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Resumo

MASIERO, Daniele de Souza. Cultivo in vitro de batata-doce. 2017. 81f.
Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Vegetal) - Programa de Pos-Graduacao em
Fisiologia Vegetal, Departamento de Botéanica, Instituto de Biologia, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

O cultivo in vitro € uma importante ferramenta para a propagacdo da batata-doce e
diferentes fatores podem interferir na exequibilidade desta técnica, como a
composicdo do meio de cultura e o microambiente no qual as plantas sdo expostas.
O presente estudo teve como objetivo avaliar o desempenho das cultivares BRS
Amélia, BRS Cuia e BRS Rubissol de batata-doce, cultivadas in vitro em duas
concentracbes de sacarose, duas combinagfes de espectro luminoso e dois
sistemas de cultivo. Para isso o trabalho foi dividido em trés experimentos: no
primeiro, testou-se duas concentragdes de sacarose em biorreator de imerséao
temporaria configurado na combinacéo de espectro vermelho e branco; no segundo
utilizou-se duas concentracfes de sacarose em biorreator de imersdo temporaria
configurado na combinacéo de espectro vermelho e azul; no terceiro, testou-se duas
concentracbes de sacarose em meio semissolido configurado na combinagcédo de
espectro vermelho e branco. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2x3: duas concentracdes de sacarose (15g L™ ou
30g L) e 3 cultivares (BRS Amélia, BRS Cuia e BRS Rubissol). As variaveis
analisadas foram: comprimento de parte aérea, nimero médio de folhas, nimero e
comprimento de raizes, nUmero e comprimento de brotacdes, indices de clorofila a,
b e total e porcentagem de aclimatizacédo. Para os trés experimentos o uso de 30g L
! de sacarose no meio de cultivo resultou nas maiores médias em todas as variaveis
analisadas e a cultivar BRS Cuia foi a que apresentou o melhor desempenho nas
condicbes estudadas. No sistema semissoélido foi possivel verificar um grande
namero e comprimento de raizes, enquanto que no sistema de imersédo temporaria
foi verificada presenca de brotacdes em todas as cultivares e maiores médias de
comprimento de parte aérea. Concluiu-se que a concentracdo de 30g L™’ de
sacarose no meio de cultura proporciona taxas satisfatérias de crescimento e
aclimatizacdo das trés cultivares em estudo, sendo recomendada para a
micropropagacdo da espécie. A combinacdo de espectro luminoso vermelho e azul
proporciona maior comprimento de parte aérea, nimero de folhas e comprimento de
raiz quando comparado ao espectro vermelho e branco. A ‘BRS Rubissol’ tem
melhor desempenho no sistema convencional, a ‘BRS Amélia’ no sistema de
imersao temporéria, enquanto a ‘BRS Cuia’ desenvolve-se igualmente independente
do sistema de cultivo utilizado.

Palavras-chave: Ipomoea batatas; sacarose; biorreator; qualidade luminosa.



Abstract

MASIERO, Daniele de Souza. In vitro culture of sweet potato. 2017. 81f.
Dissertation (Master Degree in Plant Physiology) — Programa de Pés-Graduacédo em
Fisiologia Vegetal, Departamento de Botanica, Instituto de Biologia, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

In vitro cultivation is an important tool for the propagation of sweet potatoes and
different factors may interfere with the feasibility of this technique, such as the
composition of the culture medium and the microenvironment in which the plants are
exposed. The objective of this study was to evaluate the performance of BRS Amélia,
BRS Cuia and BRS Rubissol sweet potato cultivars grown in vitro in two
concentrations of sucrose, two combinations of light spectrum and two cultivation
systems. For the work in division in three experiments: in the first, two concentrations
of sucrose in temporary immersion bioreactor configured in the combination of red
and white spectrum were tested; In the second, two concentrations of sucrose in a
temporary immersion bioreactor configured in the combination of red and blue
spectrum are used; In the third, two concentrations of sucrose in semisolid medium
configured in the red and white spectrum combination were tested. The experimental
design was completely randomized in a factorial 2x3: two concentrations of sucrose
(15g L™ or 30g L™) and 3 cultivars (BRS Amélia, BRS Cuia and BRS Rubissol). The
analyzed variables were: shoot length, number of leaves, number and length of roots,
number and length of buds, chlorophyll a, b and total rate and percentage of
acclimatization. For the three experiments, the use of 30g L™ of sucrose in the culture
medium resulted in the highest averages in all analyzed variables and the cultivar
BRS Cuia was the one that presented the best performance under the conditions
studied. In the semisolid system it was possible to verify a large number and length
of roots, whereas in the temporary immersion system, the presence of sprouts was
verified in all the cultivars and larger averages of shoot length. It was concluded that
the concentration of 30 g L™ of sucrose in the culture medium provides satisfactory
rates of growth and acclimatization of the three cultivars under study, being
recommended for the micropropagation of the species. The combination of red and
blue light spectrum provides greater shoot length, number of leaves and root length
when compared to the red and white spectrum. 'BRS Rubissol' performs better in the
conventional system, 'BRS Amelia' in the temporary immersion system, while 'BRS
Cuia' is also developed independent of the culture system used.

Keywords: Ipomoea batatas; Sucrose; Bioreactor; Light quality.
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1 Introducéo

Ipomoea batatas L., popularmente conhecida como batata-doce, € uma
hortalica de grande importancia econémica dentro da familia Convolvulaceae, sendo
amplamente utilizada na alimentacdo animal e humana, Além disso, recentemente
vem despertando o interesse da industria bioenergética (WOOLFE, 1992; SILVA et
al., 2002; MAGALHAES, 2012; VETORRAZZI, 2016).

A principal forma de propagacao dessa espécie € por meio de multiplicacdo
vegetativa de ramas e raizes tuberosas. No entanto, esse método favorece a
disseminacdo de doencas fungicas, bacterianas e viréticas, as quais podem
prejudicar o desenvolvimento, reduzir o tamanho das raizes tuberosas e a
capacidade multiplicativa das plantas, levando a desuniformidade nos plantios e a
baixa produtividade (GARCIA et al., 1989; HUAMAN, 1992; CORREA et al., 2003).
Sendo assim, a cultura de tecidos é uma ferramenta imprescindivel para o
desenvolvimento e aprimoramento do cultivo de batata-doce, possibilitando
selecionar e multiplicar materiais genéticos livres de virus e outros patdgenos, a fim
de produzir mudas de qualidade, permitindo o aumento da producao e solucionando
0s problemas encontrados na multiplicacdo vegetativa incluindo a degenerescéncia
(BARRUETO, 2001; SILVA et al., 2011).

Visando aumentar a eficiéncia das técnicas de propagacédo in vitro e em
reduzir custos de producéo, varios estudos vém sendo desenvolvidos envolvendo a
manipulagéo e o controle das condi¢des de cultivo. Dentre os sistemas estudados, o
biorreator de imersdo temporaria tem sido utilizado como alternativa ao método
convencional de micropropagacdo, visto que possibilita um ndamero maior de
explantes por recipiente; permite a aeracao dos frascos eliminando gases nocivos ao
crescimento; minimiza a manipulacdo da cultura e consequentemente a mao de obra
envolvida; assim como os riscos de contaminagdo do material, levando a reducéo
dos gastos em relagéo ao sistema tradicional (ZHU et al., 2005, DUTRA et al, 2009,
FERREIRA JUNIOR, 2015).

Todavia, assim como no sistema convencional, o sucesso da técnica depende
de diversos fatores como genotipo, fitorreguladores, meio de cultivo e luz. A luz é
considerada um dos fatores relevantes no cultivo in vitro, pois regula a morfogénese
vegetal e atua como fonte de energia no processo fotossintético (CASSANA et al.,

2007; ZANANDREA et al., 2009). Em relacdo a esse fator, ndo apenas a presenca
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ou auséncia de luz é importante no desenvolvimento das plantas, mas também a
variagao da intensidade e da qualidade de mesma interferindo na morfogénese das
plantas. Normalmente as condi¢cGes de iluminacdo da sala de cultivo, bem como a
aeracdo dentro dos frascos, ndo sdo adequadas para que seja realizada
fotossintese in vitro, assim, as plantas dependem de uma fonte exégena de carbono
para seu crescimento (CALDAS et al, 1998; TORRES et al., 2001). Diante disso, a
sacarose é o carboidrato mais utilizado no meio de cultura, devido a sua facil
solubilidade, podendo ser acumulada nas plantas, resultando em maior taxa de
sobrevivéncia das plantas ex vitro, porém, se adicionada em alta concentragcéo, pode
afetar o potencial osmaético do meio e acarretar estresse hidrico, além de diminuir a
competéncia fotossintética das plantas (SOUZA, 1995; SEON, 2000).

Diante da inexisténcia de um padrdo a ser seguido, uma vez que a
concentragéo ideal de sacarose a ser adicionada ao meio de cultura pode variar
entre e dentro da mesma espécie, e da escassez de trabalhos publicados sobre
cultivo in vitro de batata-doce, carecendo de referéncias atuais, o presente estudo
teve como objetivo avaliar o desempenho das cultivares BRS Amélia, BRS Cuia e
BRS Rubissol de batata-doce, cultivadas in vitro em diferentes concentracdes de
sacarose, variadas combinagcbes de espectro luminoso e em dois sistemas de
cultivo. Adicionalmente, ndo foram verificados estudos usando LEDs na combinacéo
dos espectros vermelho e branco e vermelho e azul, para o cultivo in vitro de batata-
doce, bem como trabalhos publicados envolvendo o uso de biorreatores e as
cultivares utilizadas o que torna o presente trabalho de grande relevancia para a

propagacao in vitro dessa espécie.

2. Reviséo Bibliografica
2.1 Origem, importancia e cultivo da Batata- doce (lpomoea batatas L.)

A espécie Ipomoea batatas pertence a familia Convolvulaceae, a qual reiine
cerca de 1700 espécies (AUSTIN, 1987). Segundo evidéncias arqueologicas,
linguisticas e historicas a batata-doce é originaria das Américas Central e do Sul,
tendo como centros de diversificagdo desde a Peninsula de Yucatan no México até a
Colémbia, onde ha relatos de que seu uso remonta mais de dez mil anos (WOOLFE,
1992).
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E uma planta dicotiledénea, com crescimento geralmente rasteiro, sendo a
principal espécie de valor comercial da familia Convolvulaceae no Brasil (DAROS et
al.,, 2002). Apresenta folhas e ramos de tamanho, cor e pilosidade variaveis
(EDMOND; AMMERMAN, 1971, THOMPSON et al., 1997). A espécie exibe flores
hermafroditas de fecundacdo cruzada, devido ao mecanismo de
autoincompatibilidade, a polinizacdo geralmente € feita por insetos, favorecendo a
variabilidade genotipica da cultura (OLIVEIRA et al., 2002). Devido a isso, além das
diferencas observadas nos ramos e folhas, as raizes tuberosas, também
apresentam varias coloracbes de pelicula externa e polpa, além de diversos
formatos e tamanhos (JONES, 1967; HUAMAN, 1992).

De acordo com a FAO (2016), a batata-doce € um dos principais cultivos
alimentares, representando a sétima cultura mais produzida no mundo, a China é o
maior produtor mundial sendo responsavel por 82% da producéo total, enquanto o
Brasil representa apenas 0,30%. O estado do Rio Grande do Sul o principal produtor
nacional, com aproximadamente 166 mil toneladas (Anuério Brasileiro de Hortalicas,
2016).

A batata-doce € considerada boa fonte de carboidratos, fibras, minerais
(célcio, ferro, magnésio e potassio), vitaminas (B1, B2, C e E) e antioxidantes (SUDA
et al., 1999). Cerca de 80% de sua matéria seca sao carboidratos, favorecendo a
utilizacdo para alimentacdo humana e animal (WOOLFE, 1992). Se comparada a
outras culturas, como arroz e milho, a batata-doce € mais eficiente na producao de
energia produzida por unidade de area e tempo, sendo capaz de suster mais
individuos por hectare do que as demais espécies, bem como crescer em diversas
condicbes ambientais, sendo de alta adaptabilidade em condicdes marginais de
cultivo (WOOLFE, 1992; SILVA et al., 2002; PESTANA, 2011).

Devido as suas caracteristicas e valor nutricional, na Africa e na Asia,
milhares de pessoas dependem da batata-doce para a seguranca alimentar
(LOEBENSTEIN, 2009; ZHANG et al., 2009). Também no nordeste do Brasil, em
virtude da limitacdo na disponibilidade de outros alimentos em periodos criticos de
estiagem prolongada, a espécie assume grande importancia social (MAGALHAES,
2012). Além disso, seu alto nivel energético despertou a atencdo da National
Aeronautics and Space Administration (NASA), sendo escolhida como um dos
alimentos fornecidos aos astronautas em missfes espaciais (BOVELL-BENJAMIN,
2007; JHA, 2010).
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Além da utilizagdo na alimentagdo humana e animal, o cultivo de batata-doce
apresenta potencial para a producdo de biomassa voltada para a fabricacdo de
biocombustivel, o que pode levar ao fortalecimento do seu cultivo pela agricultura
familiar (VETORRAZZI, 2016). Cerca de oito toneladas de batata-doce fresca podem
produzir em torno de uma tonelada de bioetanol. Estados como o Rio Grande do
Sul, Parana e Tocantins j4 apresentam iniciativas voltadas a geracdo de etanol de
batata-doce (Anuario Brasileiro de Hortalicas, 2016).

Apesar da sua importancia, por ser um cultivo rustico e pouco exigente, sao
raros os investimentos voltados a cultura, dessa forma as plantagfes normalmente
sdo estabelecidas via multiplicacdo vegetativa de ramas e raizes tuberosas
(GARCIA et al., 1989; HUAMAN, 1992). No entanto, esse método favorece a
disseminacao de doencas fungicas, bacterianas e viréticas, as quais podem interferir
no desenvolvimento das plantas, reduzir o tamanho das raizes e a capacidade
multiplicativa, levando a desuniformidade nos plantios e baixa produtividade
(CORREA et al., 2003). Além disso, o material de propagacdo pode sofrer
degenerescéncia ocasionada pelo acumulo de doencas, principalmente de natureza
virgtica (SILVA et al., 1991).

