinina é utilizada para 

crescimento de parte aérea, bem como a formação de novos brotos. Segundo Mercier 

(2004), balanços hormonais com elevadas concentrações de citocinina favorecem a 

diferenciação de gemas caulinares em detrimento da diferenciação de raízes. 

A presença de calo foi observada em todos os tratamentos, entretanto essa 

condição não impossibilitou o crescimento e desenvolvimento das microplantas.  

A taxa de sobrevivência observada após 30 dias de transplantio não 

apresentou diferença estatística entre os tratamentos, uma vez que todos os 

tratamentos apresentaram uma alta taxa de sobrevivência superior a 80%.  

4.5 Ensaio 5 – Aclimatação 

A análise de variância, apresentou efeito não significativo da interação entre 

substratos (substrato Plantmax® + pó de fibra de coco (1:1) e substrato Plantmax® + 

casca de arroz carbonizada (1:1)) x relação hormonal AIB:BAP (0:0 e 6:6) para todas 

as variáveis avaliadas. A relação 12:0 não foi avaliada, uma vez que as plântulas na 

no substrato Plantmax® + casca de arroz carbonizada apresentaram mortalidade de 

100% ainda na primeira semana (Figura 10 A). Para o efeito isolado de relação 

hormonal apenas as variáveis número de folhas verdes (NFV) e número de brotos 

(NB), foram significativas (p < 0,05). Efeito isolado de substrato para as variáveis 

comprimento de parte aérea (CPA), número de raízes (NR) e comprimento de raízes 

(CR), também foram significativos (p < 0,05). A variável número de folhas senescentes 

não apresentou resposta significativa para nenhum fator (Tabela 10). 

Um grande número de plantas micropropagadas não sobrevive quando são 

transferidas das condições in vitro para o ambiente externo. Esta transferência crítica 

ocorre devido a fatores como o estresse hídrico, luminosidade, fotossíntese, absorção 
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de nutrientes, fitossanidade. Nesse sentido é fundamental a aclimatação das plântulas 

para obter sucesso na cultura de tecidos vegetais (HARARIKA, 2003). 

 

Tabela 10 - Resumo da análise de variância para as variáveis número de folhas verdes (NFV), 
comprimento de parte aérea (CPA), número de raízes (NR), comprimento de raízes (CR), 
número de brotos (NB) e número de folhas senescentes (NFS) em função de diferentes 

balanços hormonais AIB:BAP (6:6 e 0:0) e substratos (substrato Plantmax® + casca de arroz 
carbonizada e substrato Plantmax® + pó de fibra de coco) no cultivo ex vitro de mandioquinha-

salsa cultivar BRS Rubia 41. 

Fator de variação NFV CPA NR CR¹ NB² NFS¹ 

Substrato 0,001ns 28.38* 25.75* 0.87* 0.05* 0.06ns 

AIB:BAP 7,70* 0.81ns 1.75ns 0.02ns 0.15* 0.02ns 

Substrato x AIB:BAP 0,52ns 2.24ns 0.45ns 0.01ns 0.001ns 0.01ns 

Residuo 1,06 3.50 3.85 0.03 0.01 0.07 

Coeficiente de variação 39,14 31.26 28.97 10.39 8.85 22.67 

Legenda: ¹ dados transformados via ln(x+1); ² dados transformados via raiz cúbica; *: 
significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste F; ns: não significativo. Fonte: Autoria 

própria (2022) 

 

A aclimatação é essencial para um sistema de micropropagação bem sucedido 

(HOFFMANN, 2002). Skrebsky, Nicoloso e Ferrão (2004), ressaltam que tal processo 

consiste de modificações morfoanatômico-fisiológicas necessárias às plantas para 

que possam sobreviver em um novo ambiente. Microplantas cultivadas possuem 

alterações anatômicas (formação de cera epicuticular e efetiva regulação estomatal), 

que promovem o enrijecimento das microplantas, fator limitante para a sobrevivência, 

ocasionado pelo decréscimo da concentração de sacarose (POSPÍŠILOVÁ et al., 

2007).  