2.2 Cultivares de Batata-doce

Algumas instituicdes, centros de pesquisa e universidades mantém bancos de
germoplasma de batata-doce, com a funcdo de conservar a diversidade genética
seja ex situ ou in situ (BOREM; MIRANDA, 2005). O maior banco de germoplasma
de batata-doce esta localizado na india e conta com 3073 acessos, sendo 70%
variedades locais, seguido pela Indonésia com 1155 acessos, sendo que 200 destes
sdo mantidos in vitro. No Brasil, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa), possui o maior banco ativo de germoplasma de batata-doce do pais,
com cerca de 600 acessos na Embrapa Hortalicas — Brasilia/GO (EMBRAPA, 2015).

A Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, também contribui com o banco
ativo de germoplasma da cultura, possuindo mais de 50 acessos, dentre eles trés
cultivares lancadas pela instituicdo em 2011: ‘BRS Amélia’, ‘BRS Cuia’ e ‘BRS
Rubissol’, as quais se destacam em relacdo a produtividade. Enquanto a média

nacional é de 8t ha, estas produzem em média mais de 32t ha™.
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A cultivar BRS Amélia (Fig. l1a), foi selecionada a partir de plantas
provenientes da regido de S&o Lourenco do Sul (RS). Sua produtividade média é de
32t ha. Destaca-se pela aceitacéo do mercado consumidor, devido ao sabor e a cor
da polpa, de um alaranjado intenso e uma textura Umida, macia e extremamente
doce. Representa uma importante fonte de carotenoides, precursores de vitamina A
(CASTRO et al., 2011).

A BRS Cuia (Fig. 1b), apresenta boas caracteristicas de mercado e potencial
produtivo, com produtividade média de 40 t ha™, chegando a 60 t ha™ quando as
condi¢Bes sdo favoraveis. O tamanho das raizes tuberosas é relativamente grande,
evidenciando sua importancia para a producdo de etanol, visto que possui
caracteristicas quimicas favoraveis, como alto teor de amido (CASTRO et al.,
2012a).

A cultivar RS Rubissol (Fig.1c) foi selecionada a partir de plantas provenientes
da regido de Pelotas, RS. Produz em média 40t ha’ em éarea experimental e
destaca-se pela uniformidade das batatas. Apresenta caracteristicas para consumo
in natura e também pode ser utilizada no processamento industrial. Desperta
atencao pela coloracao purpura da casca e polpa levemente amarelada quando crua
(CASTRO et al., 2012b).

Figura 1. Cultivares de batata-doce, lancadas pela Embrapa Clima Temperado, em 2011. (A) ‘BRS
Amélia’; (B) ‘BRS Cuia’; (C) ‘BRS Rubissol'.
Fonte: Portal da Embrapa, 2011.

2.3 Cultivo in vitro da Batata-Doce

s

A cultura de tecidos vegetais é uma técnica com grandes aplicagdes na
agricultura, na qual pequenos fragmentos de tecido vivo, denominados explantes,

sao isolados de um organismo vegetal, desinfestados e cultivados, assepticamente,
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por periodos indefinidos (TORRES et al., 2001). A técnica baseia-se no principio da
totipoténcia, proposto pelo fisiologista Haberlandt, o qual relata que cada célula
vegetal possui potencial genético para regenerar uma planta inteira (CALDAS,
1998). E alternativa para a producdo de mudas em larga escala, que tem
possibilitado a obtencdo e multiplicagdo de plantas com alta qualidade fitossanitaria
e confiabilidade genética, sendo bem estabelecida para diversas espécies (ASSIS,
1999, PEREIRA; FORTES, 2013).

Apresenta-se como importante ferramenta para o desenvolvimento e,
aprimoramento, na cultura da batata-doce, possibilitando selecdo e multiplicacédo de
material genético livres de virus e outros patdgenos para producdo de mudas de
qgualidade, além de promover uniformizacao da colheita, proporcionando aumento da
producdo (SILVA et al., 2011). Além disso, a tecnologia da micropropagacdo pode
apresentar outras vantagens em relacdo aos meétodos tradicionais de propagacéo,
principalmente por requerer pouco espaco fisico, apresentar maior rapidez
regenerativa e ser realizada durante todo o ano, independente da estacéo,
facilitando a propagacéo de espécies onde as tecnologias convencionais sdo dificeis
ou até mesmo impossiveis de serem realizadas (GEORGE, 1996; COUTO, 2003).

Segundo Carvalho (2011), o explante mais adequado, para permitir que as
plantas obtidas herdem as mesmas caracteristicas das plantas matrizes, € o
meristema, um tecido formado por células pluripotentes, envolvido na sintese
protoplasmética e na formacdo de novas células por divisdo mitética. A regido
meristematica apresenta-se como a mais efetiva na limpeza de viroses, devido ao
rapido crescimento do tecido, dificultando a penetracédo de particulas virais, e a falta
de ligacdo direta com os feixes vasculares da planta-matriz (OLIVEIRA et al., 2008,
ALAM, 2013). Na cultura da batata-doce a eliminacéo de particulas virais pode ser
feita por meio do cultivo de meristemas de 0,2 a 0,6mm de comprimento em meio
basico MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementado com fitorreguladores
(auxinas, citocininas e giberelinas) (ALVES, 1988; SOUZA, 1990).

Embora o cultivo in vitro da batata-doce represente grande importancia para a
obtencdo de plantas saudaveis, principalmente livres de virus sdo poucos o0s
trabalhos publicados a respeito e carecem referéncias atuais (GARCIA et al. 1989;
SOUZA, 1990; ALVES, 1998; OLIVEIRA et al.,, 2008), além disso, ndo foram

verificados trabalhos focados nas cultivares em estudo.



20

2.4 Meio de cultivo in vitro

O sucesso da técnica de micropropagacao in vitro é altamente dependente da
escolha do meio de cultivo, pois através dele, tecidos e 6rgdos sao supridos com
macronutrientes, micronutrientes e outros produtos organicos essenciais para o
crescimento e desenvolvimento in vitro (CAMPOS, 2002). Suas propriedades fisicas
e/ou quimicas, além de inumeros fatores podem variar a fim de atender a
peculiaridades inerentes as diversas espécies (CIRILLO et al.,, 2003). Devido as
singularidades observadas nas plantas, o meio nutritivo deve ser ajustado para cada
gendtipo ou cultivar em estudo (CASTRO; ANDRADE, 1995). O cultivo da batata-
doce costuma ser realizado em meio nutritivo isento de fitorreguladores
(OLIVEIRA et al., 2008). Contudo, dependendo do tipo de explante ou da cultivar
utilizada, pode haver a necessidade de adicdo de reguladores ou outros
suplementos a fim de favorecer a producédo de mudas (SIVPARSAD; GUBBA, 2012;
OLIVEIRA et al., 2013; ALAM, 2013).

2.4.1 Carboidratos no meio de cultivo

Um fator de extrema importancia na composi¢cao do meio de cultivo é a adicao
de uma fonte exdégena de carbono a fim de possibilitar o crescimento e
desenvolvimento do explante, j& que o sistema tradicional de cultivo ndo costuma
fornecer um ambiente adequado para a presenca da autotrofia (BARRUETO, 2001).
Segundo Souza (1995), a presenca de carboidratos no meio € imprescindivel, visto
que, fornecem energia metabdlica e esqueletos carbbnicos para a biossintese de
aminoacidos, proteinas e polissacarideos estruturais, como a celulose.

A fonte mais comum de carboidratos utilizada no cultivo in vitro & a sacarose,
considerada a principal fonte de carbono devido a sua grande solubilidade e rapida
metabolizacdo, j& que os produtos de sua hidrdlise (glicose e frutose) séo utilizados
na via glicolitica ou na rota das pentose-fosfato (PASQUAL, 2001).

No entanto, quando a sacarose é adicionada em alta concentracdo, o
potencial osmoético do meio pode acarretar estresse hidrico, com perdas de
hidratacdo dos tecidos na condicéo in vitro (SOUZA, 1995). Além disso, as plantas

crescidas em um meio contendo sacarose podem exibir baixa competéncia



21

fotossintética quando comparadas com plantas crescendo in vivo, visto que 0s niveis
de carboidratos normalmente usados em cultura de tecidos podem inibir a sintese de
clorofila e reduzir a atividade da Rubisco, devido ao acumulo de acgUcares solaveis
na folha, proporcionando a formacédo de amido no cloroplastideo (CAPELLADES et
al., 1991; SEON et al., 2000).

Estudos fisiol6gicos afirmam a diminuicdo das concentracdes de carboidratos
adicionados ao meio de cultivo ocasiona, nas plantas in vitro, maior crescimento e
area foliar em relacdo aquelas cultivadas na concentracdo usual de sacarose (2-
3%), resultando em taxa de aclimatizacdo mais eficiente (LEE et al., 1985; KOZAI et
al., 1997; VINTERHALTER et al., 2001). De acordo com Marin e Gella (1998), as
plantas cultivadas em meio de cultivo com reducdo de sacarose apresentam maior
eficiéncia na troca do metabolismo heterotrofico (com dependéncia total de uma
fonte externa de carbono) para o metabolismo fotoautotréfico (com dependéncia
total de fotossintese) no ambiente ex vitro. Dessa forma, a reducéo, ou, até mesmo,
a eliminacdo da sacarose do meio de cultura pode ser utilizada com a finalidade de
facilitar a passagem das plantas para o ambiente ex vitro, bem como diminuir os
gastos durante o cultivo in vitro e as chances de contaminagéo (SEON et al., 2000).

Por outro lado, autores relacionam as melhores taxas de sobrevivéncia ex
vitro com meio de cultivo acrescido com concentracdes superiores de sacarose (3-
4%), visto que o suprimento exdgeno de acUcar irA fornecer a energia que o
explante necessita para que haja a inducao, diferenciacédo e crescimento de tecidos
e oOrgaos, assim como pode ampliar as reservas de amido nas plantas
micropropagadas, favorecendo sua aclimatizacdo e acelerando as adaptagdes
fisiolégicas (KADLECEK et al., 2001; HAZARIKA, 2003). Sendo assim, é necessario
um controle do meio de cultura, de acordo com a espécie a ser estudada, a fim de
adequar as condi¢des in vitro, com 0 objetivo de aproxima-las ao maximo do

ambiente ex vitro, otimizando a fase de aclimatizacdo das plantas obtidas.

2.5 Influéncia da luz no cultivo in vitro

Normalmente as plantas cultivadas in vitro apresentam comportamento

heterotréfico, ja que mesmo possuindo o aparato fotossintético, demonstram baixa

atividade fotossintética, devido as caracteristicas comuns nos sistemas
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convencionais de cultivo, como a limitada concentracdo de CO, nos frascos, a
presenca de carboidrato no meio e a baixa intensidade luminosa verificada nas salas
de crescimento (KOZAI et al., 2005). Assim, 0 aumento da concentracdo de CO; no
interior dos frascos, concomitantemente com a modificacdo do fluxo de fétons nas
camaras de crescimento e a diminuicdo de aglcares no meio de cultura, poderia
favorecer a fotossintese in vitro, resultando em um avanco significativo na producéo
de plantas nesse sistema (FERREIRA JUNIOR, 2015).

Sabe-se que a luz tem funcdo direta e indireta no crescimento e
desenvolvimento das plantas, sendo que suas respostas morfofisiolégicas estédo
relacionadas tanto com a presencga/auséncia quanto a variacdo da qualidade
luminosa (MARTINS, 2006; TAIZ; ZEIGER, 2009). Além dos efeitos na fotossintese,
a intensidade Iluminosa mostra-se diretamente associada ao surgimento de
brotacBes, crescimento e multiplicacdo dos explantes e a formacdo de raizes. Com
isso, deve-se levar em consideracao a irradiancia, o fotoperiodo e a qualidade da luz
utilizada no cultivo (ALMEIDA, 2001; HARTMANN et al., 2011).

Nas salas de crescimento, sdo comumente utilizadas lampadas fluorescentes,
as quais nao sao ideais para o crescimento vegetal, jA que as mesmas apresentam
diferentes comprimentos de ondas (350 a 750nm) e, geralmente, emitem luz branca
de similaridade espectral entre as bandas, o que afeta o desenvolvimento das
plantas, principalmente, por meio de alteracdes fotomorfogénicas (BULA et al., 1991,
REZENDE et al., 2008). Atualmente os diodos emissores de luz (LEDs), sdo uma
fonte luminosa de interesse para os laboratérios de cultivo de plantas in vitro, ja que
possuem caracteristicas mais avancadas do que as lampadas fluorescentes e
incandescentes (YEH; CHUNG, 2009). Sdo monocromaticos, o que permite que
apenas o comprimento de onda especifico requerido seja fornecido, facilitando o
controle das respostas que se deseja obter (PINTO, 2008), apresentam pequena
massa e volume, geram menos calor, ndo interferindo no controle da temperatura da
sala de cultivo, e embora a instalagcdo apresente valores superiores quando
comparado as demais fontes, em longo prazo o custo é reduzido, ja que o consumo
de energia € baixo e a durabilidade elevada (SEABROOK, 2005; ROCHA et al.,
2010; GUPTA; JATOTHU, 2013; ROCHA et al., 2013).

Os LEDS azuis e os vermelhos apresentam picos de comprimentos de onda
de 450nm e 660nm, respectivamente, justamente dentro da faixa associada ao

maior desenvolvimento vegetal (YEH; CHUNG, 2009). A luz vermelha esta
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relacionada ao alongamento do caule, florescimento, alteragcdes na condutancia
estomatica, controle de genes ligados a fotossintese, codificando a sintese de
clorofilas a e b e pequenas subunidades da Rubisco (SMITH, 1995; DALE, 1988;
SCHUERGER et al., 1997; NIEMI et al., 2005). J& a luz azul, esta associada com a
inibicdo no crescimento do hipocotilo, o fototropismo e a inducdo de expressao
génica na sintese de pigmentos, enzimas, desenvolvimento de cloroplastideos,
abertura e fechamento estomatico, ativacdo do ritmo circadiano da fotossintese e
guebra da dominancia apical (SILVA; DEBERGH, 1997; SCHUERGER et al., 1997,
SILVA et al., 2007).

Assim como todos os fatores que influenciam o desenvolvimento e o
crescimento de uma planta, a resposta a qualidade de luz também depende da
espécie e a cultivar em questdo. Desta forma, estudos relativos a luz no cultivo in
vitro, sdo extremamente importantes, a fim de conhecer o seu envolvimento em
determinadas varidveis do desenvolvimento e promover ajustes na técnica,
principalmente, quando se trata do seu uso em escala comercial (MORINI, 2003;
SKIN et al., 2008; CARVALHO, 2011; ROCHA et al., 2010). A utilizacdo de LEDs no
cultivo in vitro tem proporcionado ajustes consideraveis nessa area, visto que por
meio da utilizacdo de espectros especificos, € possivel selecionar caracteristicas
desejaveis para o seu sucesso (SKIN et al. 2008).

2.6 Biorreator de Imersdo Temporaria no Cultivo in Vitro

Associado aos fatores citados anteriormente, o sistema de cultivo também ir4
interferir no crescimento e no desenvolvimento das plantas. Dentre eles estdo os
biorreatores de imersdo temporaria (BITs), que sdo equipamentos baseados na
utilizacdo de meio liquido para a producdo em escala comercial do material vegetal,
estando relacionados com o aumento de biomassa combinado a reducéo do tempo
de cultivo (DUTRA et al., 2009; PENCHEL et al., 2007). Esse aumento da biomassa
pode ser explicado pela maior superficie de contato do explante com o meio de
cultivo, aumentando sua capacidade de absorcdo dos nutrientes, bem como pela
maior aeracdo, proporcionando a renovacdo da atmosfera gasosa no interior dos

frascos, prevenindo o acumulo de gés carbdnico e etileno e auxiliando na diminuigdo
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da hiperidricidade (PEREIRA et al., 2003, MCALISTER et al., 2005, RODRIGUES et
al., 2006, VASCONCELOS et al., 2012).

Além de possibilitar a remocéo dos gases eliminados pelas plantas, os quais
podem ter efeito inibidor ao crescimento, a renovacdo do CO, do recipiente pode
proporcionar incremento no nivel de fotossintese in vitro, desde que a luminosidade
seja adequada para tal processo (WATT, 2012). No biorreator de imersao temporaria
0 meio de cultura € bombeado de um reservatorio para o frasco de cultivo em
intervalos determinados experimentalmente e repetidos em um ciclo de 24 horas, 0
que faz com que a anoxia seja evitada e 0 meio possa ser substituido mais
facilmente (GEORGIEV et al. 2014; WILKEN et al., 2014).

O sistema é dotado de um compressor de ar que, quando acionado, injeta ar
de um dos lados do sistema, passando através da mangueira e de um filtro de 0,22
pum, para dentro do frasco fazendo com que a diferenga de pressao direcione 0 meio
de cultura, através da mangueira que liga os frascos, para o recipiente contendo os
explantes, o qual permanecera durante o tempo adotado de acordo com a espécie.
Apds, o compressor € novamente acionado e dessa vez o ar € injetado no frasco
contendo os explantes, fazendo com que o meio de cultura retorne ao recipiente
inicial (RECH, 2004).

O uso de biorreatores tem sido aplicado como alternativa ao método
convencional de micropropagacao e apresenta vantagens como: nimero maior de
explantes por recipiente; a automacdo do sistema permite a diminuicdo da
manipulagdo da cultura e, consequentemente, da mao de obra e riscos de
contaminacdo do material, proporcionando uma reducdo dos custos em relacao ao
sistema tradicional (ZHU et al., 2005, DUTRA et al., 2009). Além disso, o sistema
esta relacionado a reducdo da dominancia apical, estimulando o crescimento de
brotacbes laterais. Sendo assim, o BIT aparece como opc¢ao tecnologica
economicamente interessante e automatizada para producdo em escala comercial
das espécies de interesse (OLIVEIRA et al., 2011; MOREIRA et al., 2013).

O sistema de imersdo temporaria surgiu como uma forma de combinar as
vantagens dos meios semissolido e liquido. No sistema convencional o meio de
cultura semissolido ndo proporciona total contato com os nutrientes do meio,
enquanto que o meio de cultura liquido permite uma eficiente nutricdo, mas o

contato do explante ao meio liquido deve ser temporario a fim de evitar a andxia e a
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presenca de hiperidricidade, que prejudica o crescimento das culturas, assim como a
sobrevivéncia ex vitro (SMITH; SPOOMER, 1995).

Segundo Feuser (2003), um dos maiores beneficios comprovados para o
sistema de imerséo temporaria esta no aumento significativo da multiplicacéo, cerca
de 20 vezes maior quando comparado a métodos convencionalmente utilizados e
aproximadamente a metade das taxas de variagdo somaclonal encontradas no
sistema estacionario de micropropagacédo. Ja foram obtidos resultados satisfatorios
da utilizacdo de BIT em diversas culturas, a maioria em uso para escala comercial
de producdo de mudas, como: abacaxi (LORENzZO, 2001; FEUSER, 2000);
bananeira (LEMOS, 2001); cana-de-acucar (LORENZO, 1998); bromélia (RECH,

2003), no entanto ndo foram encontradas referéncias envolvendo batata-doce.

3. Material e Métodos
3.1 Obtencao do Material Vegetal

O trabalho foi conduzido no laboratério de Cultura de Tecidos da Embrapa
Clima Temperado, Pelotas (RS). O material vegetal utilizado foi obtido de plantas
matrizes de batata-doce, do banco ativo de germoplasma (BAG) da Embrapa Clima
Temperado, cultivadas em casa de vegetacdo. As cultivares utilizadas nos
experimentos foram: BRS Amélia, BRS Cuia e BRS Rubissol.

As plantas foram estabelecidas in vitro via cultura de meristemas. Para este
procedimento os ramos apicais foram coletados, lavados em &agua corrente e
desinfestados por imersdo em &lcool 70% por um minuto, solu¢éo de hipoclorito de
sédio 2% por 20 minutos e trés enxagues em agua destilada esterilizada, em fluxo
laminar. Os meristemas foram excisados com auxilio de lupa e inoculados em tubos
de ensaio contendo meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) semissolido,
acrescido de 30g L' de sacarose, 100mg L™ de mio-inositol, 5mg L™ de &cido
giberélico (GA3), 0,05mg L™ de &cido indolacético (AIA) e 0,5mg L™ de cinetina (Kin),
7 g L™ de 4gar e pH ajustado em 5,8. O meio de cultura foi esterilizado a 121°C e 1,5
atm, durante 15 minutos.

Apo6s a inoculagdo, o material foi transferido para sala de crescimento,
inicialmente na auséncia de luz por sete dias e ap0s sob luz fluorescente branca-fria,

com densidade de fluxo de foétons de 36 pmol m? s™, com fotoperiodo de 16 horas e
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temperatura de 24+2°C, por 45 dias. As brotacdes desenvolvidas a partir dos
meristemas foram multiplicadas em meio MS acrescido de 30g L™ de sacarose,
100mg L™ de mio-inositol, 7g L™ de agar e mantidas em sala de crescimento nas
mesmas condicbes (densidade de fluxo de fotons e temperatura) citadas

anteriormente, onde permaneciam 30 dias até o novo subcultivo.

3.2 Experimentos

O trabalho foi dividido em trés experimentos. No primeiro, testou-se duas
concentracdes de sacarose (15 e 30g L) em biorreator de imersdo temporaria
configurado na combinacdo de espectro vermelho e branco; no segundo
experimento, utilizou-se duas concentracbes de sacarose (15 e 30g L™%) em
biorreator de imerséo temporaria configurado na combinacédo de espectro vermelho
e azul; no terceiro, testou-se duas concentracbes de sacarose (15 e 30g L") em

meio semissolido configurado na combinacéo de espectro vermelho e branco.

3.2.1 Experimento 1 — ConcentracOes de sacarose e espectro vermelho e

branco no cultivo de batata-doce em biorreator de imerséo temporaria

Foram utilizados explantes apicais com cerca de 20mm de comprimento e
trés gemas axilares, multiplicadas in vitro. Para a montagem do sistema de imerséo
temporaria, botijdes descartaveis de agua mineral de 5 litros, foram previamente
desinfestados, passando por uma lavagem com agua e sabéo, alcool 70% por dois
minutos e hipoclorito de sédio 2,5% durante cinco minutos.

No dia da inoculacéo dos explantes os frascos foram submetidos a hipoclorito
de sodio a 0,1%, seguido da triplice lavagem com &agua esterilizada, em fluxo
laminar. Concomitante a esta operacgao, foi realizada a desinfestacdo dos frascos
para acomodar o meio de cultura, o qual foi constituido pelo meio MS convencional,
sem adicdo do agente solidificante, 100mg L™ de mio-inositol, 5mg L™* de GA; +
0,05mg L™ de cinetina + 0,2mg L™ AIA. O pH foi corrigido para a faixa de 5,8.

ApoOs o preparo, o meio foi transferido para frascos ambar e submetido a

esterilizacdo por autoclavagem durante 20 minutos a 121°C e 1,5atm, seguindo-se
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de repouso durante um dia, a fim de evitar a deformag&o dos botijoes pela acao do
calor excessivo.

Vinte explantes foram inoculados nos frascos destinados as culturas e 50mL
de meio por explante nos frascos destinados aos meios de cultura. Os mesmos
foram conectados por mangueiras com tampas e filtros autoclavados (Figura 2a).

Os conjuntos montados no fluxo foram transferidos para a sala de
crescimento e ligados ao sistema comercial BIT5e BIT20 da Tecnal® (Figura 2b),
formado por lampadas de LED (Light Emission Diode), com 42umol m? s*. O
espectro foi configurado na combinacdo de vermelho e branco (na proporcdo de
70% e 30%, respectivamente), a 620-630nm fotoperiodo de 16 horas e temperatura
de 25+ 2 °C.

Figura 2. Sistema de imersao temporaria. (A) Conjunto montado no fluxo laminar, frasco contendo
meio de cultura, ligado pela mangueira de silicone a outro frasco contendo os explantes
de batata-doce; (B) Biorreator comercial contendo 20 conjuntos (BIT20 da Tecnal®).
Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2017.

Apbs estudos prévios, ficaram definidas as frequéncias de imersao e duracéo
das mesmas: imersao a cada quatro horas, dois minutos de passagem de meio, dois
minutos de repouso e trés minutos de retorno do meio de cultivo ao seu respectivo
frasco (Figura 3). Além disso, a cada hora o sistema acionava a aeracao por 30
segundos no meio de cultivo e 30 segundos no frasco contendo a cultura, de
maneira alternada. Apds 16 dias de cultivo, 0 meio de cultura foi substituido por um

meio Novo, na mesma composi¢ao.
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Repouso 2 minutos

!

Frasco contendo 2 minutos - Frasco contendo
meio de cultura - os explantes

/T 3 minutos

Figura 3. Diagrama dos tempos programados para a passagem do meio de cultura para o frasco
contendo os explantes e da volta do mesmo para seu frasco de origem. Pelotas-RS,
2017.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2X3 [(2 concentracées de sacarose: 15 e 30g L™ de sacarose) e 3
cultivares (BRS Amélia, BRS Cuia e BRS Rubissol)], com 3 repeticbes (cada
repeticdo foi constituida por um galdo com 20 plantas), totalizando 60 plantas por

cultivar por tratamento.

3.2.2 Experimento 2 - Concentra¢cdes de sacarose e espectro vermelho e azul
no cultivo de plantas de batata-doce em biorreator de imersao temporéria

A metodologia foi a mesma empregada no primeiro experimento, a fim de
avaliar as respostas obtidas em uma nova condi¢cdo luminosa. Neste estudo, o
sistema BIT foi configurado na combinagdo dos espectros vermelho e azul (na
proporcao de 70:30) a 455-475nm.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x3 [(duas concentracdes de sacarose: 15 e 30g L™) e 3 cultivares
(BRS Amélia, BRS Cuia e BRS Rubissol)], com 3 repeticbes (cada repeticdo foi
constituida por um galdo com 20 plantas por repeticdo), totalizando 60 plantas de

cada cultivar por tratamento.
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3.2.3 Experimento 3 - Concentracdes de sacarose e espectro vermelho e
branco no cultivo de batata-doce em sistema de micropropagacéo

convencional

O meio de cultura para a inoculagcdo dos explantes foi o MS convencional,
com 100mg L™ de mio-inositol, 5mgL™ de GA; + 0,05mg L™ de cinetina + 0,1mg L™
AlA. O pH corrigido para a faixa de 5,8. O agente gelificante utilizado foi o agar, o
qual foi acrescido na proporcdo de 7g L. Os frascos contendo 35mL do meio de
cultura foram esterilizados por autoclavagem durante 15 minutos a 121°C e pressao
de 1,5atm.

Em fluxo laminar, as plantas das cultivares BRS Amélia, BRS Cuia e BRS
Rubissol foram seccionadas em segmentos apicais de aproximadamente 20mm de
comprimento, contendo trés gemas, e inoculados cinco explantes por frasco
contendo meio semissolido.

Os frascos contendo as plantas foram transferidos para a sala de
crescimento, e alocadas nas prateleiras do sistema comercial BIT20e BIT5 da
Tecnal®, com lampadas de LED (Light Emission Diode), com 42pmol m? s*. O
espectro foi configurado na combinacdo de vermelho e branco (70:30%), a 620—
630nm.O fotoperiodo foi ajustado para 16 horas e a temperatura para 25 + 2°C.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x3 [(duas concentracbes de sacarose: 15g L™ ou 30g L™) x (3
cultivares: BRS Amélia, BRS Cuia e BRS Rubissol)], com 6 repeticdes (cada
repeticao foi constituida por um frasco com 5 plantas, totalizando 30 plantas de cada

cultivar por tratamento.