Sasamori, Endres Junior e Droste (2016) apontam que uma questão 

fundamental na fase de aclimatação é a adaptação do genótipo ao substrato, sendo 

necessários substratos que mantenham maior umidade junto a elas e com 

características que permitam a sobrevivência e o desenvolvimento dos indivíduos. O 

substrato adequado para obtenção de bons índices de sobrevivência de plantas na 

fase de aclimatação deve apresentar elevado espaço de aeração, mediana 

capacidade de retenção de água, baixo teor total de sais solúveis e, principalmente, 

isento de propágulos de microrganismos fitopatogênicos e plantas invasoras (FIOR, 

2007). 
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Figura 10 - Microplantas de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) cultivar BRS 
Rubia 41 na fase de aclimatação, submetidas a diferentes substratos. A) substrato Plantmax® 

+ casca de arroz carbonizada. B) substrato Plantmax® + pó de fibra de coco 

 
Fonte: Autoria própria (2022) 

 

As microplantas cultivadas in vitro estão expostas a alta umidade do ar, baixa 

irradiância luminosa e limitação de troca de gases, além da alta disponibilidade de 

nutrientes e fonte de carbono (ZIV, 1994). Apesar do substrato Plantmax® com pó de 

fibra de coco apresentar o melhor resultado para a sobrevivência ex vitro, a taxa de 

sobrevivência não ultrapassou 50%, o que se considera um baixo desempenho de 

sobrevivência na microprogação. Tais condições abióticas sofrem alterações de forma 

oposta durante a fase de aclimatação, sendo fatores limitantes para sobrevivência das 

microplantas (LAKSO et al., 1986).  

Para as variáveis, comprimento de parte aérea, número de raízes e 

comprimento de raiz, o substrato Plantmax® com pó de fibra de coco apresentou as 

maiores médias, comparativamente ao substrato Plantmax® com casca de arroz 

carbonizada (Tabela 11). Segundo Schmitz, Souza e Kämpf (2002), o baixo 

desempenho da casca de arroz carbonizada pode ser justificado pelo baixo volume 

de água disponível para as microplantas.  

Para o efeito de relação AIB:BAP, apenas as variáveis número de folhas verdes 

e número de brotos apresentaram diferença significativa, sendo que a relação 6:6, 

apresentou as maiores médias (Tabela 11). 
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Tabela 11 - Teste de comparação de médias para as variáveis número de folhas verdes (NFV), 
comprimento de parte aérea (CPA), número de raízes (NR), comprimento de raízes (CR), 
número de brotos (NB) e número de folhas senescentes (NFS) em função de diferentes 

balanços hormonais AIB:BAP (6:6 e 0:0) e substratos (substrato Plantmax® + casca de arroz 
carbonizada e substrato Plantmax® + pó de fibra de coco) no cultivo ex vitro de mandioquinha-

salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) cultivar BRS Rubia 41 

Tratamento NFV CPA NR CR NB 

Casca de arroz 
carbonizada 2.63¹ a 4.65 b 5.50 b 3.84 b 0.97 a 

Pó de fibra de coco 2.64 a 7.31 a 8.04 a 6.70 a 0.46 b 

AIB:BAP (6:6) 3.32 a 5.75 a 7.10 a 5.06 a 1.12 a 

AIB:BAP (0:0) 1.94 b 6.21 a 6.44 a 5.47 a 0.31 b 

Legenda: ¹ médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si, a 
5% de probabilidade de erro pelo teste de Tukey. Fonte: Autoria própria (2022) 

 

Já a fibra de coco, estudos sugerem um grande potencial em seu uso como 

substrato agrícola, destacando a alta capacidade de retenção de água, boa drenagem, 

acidez, alta salinidade, decorrente, sobretudo, dos altos teores de potássio e cloro, e 

variação nos teores de nutrientes (HANDRECK, 1993; EVANS; KONDURU; ROBERT, 

1996; KONDURU; EVANS, 1999; ABAD et al., 2002). Resultados semelhantes foram 

obtidos por Lacerda et al. (2006), que recomendam substratos à base de pó de coco 

ou sob mistura com argissolo, na aclimatação de microplantas de sabiá (Mimosa 

caesalpiniaefolia Benth). Bezerra et al. (2001) e Silveira et al. (2002) também 

constataram que a fibra de coco constituiu um excelente substrato para o cultivo de 

tomateiro e na aclimatação do crisântemo, respectivamente. Segundo Paiva e Paiva 

(2001), substrato mais poroso e melhor arejado, formam melhores raízes mais 

funcionais e eficientes na absorção de água e nutrientes. Isso aumenta o número de 

sobreviventes na aclimatação. 

Se observarmos o ensaio 4 o balanço hormonal AIB:BAP 6:6 foi o que 

proporcionou também um maior número de folhas verdes e número de brotos. 

Possivelmente essa maior concentração de citocinina perdurou até a fase da 

aclimatação resultando também em um maior número de folhas verdes e número de 

brotos. Para as demais variáveis, CPA, NR e CR, não houve diferenças significativas 

entre as relações 0:0 e 6:6.  