3.3 Aclimatizacgéo

Apés as avaliagbes, 40 plantas de cada cultivar por tratamento, dos
experimentos 1 e 2, e 15 plantas de cada cultivar por tratamento, do experimento 3,
foram transferidas para bandejas de poliestireno com 72 células, contendo substrato
comercial turfa fértil® e alocadas em casa de vegetacdo. Apés 35 dias avaliou-se o
percentual de sobrevivéncia das plantas, o comprimento da parte aérea (cm), 0

numero de folhas, o comprimento de raiz (cm) e os teores de clorofilas a, b e total.
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3.4. Avaliagdes e analise Estatistica

As avaliacBes foram realizadas apds 35 dias de cultivo in vitro, sendo elas:
comprimento da parte aérea (cm), comprimento da maior raiz (cm) e comprimento
das brotacdes (cm), realizado por meio de régua graduada; numero de folhas;
namero de raizes e numero de brotacdes. Massa fresca e massa seca total foram
obtidas em balanca determinadora de teor de umidade ShimadzuMOC63u®; teores
de clorofilas a, b e total, aferidos com auxilio do clorofildmetro (ClorofiLOG - Falker
Automacdao Agricola Ltda., Porto Alegre, RS), a partir da média das leituras de duas
folhas por planta, de 10 plantas de cada tratamento.

Os dados obtidos in vitro e ex vitro, dos trés experimentos, foram submetidos
a analise de variancia (P<0,05), sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade, utilizando-se o software estatistico Sisvar® versdo 5.6
(FERREIRA, 2014).

4 Resultados e discusséao
4.1 Experimento 1 — Concentracfes de sacarose e espectro vermelho e branco

no cultivo de batata-doce em biorreator de imerséo temporaria

Parametros morfoldgicos

Houve interacdo entre concentracdo de sacarose e cultivares para todos os
parametros morfolégicos avaliados. Nas plantas cultivadas em meio de cultura
contendo 30g L™ de sacarose a cultivar BRS Cuia foi a que apresentou a maior
média de comprimento de parte aérea (3,77cm). Quando submetidas a metade da
concentracdo de sacarose (15g L™), as plantas apresentaram reducdo no
crescimento quando comparadas as plantas cultivadas em 30g L™ de sacarose
(Figura 4; Anexo A). Resultados semelhantes foram obtidos por Shamir et al. (2001),
avaliando diferentes concentragBes de sacarose no meio de cultivo de orquideas,
observaram que niveis em torno de 30g L™ influenciaram o comprimento da parte
aérea das plantas. Rocha et al. (2013) e Ribeiro et al. (2015) explicam que a
concentragdo de sacarose adicionada ao meio de cultura pode influenciar
positivamente o desempenho de algumas espécies, devido aos seus efeitos sobre o

aporte de energia para o explante e a manutenc¢do do potencial osmaético do meio.
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Figura 4. Médias dos parametros morfologicos das cultivares de batata-doce BRS Amélia, BRS Cuia
e BRS Rubissol, nas concentrac6es de 15 e 30g L™ de sacarose no meio de cultivo em
biorreator de imersdo temporaria sob espectro vermelho e branco. (A) Comprimento da
parte aérea (cm); (B) Numero de folhas; (C) Numero de raiz; (D) Comprimento de raiz
(cm). Médias seguidas por letras mailsculas distintas (cultivar) e médias seguidas por
letras minasculas (concentracdo de sacarose) diferem entre si, pelo teste de Tukey ao
nivel de probabilidade de erro a 5%. Pelotas-RS, 2017.

As diferentes concentragbes de sacarose no meio de cultivo influenciam no
crescimento das plantas in vitro, interferindo em processos metabdlicos,
correspondendo a fonte de carbono disponivel, j& que as condi¢des de cultivo in vitro
normalmente fornecem baixa concentracdo de CO; e intensidade luminosa, fazendo
que a taxa fotossintética muitas vezes nao seja suficiente para suprir as
necessidades da planta (LEITE et al., 2000; SKREBSKY et al., 2004). Além disso, a
influéncia da sacarose no crescimento in vitro é associada a expressao de genes da
ciclina, a qual é responsavel por promover a proliferacdo celular em diferentes
regides meristematicas, estimulando o crescimento (RIOU-KHAMLICH et al., 2000).
De acordo com Damiano e Palombi (2000), outro fator relevante associado ao

crescimento das plantas € a condicdo fisica do meio, visto que o meio liquido
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permite um gradiente hormonal e nutricional reduzido, o que possibilita uma
sincronia na diviséo celular, possibilitando crescimento mais uniforme nas plantas.

Na concentracdo de 15g L™ de sacarose BRS Rubissol apresentou a maior
média (2,70 folhas planta™), enquanto que na concentracdo de 30g L™ de sacarose
no meio de cultivo, ndo houve diferenca significativa entre as cultivares, as quais
exibiram em torno de 3 folhas planta™ (Figura 4; Anexo A).

Dados semelhantes foram observados por Chu e Ribeiro (2002), os quais
trabalhando com diferentes espécies de Dioscorea, observaram que o niumero de
folhas produzidas apresentou correlacdo positiva com a concentracdo de sacarose
no meio de cultivo. Estes autores verificaram maior numero de folhas quando
utilizaram as concentracées de 30 a 50g L™ de sacarose. J&4, Mohamed e Alsadon
(2010) e Badr (2011), observaram que conforme o nivel de sacarose no meio de
cultivo aumentou, houve um decréscimo no nimero de folhas e entrends de batata.
Dessa forma, verifica-se que a correlacdo entre as concentracdes de sacarose e 0
namero de folhas é dependente da espécie.

Em ambas as concentracbes de sacarose avaliadas, foi verificado baixo
nimero de raizes. No meio de cultivo com 15g L™, as plantas emitiram uma raiz,
independente da cultivar, enquanto que no meio com 30g L® o maior valor
observado foi de 3,3 raizes por planta™, na cultivar BRS Cuia (Figura 4; Anexo A).
Resultados semelhantes foram obtidos por Rocha et al. (2013), os quais observaram
maior taxa de enraizamento em cana-de-acucar cultivadas em 30g L™ de sacarose.
A presenca de carboidratos no meio de cultura é essencial ao processo de
rizogénese in vitro, e que a formacdo das raizes, para a maioria das espécies,
ocorre pela adicdo de 20 a 30g L™ de sacarose, ja que o carbono exdgeno influencia
na diferenciacdo dos tecidos e oOrgdos (GEORGE, 1996; GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998; LEITE et al., 2000). Além disso, segundo Salisbury (1991), cada
espécie requer um nivel de auxina endogena para estimular o enraizamento, que €
dependente do crescimento das partes aéreas, as quais sao fontes de auxina que
sera translocada para a base, estimulando a rizogénese.

Além do numero de raizes, a reducao de sacarose em 50% da concentracao
usual no meio de cultura influenciou negativamente nas médias de comprimento das
mesmas. Na concentracdo de 15g L™ de sacarose o comprimento médio das raizes

nao ultrapassou 1,11cm, ndo sendo observada diferenca significativa entre as
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cultivares. Ja nas plantas cultivadas na presenca de 30g L™ de sacarose, a maior
média de comprimento radicular foi de 1,63cm (Figura 4; Anexo A).

Esses resultados diferem dos obtidos por Galdiano et al. (2013), os quais
verificaram reducdo no comprimento de raizes de orquidea (Cattleya loddigesii),
conforme a concentracdo de sacarose no meio de cultura aumentava (30 a 40g L™).
Segundo Besson (2010), pode haver diminuicdo no enraizamento associada com a
reducdo de sais e agua do meio de cultura, devido ao potencial osmotico. No
entanto, Mc Cown (1988) explica que quando o suprimento de fotossintatos €
insuficiente, ndo ha formacao de raizes in vitro.

De acordo com Wang e Ruan (2013), na maioria das espécies a concentracao
de 30g L™ de sacarose no meio de cultura mostra-se eficiente para que haja
adequada conexdo das raizes com 0s vasos Xilematicos da plantula, resultando em
maiores taxas de absorcdo de agua pelas raizes. Isto pode ser explicado pela
relacdo da sacarose com a proliferacdo e expanséo de células do xilema e floema
em tecidos cultivados in vitro, visto que, a quantidade de vasos xilematicos é
dependente da concentracdo de sacarose no meio de cultura (ALONI, 1980).

Em todas as cultivares foi verificado surgimento de brotacdes. Na
concentracdo de 15g L™, foi observada média de 1 broto por explante, enquanto que
na concentracdo de 30g L™, para a cultivar BRS Cuia foi observado 1,06 brotos por
explante (Figura 5; Anexo A).

Flores et al. (2015), estudando seis cultivares de batata-doce, também
observaram que as plantas cultivadas em meio suplementado com 30g L™ de
sacarose foram as que apresentaram a maior taxa de brotagdes (1,5 brotacdes por
explante). Conforme salientam Marino et al. (2010), a sacarose afeta
significativamente as respostas fisiolégicas das plantas, atuando como fonte de
energia/esqueletos de carbono, possibilitando o surgimento de brotacdes. Além da
concentracdo de sacarose, 0 posicionamento horizontal dos explantes no biorreator
de imersdo temporaria, pode estar associado ao surgimento de novas brotacdes,
visto que dificulta o fluxo de auxinas do apice para a base desses explantes, fazendo

com que a dominancia apical seja rompida (MACKAY; KITTO, 1988).
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Figura 5. Médias dos parametros morfologicos das cultivares de batata-doce BRS Amélia, BRS Cuia
e BRS Rubissol, nas concentrac6es de 15 e 30g L™ de sacarose no meio de cultivo em
biorreator de imersao temporaria sob espectro vermelho e branco. (A) Niumero de brotos;

B) Comprimento de brotos (cm); (C) Massa fresca (g planta'l); (D) Massa seca (g planta’
). Médias seguidas por letras mailsculas distintas (cultivar) e médias seguidas por letras
minUsculas (concentragdo de sacarose) diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de
probabilidade de erro a 5%. Pelotas-RS, 2017.

As plantas submetidas & metade da concentracdo de sacarose (15g L™), ndo

apresentaram média de comprimento de brota¢des superiores a 1cm. Por outro lado,

as plantas do meio de cultura suplementado com 30g L™ diferiram significativamente

entre si, no qual a cultivar BRS Cuia apresentou o maior comprimento médio de

brotacdes (1,12cm) (Figura 5; Anexo A).

Nicoloso et al. (2003) e Ribeiro et al. (2007), ao estudarem o efeito de

diferentes concentracées de sacarose no meio de cultivo in vitro de Ginseng

Brasileiro (Pfaffia paniculata) e manjericdo roxo (Ocimum basilicum L.), observaram

resultados semelhantes, visto que, o comprimento meédio das brotacbes dessas

espécies, acompanhou o incremento de sacarose (de 30 até 60g L™) no meio de

cultivo, demonstrando que o0s niveis de sacarose no substrato de cultivo in vitro


http://voppus.com.br/beneficios-pfaffia-paniculata-ginseng-brasileiro/
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influenciam vérios processos metabdlicos nas culturas, apresentando efeito sobre o
crescimento e diferenciacdo dos tecidos (GEORGE, 1996). Segundo Rocha et al.
(2010), as brotacdes obtidas na concentracéo de 30g L™, sdo mais desejaveis, visto
gue apresentaram maior comprimento, o que facilita a separacdo dos explantes
multiplicados, como também apresentam maior facilidade de enraizamento.

Niveis crescentes de sacarose resultaram em aumento da biomassa in vitro,
conforme pode ser observado na Figura 5. O meio suplementado com 30 g L™ de
sacarose foi responsavel pela promocédo da maior média de massa fresca total com
destaque para a cultivar BRS Cuia (0,42g). A massa seca total acompanhou o0s
resultados da massa fresca total, na concentracdo de 15g L™ foi verificada uma
média inferior quando comparada com a concentracdo de 30g L™ (Figura 5; Anexo
A). A cultivar BRS Cuia continuou apresentando a maior massa seca total (0,027g
em 15g L™ e 0,033g em 30g L), quando comparada com as demais cultivares
avaliadas. Isto demonstra maior vigor da ‘BRS Cuia’ em relagdo as cultivares BRS
Rubissol e BRS Amélia.

Ferreira et al. (2016), observaram que plantas de cana-de-acgUcar cultivadas
em meio na concentracdo de 30g L™ de sacarose, apresentaram maior média de
massa fresca e seca total, quando comparadas as plantas cultivadas em metade da
concentracdo. Segundo Calvete et al. (2002), o maior contetdo de sacarose no meio
de cultivo corresponde a maior concentracao de reservas no tecido foliar, o que ira
aumentar a capacidade das folhas de permanecer por mais tempo na planta e a
area foliar é um importante determinante para a producdo de massa seca
(HAIMERONG; KUBOTA 2003).

As reservas acumuladas durante o cultivo in vitro, com incremento da
biomassa, servem como suporte para as plantas durante a aclimatizacédo, enquanto
as anomalias morfoldgicas e fisioloégicas geradas pelas condicbes especiais de
cultivo sdo corrigidas (CAPELLADES et al., 1991; PREMKUMAR et al., 2001).

Conteudo de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e total)

N&o foi observada interacdo entre os fatores concentracdo de sacarose e
cultivares, sendo verificado apenas o efeito isolado do fator concentracdes de

sacarose. Ja, o fator cultivar ndo foi significativo. De forma analoga ao que ocorreu



36

com as analises das caracteristicas morfolégicas, o conteudo de clorofila a, b e total
nas plantas de batata-doce foi maior na presenca de 30g L™ de sacarose no meio de
cultivo (Tabela 1).

Os resultados obtidos nesse trabalho diferem de Vieira et al. (2015), os quais
observaram em folhas de bananeira (Musa acuminata), maior conteudo de clorofila
(a, b e total), associada a menores concentracfes de sacarose no meio de cultivo.
Embora diversos autores defendam que a presenca de sacarose no meio de cultivo
estd associada a reducdo nos teores de clorofila (KOZAI, 2003; DECCETTI, 2004;
GEORGE, 2008), para a batata-doce nas condicbes desse estudo isto nao foi
verificado. De acordo com Almeida (2001), mesmo as plantas apresentando taxa
fotossintética baixa nas condicbes in vitro, o suprimento de carbono exdgeno
provavelmente interfere de forma positiva em rotas metabdlicas envolvidas na
producédo de clorofila, o que explicaria 0 maior acimulo de pigmentos observado na

concentracéo superior de sacarose.

Tabela 1. indice de Clorofila (Clh) A, B e total em folhas de batata-doce, das cultivares BRS Amélia,
BRS Cuia e BRS Rubissol, cultivadas em sistema de imersao temporaria na combinacao do espectro
vermelho e branco sob duas concentra¢gfes de sacarose no meio de cultivo (15 e 30g L'l)

Cultivares Clh A (mM) Clh B (mM) Clh Total (mM)
BRS Amélia 12,89 2,91 15,81™
BRS Cuia 13,79 551 17,30
BRS Rubissol 13,69 3,31 17,00
Concentracdo de Sacarose (g L™)

15 12,15b 2,85b 15,00b

30 14,76a 3,63a 18,40a
C.V. (%)' 23,30 35,18 23,77

C.vV. (%)1 Coeficiente de Variagdo. Médias seguidas por letras minisculas distintas, na mesma coluna
diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade de erro a 5%. "™ N&o significativo.
Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2017.

Aclimatizacéao

O meio de cultura contendo 30g L™ de sacarose proporcionou as maiores
porcentagens de aclimatizagdo, sendo que a cultivar BRS Cuia apresentou maior
porcentagem de sobrevivéncia (97,5%) quando comparada as cultivares BRS

Amélia e BRS Rubissol (87,5 e 80%, respectivamente) (Tabela 2 e Figura 6).
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Esses resultados estdo de acordo com Calvete et al. (2002) e Bandinelli et al.
(2013), os quais verificaram que o aumento da concentracdo de sacarose do meio
foi acompanhado pelo aumento da sobrevivéncia ex vitro das plantas de
morangueiro e batata. Alguns autores defendem que a presenca de fontes externas
de carbono no meio de cultivo leva ao acumulo de agucares nas folhas, inibindo o
processo fotossintético, consequentemente, levando as plantas cultivadas in vitro a
apresentarem heterotrofismo e reducdo do crescimento, o que leva a baixa taxa de
sobrevivéncia das mesmas ex vitro (LANGFORD; WAINWRIGHT, 1987; KOZAI et
al., 1991; GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

No entanto, segundo Langford e Wainwright (1987) e Capellades et al.,
(1990), manter os niveis de sacarose no meio de cultivo préximos a 30g L™, para a
maioria das espécies, é recomendavel para que a planta armazene reservas de
energia suficientes para sobreviver as mudancas de ambiente, visto que o0s
mecanismos pelos quais a concentracdo de acUcares influencia na aclimatizacéo

nao sao muito claros.

Tabela 2. Porcentagem de aclimatizagdo de trés cvs. de plantas de batata-doce, cultivadas em
biorreator de imersédo temporaria, sob combinacdo de espectro vermelho e branco, submetidas a
duas concentracdes de sacarose 15 e 30g L™

. Concentracao de N° de plantas Sobrevivéncia

Cultivar

sacarose transplantadas (%)

" 15 40 77,5

BRS Amélia 30 40 875

. 15 40 85

BRS Cuia 30 40 97,5

. 15 40 70

BRS Rubissol 30 40 80

Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2017.
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Figura 6. Plantas de batata-doce cultivadas in vitro. (A) Plantas transplantadas para casa de
vegetacdo; (B) Plantas de batata-doce cultivar BRS Cuia, cultivadas em 30g L™ de
sacarose, apo6s 35 dias em casa de vegetacdo. Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS,
2017.

Parametros morfolégicos apds aclimatizacéo

N&o foi verificada interacdo entre os fatores cultivares e concentracdes de
sacarose nos parametros morfolégicos avaliados apés 35 dias de cultivo em casa de
vegetacdo. No entanto, foi verificado efeito isolado dos dois fatores. Como
observado no cultivo in vitro, a concentracdo de sacarose de 30g L™ continuou
proporcionando médias superiores a de 15g L™. Em relac&o ao fator cultivar, quando
analisada a varidvel comprimento da parte aérea, as cultivares BRS Cuia e BRS
Amélia apresentaram aproximadamente 3,5cm. A cultivar BRS Cuia também
demonstrou maior no nimero de folhas (4,25 folhas por planta™) e comprimento de
raiz (4,30cm) (Tabela 3). Nao foi possivel avaliar o numero de raizes, visto que, as
mesmas encontravam-se emaranhadas, assim como nao foi observada presenca de
novas brotacdes.

Os resultados estdo de acordo com Galdiano et al. (2013) e Freitas et al.
(2015), os quais observaram em plantas de orquideas e bromélias cultivadas in vitro,
gque exibiram crescimento mais vigoroso (como maior comprimento da parte aérea,
ndmero de folhas e raizes) no meio de cultivo na concentracdo de 30g L™ de
sacarose, mantiverem as maiores médias nos parametros de crescimento avaliados
30 dias ap0os transplantio para casa de vegetacao, assim como as maiores taxas de

sobrevivéncia ex vitro.



39

Tabela 3. Comprimento da parte aérea (CPA), numero de folhas por planta (NF) e comprimento
médio de raizes (CMR), de plantas de batata-doce, previamente cultivadas em BIT na combinacao de
espectro vermelho e branco, em duas concentracdes de sacarose (15e 30g L™), apés 35 dias de
aclimatizacéo

Cultivares CPA (cm) NF (folhas/planta) CMR (cm)
BRS Amélia 3,22a 3,55b 3,91b
BRS Cuia 3,47a 4,25a 4,30a
BRS Rubissol 2,64b 3,05¢ 3,33c
Concentracdo de Sacarose (g L)

15 2,56b 3,56b 3,62b
30 3,66a 3,66a 4,07a
C.V. (%)' 21,26 26,54 11,32

C.V. (%)" Coeficiente de variacao. Médias seguidas por letras minusculas distintas, na mesma coluna
diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade de erro a 5%. Embrapa, Clima
Temperado, Pelotas-RS, 2017.

A maior taxa de sobrevivéncia ap6s 35 dias de aclimatiza¢do, assim como as
médias dos parametros morfolégicos, pode ser explicada pelos resultados
anteriormente obtidos, visto que o possivel acumulo de reservas nas folhas das
plantas cultivadas em maior concentracdo de sacarose pode estar relacionado a
sobrevivéncia da planta, enquanto ela se adapta ao ambiente ex vitro, além disso, a
presenca de raizes e comprimento adequado das mesmas fornece o suprimento de
agua para a planta durante a aclimatizacio (DIAZ-PEREZ et al., 1995; DECCETTI,
2004).

Conteudo de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e total), apods

aclimatizacao

Apos 35 dias de cultivo ex vitro, as variaveis indices de clorofila a, b e total
nao foram influenciadas pelos fatores avaliados (Tabela 4). Diferindo dos resultados
obtidos nesse trabalho, nas plantas de fumo (Nicotiana tabacum L.), e orquideas
(Dendrobium), foi observada maior quantidade de pigmentos fotossintetizantes, nas
plantas previamente cultivadas em meio de cultivo acrescido de 30g L™ de sacarose
(SOLAROVA et al., 1989; , LIM et al., 1992). Houve aumento na concentragdo em
relacdo ao periodo das plantas no cultivo in vitro, o que pode ser explicado pelo
surgimento de novas folhas com atividade fotossintética mais ativa, devido a
disponibilidade de CO, e o aumento da intensidade luminosa na casa de vegetacao,
guando comparado ao cultivo no laboratério.



40

Tabela 4. indice de Clorofila (Clh) A, B e total em folhas de batata-doce, das cultivares BRS Amélia,
BRS Cuia e BRS Rubissol, cultivadas em sistema de imersao temporaria na combinacao do espectro
vermelho e branco sob duas concentracdes de sacarose no meio de cultivo (15 e 30g L™), apds
aclimatizacéo

Cultivares Clh A (mM) Clh B (mM) Clh Total (mM)
BRS Amélia 22,43™ 8,64 32,99™
BRS Cuia 24,13 9,67 34,27
BRS Rubissol 24,37 9,71 34,09
Concentracdo de Sacarose (g L)

15 23,56 9,21"™ 32,93™
30 23,73 9,46 33,30
C.V. (%)! 11,00 15,60 11,04

C.V. (%)" Coeficiente de variacdo. ™ N&o significativo. Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2017.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam um comportamento heterotroéfico
das plantas no cultivo in vitro, visto que as maiores taxas de crescimento estédo
associadas as plantas cultivadas na maior concentracéo de sacarose (30g L™). No
entanto, a aeracdo do sistema de biorreator de imersdo temporaria, pode ter
contribuido com as taxas de sobrevivéncia e crescimento das plantas ex vitro, pela
redugéo da umidade relativa e da concentracdo de etileno no interior dos frascos de
cultivo, possibilitando crescimento aparentemente saudavel das plantas in vitro e
diminuindo o aparecimento de desordens fisioldgicas observadas no sistema
convencional como a hiperidricidade (ARIGITA et al., 2002; KOZAI; NGUYEN, 2003).

4.2 Experimento 2 - Concentracdes de sacarose e espectro vermelho e azul no

cultivo de batata-doce em biorreator de imerséo temporaria

De acordo com a andlise estatistica, houve interacdo entre as concentracdes
de sacarose e as cultivares, para todos os parametros morfolégicos avaliados.
Quando observado crescimento da parte aérea, as plantas cultivadas na
concentracdo de 15g L™ de sacarose apresentaram altura significativamente inferior
as plantas cultivadas na presenca de 30g L™ de sacarose (Figura 7).

Resultados similares foram obtidos por Souza et al. (1990), em estudo com
batata-doce, onde a maior média de comprimento da parte aérea (6,20cm), foi
verificada nas plantas cultivadas em meio de cultura MS contendo 30g L™ de
sacarose. A influéncia positiva da presenca de sacarose, no crescimento da parte

aérea de plantas cultivadas in vitro também foi verificada em plantas de
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maracujazeiro (COUCEIRO, 2002) e em videiras, (GRIBAUDO et al., 2003), no meio
de cultivo suplementado com 30g L™ de sacarose.

A utilizacdo do meio de cultivo liquido pode estar associada ao maior
crescimento da parte aérea, ja que esse tipo de meio proporciona um contato maior
com o explante, favorecendo a maior absorgéo dos nutrientes contidos no meio MS
(TEIXEIRA, 2006; RIBEIRO et al., 2008). Diante disso, além da sacarose fornecer
energia para o crescimento das plantas, funciona como um regulador do potencial
osmotico do meio de cultivo, conforme aumenta sua concentracdo diminui a entrada
de agua nos explantes, reduzindo a ocorréncia de hiperidricidade, a qual € uma
desordem fisiologica associada ao baixo desenvolvimento das plantas cultivadas in
vitro (SEKO; NISHIMURA, 1996).

3 . . X
45 | Comprimento Parte Aerea 6 NumeroAade Folhas
! Aa A3 3,9 Aa
4 + 5 -
3,5 - 4,5 Ab
3 - 44 m Ba
Ab ; 35 -
2]5 ] Ab Ba .15 J'a | .15
2 1 8o 30 2,5 Bb 30
1,5 2
1 1,5
1 1
0,5 - 0,5 -
[V T T 1 [ T T 1
Amélia Cuia Rubissol Amélia Cuia Rubissol
> Nuamero de Raiz > Comprimento de Raiz
45 4 4,5 -
4 4
3,5 - 3,5 -
3 E
2,5 - Aa W15 2,5 - W15
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2 8a Ba 30 2 7 Ba 30
1,5 - Ab 5 " 15 4 a Ab a5 Ba
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Figura 7. Médias dos parametros morfologicos das cultivares de batata-doce BRS Amélia, BRS Cuia
e BRS Rubissol, nas concentrac6es de 15 e 30g L™ de sacarose no meio de cultivo em
biorreator de imersao temporaria sob espectro vermelho e azul. (A) Comprimento da parte
aérea (cm); (B) Numero de folhas; (C) Numero de raiz; (D) Comprimento de raiz (cm).
Médias seguidas por letras mailsculas distintas (cultivar) e médias seguidas por letras
minUsculas (concentracdo de sacarose) diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de
probabilidade de erro a 5%. Pelotas-RS, 2017.



42

As plantas cultivadas em meio de cultivo com metade da concentracao de
sacarose (15g L™) também apresentaram menor média no niimero de folhas quando
comparadas com aquelas cultivadas em 30g L™ de sacarose (Figura 7). O que diferiu
dos resultados obtidos por Ambrosio e Melo (2004), os quais relataram reducdo no
namero de folhas em plantas de samambaia conforme aumentava a concentracao
de sacarose no meio de cultura. O mesmo foi observado para as plantas de
beterraba e batata (BANDINELLI et al., 2013).

No entanto, Grout e Millan (1985), afirmam que a reducdo da sacarose no
cultivo in vitro pode afetar o niumero de folhas formadas, o que diminuiria as taxas de
sobrevivéncia ex vitro, visto que as mesmas séo consideradas como 6rgaos estoque
de nutrientes. Segundo Lima et al. (2000), as caracteristicas genéticas e as
condicBes internas das células podem ser afetadas pela aquisicao e distribuicdo das
fontes de carboidratos, 0s quais Sao essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento da area foliar.