O balanço hormonal 12:0 resultou em mortalidade de 100% ainda na primeira 

semana no substrato Plantmax® + casca de arroz carbonizada. Nesse caso, não foi 

possível avaliar seu desempenho comparativo entre os substratos. Entretanto 

observa-se que por mais que o balanço 12:0 tenha resultado um maior número de 
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raízes in vitro, a sua sobrevivência não foi eficiente quando propagada na casca de 

arroz carbonizada. Em alguns casos, a concentração de auxina que promove bom 

enraizamento não é a mesma que promove uma alta sobrevivência ex vitro (COSTA 

et al., 2008). 

 

Tabela 12 – Teste de comparação de médias para a variável taxa de sobrevivência (TXSO) 
diferentes balanços hormonais AIB:BAP (0:0, 6:6 e 12:0) e substratos (substrato Plantmax® + 

casca de arroz carbonizada e substrato Plantmax® + pó de fibra de coco) no cultivo ex vitro de 
mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) cultivar BRS Rubia 41 

Tratamento TXSO 

Substrato Plantmax® + Casca de Arroz Carbonizada (6:6) 20 ab 

Substrato Plantmax® + Casca de Arroz Carbonizada (12:00) 5 b 

Substrato Plantmax® + Casca de Arroz Carbonizada (00:00) 10 ab 

Substrato Plantmax®  + Pó de Fibra de Coco (6:6) 0 b 

Substrato Plantmax®  + Pó de Fibra de Coco (12:00) 50 a 

Substrato Plantmax®  + Pó de Fibra de Coco (00:00) 20 ab 

Coeficiente de variação 105 % 

Legenda: Médias seguidas por letras diferentes, ranqueadas pelo teste não paramétrico de 
Kruskal-Wallis, diferem entre si ao nível de 5% de probabilidade. Fonte: Autoria própria (2022) 

 

Para a taxa de sobrevivência, a relação substrato e balanço hormonal o melhor 

tratamento se deu no substrato Plantmax® + pó de fibra de coco e balanço hormonal 

12:0, o mesmo tratamento do ensaio anterior que propiciou um maior número de 

raízes (Tabela 12). Logo evidencia-se a importância da rizogênese in vitro e 

compreende-se que um maior número de raízes influencia em uma maior taxa de 

sobrevivência. Segundo Costa et al. (2008) as etapas de enraizamento/alongamento 

in vitro são fundamentais para a maioria das espécies, uma vez que a obtenção de 

um sistema radicular funcional e uniforme é requisito básico para que se alcancem 

elevadas taxas de sobrevivência na fase de aclimatação.  

Segundo Silva et al. (2011) o maior problema que restringe o uso da 

micropropagação é a baixa taxa de sobrevivência das microplantas durante a 

aclimatação ex vitro, resultante de uma alta perda de água pela transpiração. Ou 

ainda, as raízes formadas in vitro nem sempre são eficientes na absorção de água e 

de nutrientes no momento da passagem das microplantas que estavam in vitro para o 

substrato. O estresse hídrico é causado pela transpiração excessiva de partes da 

microplanta, principalmente nas folhas, ou absorção inadequada de água pelas raízes 
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e, em geral, é o maior problema no processo de aclimatação. Nas condições in vitro, 

as microplantas se desenvolvem com baixa luminosidade e elevada umidade (PAIVA; 

PAIVA, 2001).  

Entretanto, a taxa de sobrevivência não diferenciou estatisticamente dos 

tratamentos, substrato Plantmax® + pó de fibra de coco e substrato Plantmax® + 

casca de arroz carbonizada sem regulador de crescimento.  
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5 CONCLUSÃO  
 

A melhor concentração de AIB para o enraizamento de mandioquinha-salsa é 

12 mg L-1. A redução de 50% da concentração de sais do meio de cultura B5 não 

favorece o enraizamento. Deste modo, para a cultura da mandioquinha-salsa o melhor 

meio de cultura para o enraizamento in vitro é o B5 completo.  

O carvão ativado não promoveu um maior número e comprimento de raízes, 

indiferentemente das combinações entre os tratamentos (meio de cultura e dose de 

AIB). 

A combinação meio de cultura B5 completo e balanço hormonal 12:0 mg L-1 

propicia um maior número de raízes.  Entretanto, para o comprimento de raízes o 

melhor resultado é o mesmo meio de cultura, porém na ausência de regulador de 

crescimento (0:0 mg L-1). 

A melhor composição de substrato para a sobrevivência das microplantas no 

ambiente ex vitro de mandioquinha-salsa é o substrato Plantmax® + pó de fibra de 

coco, onde apresenta melhor desempenho tanto na taxa de sobrevivência, bem como 

no comprimento de parte aérea, número de raízes e comprimento de raiz. 
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