Assim como as variaveis anteriores, a menor média do niumero de raizes foi
associada a concentracdo de 15g L™ de sacarose (Figura 7). Estes resultados
corroboram com os obtidos por Conner et al. (1992), os quais observaram que
plantas de quatro cultivares de aspargo desenvolvidas em meio com alta
concentracdo de sacarose (30 a 60g L), produziram raizes em maior nimero e
taxas superiores de crescimento e sobrevivéncia quando transplantadas para casa
de vegetacdo, em relacdo as plantas cultivadas em concentracdes mais baixas. O
aumento no numero das raizes, associado a maior concentracdo de sacarose (30g
L), esta relacionado com o fato da sacarose no substrato de cultivo in vitro
influenciar varios processos metabolicos nas culturas, apresentando efeito sobre o
crescimento e diferenciacdo dos tecidos, visto que, normalmente, as condicdes in
vitro ndo sédo adequadas para que a planta realize fotossintese e a fonte de carbono
externo passa a ser sua uUnica fonte de energia (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998; LEITE et al., 2000).

Embora alguns autores sugiram que as raizes produzidas in vitro nédo
apresentem funcionalidade e sirvam apenas de reservas de nutrientes até que novas
raizes sejam formadas na etapa ex vitro (DEBERGH; MAENE 1981; BORKOWSKA,
2001), de acordo com George (1996), as plantulas que desenvolvem raizes in vitro
apresentam maior capacidade em estabilizar a perda hidrica durante a fase de

aclimatizacao, estando relacionadas com o aumento da sobrevivéncia ex vitro.
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O comprimento médio das raizes foi superior nas plantas cultivadas em 30g
L. Nessa concentracéo a cultivar BRS Amélia exibiu 0 maior comprimento (1,91cm)
diferindo significativamente das demais cultivares (Figura 7). Del Rosario e Guzman
(1981) obtiveram efeito positivo promovido pela alta concentracdo de acgUcar no
crescimento de raizes de embrides de coqueiro “makapuno”, usando meio de cultura
MS. Do mesmo modo, experimentos com Diurislongifolia (Orchidaceae), mostraram
gue o crescimento das raizes acompanhou o aumento da concentracdo de sacarose
de 20 & 40g L™ (COLLINS; DIXON, 1992).

Embora a média do comprimento de raizes seja modesta, é valido salientar
que assim como as folhas, as raizes obtidas no cultivo in vitro estdo relacionadas
com 0 sucesso na etapa de aclimatizacdo das plantas, sendo que as raizes mais
curtas mostram-se mais adequadas, visto que, sdo mais faceis de manusear no
momento do transplantio, e apresentam-se em fase de crescimento ativo, facilitando
a aclimatizacao das plantas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Foi constatada a presenca de brotacdes em todas cultivares em estudo
(Figura 8). Na concentracdo de 30g L™, as cultivares BRS Cuia e BRS Amélia
exibiram em torno de 1,10 brotacSes por explante™, enquanto que a cv. BRS
Rubissol apresentou o menor niimero de brotagdes 1,0 por explante™ (Figura 9).

Ferreira Junior (2015), estudando as mesmas cultivares em biorreator de
imersdo temporaria, no meio acrescido de 30g L™ de sacarose, observou médias
semelhantes para o nimero de brotac6es (média de 1,73 brotos por planta). Esses
resultados também estdo de acordo com o estudo realizado por Rocha et al. (2013),
com cana-de-aclcar, no qual obtiveram maior nimero de brotacdes nas plantas

submetidas a meio de cultivo com 30g L™ de sacarose.
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Figura 8. Presenca de brotacdes em plantas de batata-doce: (A) ‘BRS Cuia’; (B) ‘BRS Amélia’ e (C)
‘BRS Rubissol’, cultivadas em biorreator de imersao temporaria, na concentracao de 30g
L™ de sacarose no meio de cultivo. Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2017.

Segundo Sivparsad e Gubba (2012), o potencial para formar brotacdes in
vitro em batata-doce é genotipo-especifico. Entretanto, de acordo com Gamborg
(1970), o efeito da citocinina na divisdo celular pode depender da disponibilidade do
acucar, em que meios contendo concentracdo alta de sacarose favorecem a
diferenciacdo e crescimento de brotacdes. Juntamente com a sacarose, 0 uso do
sistema de biorreatores de imersdo temporaria tem aumentado o numero das
brota¢Bes in vitro, ja que permite maior contato da cultura com o meio, possibilita a
aeracdo dos frascos estimulando o crescimento e a obtencdo de maior producéo
vegetal, e proporciona a agitacdo da cultura no biorreator, que resulta na perda de
dominancia apical (TAKAYAMA; AKITA, 2006).

Na concentracdo 30g L' de sacarose, também foi observado o maior
comprimento de brotacdes, na qual a cultivar BRS Amélia apresentou a maior média
(1,94cm) (Figura 9). Estudos envolvendo bananeiras cv. Terra (LEMOS et al., 2001)
e heliconia (RODRIGUES et al., 2006), na presenca de 30g L' de sacarose,
cultivadas em biorreator de imerséo temporaria, resultaram em brotacdes com maior
comprimento e duas vezes mais brotos, que nas concentracdes inferiores, dados

semelhantes ao encontrados neste trabalho.
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Figura 9. Médias dos parametros morfoldgicos das cultivares de batata-doce BRS Amélia, BRS Cuia
e BRS Rubissol, nas concentracbes de 15 e 30g L™ de sacarose no meio de cultivo em
biorreator de imersao temporaria sob espectro vermelho e azul. (A) Namero de brotos; (B)
Comprimento de brotos (cm); (C) Massa fresca (g planta'l); (D) Massa seca (g planta'l).
Médias seguidas por letras mailsculas distintas (cultivar) e médias seguidas por letras
minUsculas (concentragdo de sacarose) diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de

probabilidade de erro a 5%. Pelotas-RS, 2017.

A sacarose adicionada ao meio nutritivo age como regulador osmético do

meio de cultivo, auxiliando a impedir a presenca de hiperidricidade, ademais é

determinante no crescimento e nas respostas fisiolégicas das plantas in vitro,

atuando tanto como fonte de energia e de carbono, possibilitando o crescimento das
plantas in vitro (SHIBLI et al., 2006; FLORES et al., 2013). Além disso, para Zenk et

al. (1977) as altas concentragdes de sacarose induzem a biossintese de auxinas, as

quais, juntamente com as giberelinas, promovem o alongamento das brotacdes.

Normalmente, as respostas de biomassa confirmam as avaliagcbes no

crescimento das plantas. Conforme esperado, a biomassa das plantas de todas

cultivares foi influenciada pela concentracéo de sacarose, onde tanto a massa fresca

quanto a massa seca total foram favorecidas pela concentracdo de 30g L™ de
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sacarose (Figura 9). Os resultados foram similares a Rocha et al. (2007), os quais
observaram maior massa fresca e seca total para plantas de banana ana cultivadas
em meio suplementado 30g L™ de sacarose. Estudos comprovaram que 75 a 85 %
do aumento da biomassa se deve a incorporacdo de carbono pela adicdo de
sacarose, Vvisto que niveis crescentes de sacarose contribuem consideravelmente
para o surgimento de raizes, bem como para aumentar a quantidade de reserva de
carboidratos, principalmente nas folhas (RICK et al., 1997). Cerca de um terco desse
estoque é empregado no desenvolvimento de novas folhas, as quais contribuirdo
para o crescimento e sobrevivéncia dessas plantas quando transferidas para o
ambiente ex vitro (DARNEL; BIRKHOLD, 1996).

Conteudo de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e total)

Para os indices de clorofila a, b e total, apenas foi observada influéncia do
fator concentracdo de sacarose. O fator cultivar ndo teve efeito nestas variaveis. Na
concentracdo de 30g L™ foi a que apresentou as melhores médias para as trés
variaveis (Tabela 5). Corroborando com os resultados obtidos por Serret et al.
(2001), em um estudo com plantas de gardénia submetidas ao cultivo in vitro com
diferentes concentracbes de sacarose (0; 1,5 e 3%), verificaram que a baixa
concentragéo de sacarose diminuiu os teores de clorofila. Segundo Engel e Poggiani
(1991), a eficiéncia fotossintética esta ligada ao teor de pigmentos cloroplastidicos
das plantas, afetando o crescimento e influenciando a adaptabilidade das mesmas
aos diversos ambientes.

Tabela 5. indice de Clorofila (Clh) A, B e total em folhas de batata-doce, das cultivares BRS Amélia,

BRS Cuia e BRS Rubissol, cultivadas em sistema de imerséo temporéaria ha combinacao do espectro
vermelho e azul, sob duas concentra¢cfes de sacarose no meio de cultivo (15 e 30g L'l)

Cultivares Clh A (mM) Clh B (mM) Clh Total (mM)
BRS Amélia 15,30™ 3,53™ 18,83
BRS Cuia 13,99 3,21 17,20
BRS Rubissol 13,45 3,33 16,76
Concentracdo de Sacarose (g L)

15 13,21b 3,03b 16,25b

30 15,18a 3,63a 18,81a
C.V.(%)* 23,06 27,49 22,53

C.V. (%)" Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras mintsculas distintas, na mesma coluna
diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade de erro a 5%. "™ N&o significativo.
Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2017.
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Aclimatizacéao

As maiores porcentagens de aclimatizacdo foram observadas nas plantas
cultivadas em meio de cultura contendo 30g L™ de sacarose (Tabela 6). Trabalhando
com a mesma espécie Flores et al. (2015) e Sivparsad e Gubba (2012), também
obtiveram melhores porcentagens de aclimatizacdo nas plantas submetidas a meio
de cultura contendo 30g L™ de sacarose.

Tabela 6. Porcentagem de aclimatizagdo de trés cvs. de plantas de batata-doce, cultivadas em

biorreator de imersdo temporaria, sob combinacdo de espectro vermelho e azul, submetidas a duas
concentragdes de sacarose 15 e 30g L™

. Concentracao N° de plantas Sobrevivéncia
Cultivar
de sacarose transplantadas (%)
. 15 40 82,2
BRS Amélia 30 40 90
. 15 40 87,5
BRS Cuia 30 40 97,5
. 15 40 80
BRS Rubissol 30 40 85

O carboidrato acrescido ao meio de cultura atua como recurso energético e
fornece carbonos precursores para a biossintese de oligossacarideos, aminoacidos
e outras moléculas necessarias para o crescimento, além disso, pode aumentar as
reservas de amido e sacarose nas plantas micropropagadas e auxilar na
aclimatizacao (CALDAS et al., 1998; HAZARIKA, 2003).

Parametros morfolégicos apds aclimatizacéo

N&o foi observada interacdo entre os fatores cultivar e sacarose, no entanto
verificou-se efeito isolado de ambos. Na varidvel comprimento da parte aérea a
maior média foi representada pela ‘BRS Cuia’ (4,11cm), assim como numero de
folhas (5,80) e comprimento de raiz. Com relagédo ao fator sacarose, constata-se o
efeito positivo da aclimatizagéo ex vitro sobre as mudas de batata-doce cultivadas
em 30g L™ de sacarose no meio de cultura (Tabela 7). Estes dados corroboram com
os relatados por Calvete (1998) para o morangueiro, o qual obteve maior taxa de

sobrevivéncia nas plantas previamente cultivadas em 30g L™.
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Nota-se em funcéo dos dados anteriores, que as plantas cultivadas em 30g L
! de sacarose, provavelmente acumularam mais reservas de solutos, as quais
podem ter sido utilizadas durante a aclimatizacao e, com isto, proporcionaram maior
taxa de sobrevivéncia e crescimento ex vitro. Calvete (1998), afirma que o acumulo
de sdlidos nos tecidos, confere maior resisténcia as folhas, sugerindo que a
presenca de reservas de carbono nas folhas pode ser a principal forma de sustentar
a sobrevivéncia das plantas, durante as primeiras semanas de aclimatizacdo ex
vitro. Segundo Grattaplagia e Machado (1998), a variabilidade na resposta
morfogenética in  vitro, leva a necessidade de se definirem protocolos de
micropropagacdo diferenciados, jA& que além das espécies, cada cultivar pode

apresentar um comportamento proprio.

Tabela 7. Comprimento da parte aérea (CPA), nimero médio de folhas por planta (NF) e
comprimento médio de raizes (CMR), de plantas de batata-doce, previamente cultivadas em BIT na
combinac&o de espectro vermelho e azul, em duas concentracdes de sacarose (15e 30g L™), apds 35
dias de aclimatizacao

Cultivares CPA (cm) NF (folhas/planta) CMR (cm)
BRS Amélia 3,07c 3,35¢c 3,42a
BRS Cuia 4,11a 5,80a 3,65a
BRS Rubissol 3,60b 5,15b 3,19b
Concentracdo de Sacarose (g L)

15 2,95b 4,36b 3,21b
30 4,23a 5,16a 3,63a
C.V.(%)" 24,81 20,18 8,86

C.V. (%)" Coeficiente de variagdo. Médias seguidas por letras mintsculas distintas, na mesma coluna
diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade de erro a 5%. Embrapa, Clima
Temperado, Pelotas-RS, 2017.

Conteudo de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e total), apods
aclimatizacao

Apés 35 dias de aclimatizacdo, os indices de clorofila ndo foram

influenciados pelos fatores avaliados (Tabela 8).
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Tabela 8. Indice de Clorofila (Clh) A, B e total em folhas de batata-doce, das cultivares BRS Amélia,
BRS Cuia e BRS Rubissol, cultivadas em sistema de imersao temporaria na combinacao do espectro
vermelho e azul sob duas concentraces de sacarose no meio de cultivo (15 e 30g L™), apds
aclimatizacéo

Cultivares Clh A (mM) Clh B (mM) Clh Total (mM)
BRS Amélia 24,10™ 9,43" 33,71™
BRS Cuia 25,11 10,50 35,63
BRS Rubissol 25,42 9,95 36,61
Concentracdo de Sacarose (g L)

15 24,16™ 9,61™ 35,21™
30 25,59 10,32 35,42
C.V.(%)" 11,54 14,59 10,96

C.V. (%)" Coeficiente de variacéo. ™ N&o significativo. Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2017.

O aumento nos indices de clorofila a, b e total ap6s aclimatizacao, estdo
relacionados com o aumento no numero de folhas e o estimulo da atividade
fotossintética das mesmas, visto que, ndo € mais fornecida a fonte exdgena de
carbono, assim como o fornecimento da luz natural e maior acesso ao CO; (ROCHA,
2005).

Segundo Debergh (1991), para facilitar a aclimatizacdo das plantas deve-se
eliminar o uso de sacarose no meio de cultivo. Entretanto, os resultados encontrados
nesse trabalho ndo confirmam essa hipotese, visto que as plantas cultivadas em
concentracdo reduzida de sacarose apresentaram crescimento e taxa de
sobrevivéncia deficiente, provavelmente para que isso seja viavel é necessario
diminuir os intervalos de aeracao e buscar uma intensidade de luz adequada, para

estimular a fotossintese in vitro.

4.3 Experimento 3 - Concentracdes de sacarose e espectro vermelho e branco

no cultivo de batata-doce em sistema de micropropagagao convencional

Verificou-se diferengca significativa entre as cultivares e entre as
concentracdes de sacarose quando avaliado comprimento de parte aérea. A menor
média foi observada na cultivar BRS Amélia (1,78cm), diferindo das cultivares BRS
Cuia e BRS Rubissol, as quais apresentaram em torno de 2,5cm de altura. A
concentracdo de sacarose de 30g L™ proporcionou médias significativamente
superiores a de 15g L™ (Tabela 9).

Estes resultados diferem do comportamento verificado para Melissa officinalis,

uma espécie herbacea, a qual apresentou reducao da altura e &rea foliar das plantas
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cultivadas em meios com concentracdes de 30 g L™ de sacarose (RIBEIRO et al.,
2007). O mesmo foi observado por Ferreira Junior (2015), que trabalhando com as
mesmas cultivares de batata-doce verificou aumento na parte aérea das plantas
cultivadas na concentracdo de 15g L™, divergindo dos resultados obtidos nesse
trabalho. Tais respostas contraditérias podem ser em funcédo da idade dos explantes
utilizados, bem como o tipo de lampadas utilizadas pelo referido autor, ou seja,
lampadas fluorescentes branca-frias, que apresentam espectro de emissao de luz
diferentes da utilizada no presente trabalho.

No cultivo in vitro, a sacarose atua como uma fonte de energia e fornece
carbonos que serdo utilizados durante a respiragdo e S&80 precursores para a
biossintese de componentes estruturais e funcionais como oligossacarideos,
aminoacidos e outras moléculas necessarias para o crescimento (CALDAS et al.
1998).

O meio de cultura é um dos fatores que mais influencia no crescimento e
desenvolvimento das plantas in vitro, determinando seu estado nutricional, a
presenca e a concentracdo de nutrientes e fontes de carbono séo responsaveis pelo
mMAaximo crescimento vegetativo nessa fase e variam de acordo com a espécie e
gendtipos (CAPALDI, 2002). Marschner (1986), ainda salienta que as maiores taxas
de crescimento das plantas no meio semissolido ocorrem nos periodos iniciais do
cultivo, gracas a maior velocidade de absorcdo dos nutrientes pelos explantes,
devido a maior disponibilidade dos mesmos no meio de cultura.

Foi observado apenas efeito isolado dos fatores no numero de folhas das
plantas. As cultivares BRS Cuia e BRS Rubissol apresentaram em torno de 4,5
folhas por planta®, enquanto que a cultivar BRS Amélia apresentou 2,70 folhas por
planta™, média significativamente inferior as demais cultivares. As plantas cultivadas
na concentracdo de 30g L™ sacarose apresentaram média de folhas por planta
superior aquelas cultivadas na concentracdo de 15g L™ (Tabela 9). Resultados
similares foram encontrados por Ndagijimana et al. (2014), que utilizando vérias
concentracBes de sacarose (0, 15, 30, 60 e 90g L™) para duas cultivares de batata-
doce (Ukerewe e Gihingamukungu), observaram que na concentracéo de 30g L™ de
sacarose as plantas apresentaram maior comprimento de parte aérea, bem como

maior nimero de folhas.
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Tabela 9. Comprimento da parte aérea (CPA), nUmero médio de folhas por planta (NF) e nimero
médio de raizes (NR), de plantas de batata-doce cvs. BRS Amélia, BRS Cuia e BRS Rubissol,
cultivadas em meio de cultivo semissoélido, sob espectro luminoso vermelho e branco em duas
concentracdes de sacarose (15e 30g L)

Cultivares CPA (cm) NF (folha/planta) NR (raiz/planta)
BRS Amélia 1,78b 2,70b 1,72™
BRS Cuia 2,51a 4,46a 1,88

BRS Rubissol 2,44a 4,53a 1,84
Concentracdo de Sacarose (g L)

15 1,79b 3,20b 1,33b

30 2,72a 4,64a 2,33a
C.V. (%)! 41,35 41,05 48,65

C.V.(%)" Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras mindsculas distintas, na mesma coluna
diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade de erro a 5%. "™ N&o significativo.
Embrapa, Clima Temperado, Pelotas-RS, 2017.

De acordo com Masle (2000), altas concentracbes de carbono afetam a
expansdo e divisdo celular na area foliar, no entanto o papel da sacarose no
desenvolvimento foliar ainda é pouco conhecido, havendo evidéncias de que ela
esteja associada com o controle do ciclo celular (RIOU-KHAMLICHI et al., 2000). E
sugerido que as folhas formadas in vitro, na presenca de carboidrato, iniciam
importante papel na fotossintese, contribuindo para a emissdo e a expanséo de
novas folhas in vitro e durante o posterior desenvolvimento ex vitro (YUE et al.,
1993). Além disso, Hartmann et al. (1990), afirmam que a presenca de folhas
estimula o enraizamento, visto que as auxinas ndo sao 0s Unicos fatores
responsaveis pela rizogénese, sendo necessarios outros fatores que normalmente
sao produzidos pelas folhas e gemas fisiologicamente ativas (CHALFUN et al.,
1997).

O fator cultivar ndo interferiu no niumero de raizes emitidas (em torno de 1,8
raizes por planta™), no entanto a concentracdo de sacarose influenciou esta variavel,
observando-se que em 30g L™ de sacarose as plantas apresentaram médias
superiores (Tabela 9 e Figura 10).

Para o porta-enxerto de pereira (OH x F97) também foi verificado maior
namero de raizes nas plantas cultivadas em meios contendo concentracbes
superiores de sacarose (30 a 45g L™) (LEITE; FINARDI, 2000). Geralmente as
condi¢bes utilizadas para o cultivo in vitro ndo permitem que as plantas realizem a
fotossintese de forma adequada, dessa forma é necesséario o fornecimento de
sacarose no meio de cultura, a fim de promover o crescimento e a diferenciacdo dos
tecidos (ERIG; SHUCH, 2005; KOZAI et al., 2005).
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Figura 10. Plantas de batata-doce cultivadas in vitro em meio semissdlido: (A) ‘BRS Amélia’,
(B)'BRS Cuia’ e (C) ‘BRS Rubissol’ contendo 15g L™ de sacarose; (D) ‘BRS Amélia’,
(E) ‘BRS Cuia’ e (F) ‘BRS Rubissol’ contendo 30g L™" de sacarose. Embrapa Clima
Temperado, Pelotas-RS, 2017.

Foi observada interagdo dos fatores cultivar e sacarose, quando avaliado
comprimento de raiz. Para todas as cultivares a concentracdo de 30g L™, equivaleu
as maiores médias, nas quais a cultivar BRS Cuia apresenta média de 6,19cm,
equivalendo ao maior comprimento de raiz entre as cultivares (Tabela 10).
Resultados similares com a mesma espécie foram obtidos por Souza et al. (1990),
em que as maiores concentracdes de sacarose no meio de cultura (30 e 40g L™,
proporcionaram plantas com raizes mais longas e ramificadas. De acordo com
Rolland et al. (2006), fontes de carbono, nesse caso a sacarose, Sao essenciais para
a producdo de hormodnios do crescimento (auxinas), as quais induzem o
desenvolvimento radicular, no entanto a concentracdo adequada vai depender da

espécie e possivelmente do gendtipo em estudo.
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Tabela 10. Comprimento médio de raizes (CMR), massa fresca total e massa seca total, de plantas
de batata-doce cvs. BRS Amélia, BRS Cuia e BRS Rubissol, cultivadas em meio de cultivo
selmissc')lido, sob espectro luminoso vermelho e branco em duas concentracdes de sacarose (15e 30g
L™)

Cultivares
Parametros — Sacarose  poo amglia BRS Cuia BRS Rubissol
Morfologicos (gL™)
CMR 15 1,45Ch 3,85Ab 2,47Bb
(cm) 30 2,56Ca 6,19Aa 4,33Ba
C.V (%)! 48,24
Massa Fresca 15 0,11Bb 0,21Ab 0,13Bb
(g planta™) 30 0,22Ba 0,29Aa 0,24Ba
C.V (%)' 33,10
Massa Seca 15 0,008Bb 0,018Aa 0,012Bb
(g planta™) 30 0,012Ba 0,030Aa 0,022Aa
C.V (%)' 48,91

C.V.(%)l Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras mailsculas distintas, na mesma linha
(cultivar) e médias seguidas por letras mindsculas, na mesma coluna (concentracdo de sacarose)
diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade de erro a 5%. Embrapa, Clima
Temperado, Pelotas-RS, 2017.

Para as variaveis massa fresca e massa seca total, foi verificada interacao
dos fatores cultivar e sacarose. As maiores médias foram observadas na
concentracdo de 30g L™ de sacarose. A cultivar BRS Amélia apresentou a menor
média de massa seca (0,012g), correspondendo as demais variaveis avaliadas em
que apresentou as menores taxas de crescimento (Tabela 10).

Esses resultados corroboram com os resultados obtidos por Ferreira Junior
(2015), estudando as mesmas cultivares, observou que a cultivar BRS Amélia
apresentou menores taxas de crescimento em meio semissélido que as cultivares
BRS Cuia e BRS Rubissol. Segundo Castro e Andrade (1995) e Oliveira et
al., (2008), muitas vezes, faz-se necesséario testar diferentes composicées de meio
nutritivo no sentido de otimizar a producédo de mudas nas diferentes cultivares, visto
gue seus comportamentos sao distintos. O incremento da massa fresca e massa
seca total também foi verificado por Fila et al. (1998) e Desjardins (1995), no qual as
plantas de videira e morango cultivadas em meio de cultivo concentracdes iguais ou
superiores a 30g L™ de sacarose. O fato das plantas apresentarem maior massa
total na concentracdo de 30g L™, esta associado & sacarose ser o aclcar mais
comum translocado em plantas, representando, muitas vezes, mais de 95% da
massa da matéria seca (ZIMMERMANN; ZIEGLER, 1975; GEORGE; CLERK, 2008).
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N&o foi observada a presenca de brotagdes nas plantas cultivadas em meio
semissélido, o que difere do estudo realizado por Ferreira Junior (2015), com plantas
de batata-doce das mesmas cultivares, as quais apresentaram em torno de 1,5
brotacdo por planta. No entanto, o autor utilizou lampadas fluorescentes brancas, as
quais ndo sdo monocromaticas, podendo exibir comprimento de onda da luz azul, a
qual esta relacionada com a quebra da dominancia apical, devido a associacdo com
degradacédo das auxinas. Segundo Etienne e Berthouly (2002), o meio semissélido
estd frequentemente associado a baixa taxa de multiplicacdo, caracteristica que
pode estar relacionada com a pouca possibilidade de trocas gasosas no sistema
tradicional.

Conteudo de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e total)

O fator cultivar nao influenciou no conteido de pigmentos fotossintéticos,
entretanto, foi observado efeito das concentragcbes de sacarose, nas quais a
concentracdo de 30g L™, apresentou as maiores médias para todas as variaveis
(Tabela 11). Este resultado se contrap6e as de Dalton e Street (1977) e Gro et al.
(1993), os quais observaram, respectivamente, em espinafre (Spinacea oleracea L.)
e amendoim (Arachis hypogea L.), que o conteudo de clorofila a, b e total,
decresceram conforme a concentracdo de sacarose no meio de cultura aumentou.

Diversos trabalhos relatam que a presenca de sacarose no meio de cultivo
tem sido considerada a principal causa da reducéo nos teores de clorofila, enquanto
gue baixos niveis de sacarose no meio de cultura foram correlacionados com um
potencial elevado de producdo de carboidrato pelas vias fotossintéticas (KANECHI
et al., 1998). No entanto de acordo com Ticha et al. (1998), a adicdo de acgucares ao
meio de cultura parece ter um papel ambiguo, ao mesmo tempo pode influenciar no
decréscimo das concentracdes de clorofilas de algumas espécies ou apresentar
acdo benéfica no acumulo de clorofilas para outras, como foi o caso da batata-doce

nas condi¢cdes desse estudo.
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Tabela 11. indice de Clorofila (Clh) A, B e total em folhas de batata-doce, das cultivares BRS Amélia,
BRS Cuia e BRS Rubissol, cultivadas em meio semissolido na combinagéo do espectro vermelho e
branco sob duas concentracdes de sacarose no meio de cultivo (15 e 30g L™)

Cultivares Clh A (mM) Clh B (mM) Clh Total (mM)
BRS Amélia 16,29 3,67" 19,96
BRS Cuia 13,57 3,14 16,72
BRS Rubissol 15,60 3,74 19,35
Concentracdo de Sacarose (g L)

15 13,46b 3,14b 16,61b
30 16,81a 3,89a 20,70a
C.V. (%)! 29,13 37,62 28,93

C.V. (%)" Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras mindsculas distintas, na mesma coluna
diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade de erro a 5%. "“N&o significativo.
Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2017.

Aclimatizacéao

A maior porcentagem de sobrevivéncia (93,3%) foi observada nas plantas da
cultivar BRS Cuia advindas do meio de cultura acrescido de 30g L™ de sacarose
(Tabela 12). Outras espécies cultivadas em concentracdo de sacarose a 30g L™,
apresentaram melhores taxas de aclimatizacdo, quando comparada a concentracées
menores de sacarose, como no cultivo in vitro de tabaco (FURBANK et al.,1997;
TICHA et al., 1998) e batata (COURNAC et al., 1991).

A sobrevivéncia ex vitro pode estar associada aos mdultiplos papéis dos
acucares soluveis na fisiologia celular, ja que fornecem substratos para sintese de
macromoléculas e também podem servir como um sinal molecular para a regulacéo
de enzimas chaves do metabolismo do carbono (LE et al.,2001). As adaptacoes
induzidas as plantulas cultivadas in vitro quando levadas ao ambiente ex vitro
consistem em modificagdes morfoanatdmico-fisioldgicas necessarias as plantas para
gue possam sobreviver em um novo ambiente (CARVALHO et al., 1999).

Em batata-doce, e na maioria das culturas, a micropropagacao convencional
é feita em condigbes heterotroficas, onde os explantes sé&o cultivados em frascos
hermeticamente ou semi-hermeticamente fechados, impedindo que ocorram trocas
gasosas entre o ambiente interno e externo, nao favorecendo a atividade
fotossintética das plantas in vitro e mantendo a umidade elevada, o que leva a
alteracOes fisiologicas nas plantas e dificulta sua aclimatizacdo (BARBOZA et al.,
2006; DEB; IMCHEN, 2010; FLORES et al., 2015).
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Tabela 12. Porcentagem de aclimatizacéo de trés cvs. de plantas de batata-doce, cultivadas em meio
semissolido, sob combinagéo de espectro vermelho e branco, submetidas a duas concentracdes de
sacarose 15 e 30g L™

Cultivar Concentracdo de  N° de plantas Sobrevivéncia
sacarose transplantadas (%)
BRS Amélia 15 15 60
30 15 73,3
BRS Cuia 15 15 80
30 15 93,3
BRS Rubissol 15 15 53,3
30 15 66,6

Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2017.

Parametros morfolégicos apds aclimatizacéo

Apos 35 dias de transplantio para casa de vegetacdo, ndo houve interacéo
entre os fatores sacarose e cultivar para as variaveis analisadas, sendo observado
apenas o efeito isolado dos mesmos. Em relacdo ao comprimento da parte aérea a
cultivar BRS Cuia diferiu das demais apresentando a maior média de 5,32cm por
planta™, assim como para nimero de folhas (4,90 folhas por planta™). J4 para a
variavel comprimento de raiz a ‘BRS Amélia’ apresentou a maior média (3,94cm).
Em relacdo ao efeito da sacarose a concentracdo de 30g L™ foi significativamente
superior a concentracdo de 15g L™ (Tabela 13).

Esses resultados diferem do estudo com Ceratoria siliqua L., o qual mostrou
gue diminuindo a concentracdo de carboidratos adicionados ao meio de cultivo, as
plantas demonstraram area foliar maior e taxa de aclimatizacdo mais eficiente
(VINTERHALTER et al., 2001). Entretanto, para orquideas, Moreira et al. (2013),
observaram que a maior concentracédo de sacarose no meio de cultivo, proporcionou
plantas com maior crescimento e maiores taxas de sobrevivéncia ex Vvitro
(KADLECEK et al. 2001). Isso demonstra que o aumento ou reducdo da
concentracdo de carboidratos no meio de cultivo ird depender da espécie e das
cultivares em estudo (SOLAROVA et al., 1989; LIM et al., 1992; CALVETE, 1998;
LEITE et al., 2000).
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Tabela 13. Comprimento da parte aérea (CPA), nimero médio de folhas por planta (NF) e
comprimento médio de raizes (CMR), de plantas de batata-doce, previamente cultivadas em meio de
cultivo semissélido, na combinacdo de espectro vermelho e branco, em duas concentracdes de
sacarose (15e 30g L™), ap6s 35 dias de aclimatizaco

Cultivares CPA (cm) NF (folhas/planta) CMR (cm)
BRS Amélia 3,27b 3,00b 3,94a
BRS Cuia 5,32a 4,90a 3,79b
BRS Rubissol 3,82b 4,82a 3,59c
Concentracdo de Sacarose (g L)

15 3,36b 3,40b 3,55b
30 4,91a 4,20a 3,99a
C.V. (%)! 24,51 23,76 10,94

C.V. (%)" Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras mintsculas distintas, na mesma coluna
diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade de erro a 5%. Embrapa, Clima
Temperado, Pelotas-RS, 2017.

Conteudo de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e total), apés
aclimatizacao

Apbs 35 dias de aclimatizacao, os indices de clorofila ndo sofreram influéncia
das cultivares nem para as concentracfes de sacarose (Tabela 14). O mesmo foi
observado por Buch (2005), ap6s 30 dias de cultivo ex vitro as plantas de agave,
cultivadas em diferentes concentragdes de sacarose in vitro, ndo apresentavam mais

diferenca significativas para os indices de clorofila a, b e total.

Tabela 14. indice de Clorofila (Clh) A, B e total em folhas de batata-doce, das cultivares BRS Amélia,
BRS Cuia e BRS Rubissol, cultivadas em meio de cultivo semissdlido na combinacdo do espectro
vermelho e branco sob duas concentracfes de sacarose no meio de cultivo (15 e 30g L'l), apos
aclimatizacéo

Cultivares Clh A (mM) Clh B (mM) Clh Total (mM)
BRS Amélia 24,28"™ 9,65™ 34,19™
BRS Cuia 25,86 9,88 35,99
BRS Rubissol 24,19 10,24 34,33
Concentracdo de Sacarose (g L™Y)

15 25,23 10,22" 35,66
30 25,65 10,30 36,13
C.V.(%)" 13,33 15,04 13,30

C.V. (%)" Coeficiente de variacdo."Na&o significativo. Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2017.

O aumento nos indices de clorofila, apds aclimatizacdo, estdo relacionados
com o surgimento de novas folhas e aumento da intensidade luminosa. Durante a

aclimatizagcdo, as folhas emitidas no durante o cultivo in vitro, assumem
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caracteristicas intermediarias entre folhas crescidas in vitro e aquelas crescidas em
casa de vegetacdo. A partir das reservas e da atividade fotossintética dessas folhas,
irdo surgir folhas novas a fim de estabelecer a condicdo autotrofica e melhorar a
regulacdo hidrica das plantas (SUTTER; LANGHANS, 1988; CAPELLADES et al.
1990; SMITH et al., 1995).

Diante dos resultados obtidos nesse experimento, confirmou-se que as trés
cultivares de batata-doce, nessas condicdbes de cultivo, apresentaram
comportamento tipicamente heterotrofico, sendo dependentes da sacarose como

fonte de carbono para o crescimento e desenvolvimento das plantas in vitro.

5. Conclusodes

- A concentragdo de 30g L™ de sacarose no meio de cultivo proporciona maior
crescimento in vitro e taxas de sobrevivéncia de plantas de batata-doce ex vitro;

- O uso da combinacdo de espectro vermelho e azul proporciona maior
comprimento da parte aérea, numero de folhas e comprimento de raiz quando
comparado ao espectro vermelho e branco.

- A ‘BRS Rubissol’ tem melhor desempenho no sistema convencional, a ‘BRS
Amélia’ no sistema de imersdo temporaria, enquanto a ‘BRS Cuia’ desenvolve-se

igualmente independente do sistema de cultivo utilizado.
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6. Consideragdes finais

- Embora a cultivar BRS Rubissol tenha apresentado resultados mais
expressivos no cultivo convencional, mais estudos devem ser realizados, visto que a
utilizacdo do biorreator de imersédo temporaria proporciona presenca de brotacdes e
maior taxa de aclimatizagcdo em relagdo ao meio semissolido. Além disso, € uma
pratica automatizada, a qual exige menor manipulacdo da cultura in vitro, diminuindo

os indices de contaminacao e os custos com mao de obra e com agente gelificante.

- Diante da utilizagcdo da mesma composi¢cao de meio de cultura para os dois
sistemas de cultivo (biorreator de imersédo temporaria e convencional), € importante
testar formulacdes diferentes, ja que a sensibilidade das células e tecidos pode

variar consideravelmente no meio liquido e semissalido.

- Como néo foram encontrados estudos com cultivo in vitro de batata-doce em
biorreator de imerséo temporaria, novos periodos de imersao, intervalos de aeracao
e intensidades luminosas devem ser testados com o propdsito de promover o
fotoautotrofismo in vitro. Ademais, faz-se necessario ensaio com diferentes volumes
de meio de cultivo, para determinar se 50mL por explante™, utilizados nesse estudo
sdo imprescindiveis para o sucesso da obtencdo de plantas ou é possivel diminuir

essa gquantidade, a fim de reduzir os custos de produ¢cao das mudas.

- Ao longo das pesquisas realizadas, foi possivel verificar que as cultivares
‘BRS Amélia’, ‘BRS Cuia’ e ‘BRS Rubissol’ respondem diferentemente quanto as
condicBes de cultivo testadas. Neste sentido, sugere-se a realizacdo de testes com

outras cultivares a fim de avaliar se 0 componente genético € preponderante.
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Anexos



Anexo A — Tabela dos Parametros morfologicos avaliados no experimento 1

Comprimento da parte aérea (CPA), niumero de folhas, nUmero de raizes, comprimento médio de
raizes (CMR), numero de brotac6es, comprimento médio de brotacdes (CMB), massa fresca e massa
seca total de plantas de batata-doce cvs. BRS Amélia, BRS Cuia e BRS Rubissol, cultivadas em
biorreator de imersdo temporaria, em duas concentracdes de sacarose (15e 30g L™), sob espectro
luminoso vermelho e branco

Parametros Sacarose Cultivares

Morfolégicos (g L™) BRS Amélia BRS Cuia  BRS Rubissol
15 1,87Cb 2,43Ab 2,30Bb

CPA (cm) 30 3,22Ba 3,77Aa 2,67Ca

C.V (%)' 39,81

NUumero 15 1,38Cb 2,16Bb 2,70Ab

de folhas 30 3,11Aa 3,35Aa 3,61Aa

C.V (%)! 42,93

Nuamero 15 1,0Ab 1,0Ab 1,0Ab

de raizes 30 2,2Ba 3,3Ab 1,9Ba

C.V (%)! 47,45

CMR 15 1,03Ab 1,11Ab 1,01Ab

(cm) 30 1,63Aa 1,41Ba 1,21Ca

C.V (%)! 28,98

Namero de 15 1,00Ab 1,00Ab 1,00Aa

brotagdes 30 1,03Ba 1,06Aa 1,00Ca

C.V (%)! 12,41

CMB 15 1,00Ab 1,00Ab 1,00Aa

(cm) 30 1,06Ba 1,12Aa 1,00Ca

C.V (%)! 13,38

Massa fresca 15 0,18Bb 0,30Ab 0,20Bb

(9 planta'l) 30 0,27Ba 0,42Aa 0,22Ba

C.V (%)* 23,21

Massa seca 15 0,020Bb 0,027Ab 0,015Bb

(g planta’?) 30 0,028Ba 0,033Aa 0,024Ba

C.V (%)! 43,66

*C.V.(%)" Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras mailsculas distintas, na mesma linha
(cultivar) e médias seguidas por letras mindsculas, na mesma coluna (concentracdo de sacarose)
diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade de erro a 5%. Embrapa Clima
Temperado, Pelotas-RS, 2017.



Anexo B — Tabela dos Parametros morfologicos avaliados no experimento 2

Comprimento da parte aérea (CPA), numero de folhas, nimero de raizes, comprimento médio de
raizes (CMR), numero de brotag6es, comprimento médio de brotagbes (CMB), massa fresca e massa
seca total de plantas de batata-doce cvs. BRS Amélia, BRS Cuia e BRS Rubissol, cultivadas em
biorreator de imersdo temporaria, em duas concentracdes de sacarose (15e 30g L™), sob espectro
luminoso vermelho e azul

Parametros Sacarose Cultivares

Morfoldgicos (gL™h BRS Amélia BRS Cuia BRS Rubissol

CPA (cm) 15 2,57Ab 2,34Ab 1,74Bb
30 4,00Aa 4,02Aa 2,47Ba

C.V (%) 37,47

Numero 15 3,60Ab 3,95Ab 1,98Bb

de folhas 30 5,07Aa 5,46Aa 3,43Ba

C.V (%) 36,24

Numero 15 1,26Ab 1,16Ab 1,10Ab

de raizes 30 2,40Aa 1,60Ba 1,63Ba

C.V (%)! 50,28

CMR 15 1,15Ab 1,21Ab 1,13Ab

(cm) 30 1,91Aa 1,48Ba 1,22Ba

C.V (%) 34,22

NUumero de 15 1,00Ab 1,00Ab 1,00Aa

brotacdes 30 1,10Aa 1,10Aa 1,00Ba

C.V (%) 19,59

CMB 15 1,28Ab 1,10Bb 1,00Chb

(cm) 30 1,94Aa 1,31Ba 1,09Ca

C.V (%)! 35,43

Massa fresca 15 0,15Bb 0,25Ab 0,12Bb

(g planta™) 30 0,30Aa 0,34Aa 0,16Ba

C.V (%)! 45,86

Massa seca 15 0,012Bb 0,020Ab 0,010Cb

(g planta™) 30 0,020Ba 0,031Aa 0,013Ca

C.V (%) 51,37

*C.V.(%)" Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras mailsculas distintas, na mesma linha
(cultivar) e médias seguidas por letras mindsculas, na mesma coluna (concentracdo de sacarose)
diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade de erro a 5%. Embrapa Clima
Temperado, Pelotas-RS, 2017.



