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RESUMO

Silva Formoso, Rafaela. Concentracbes de Agentes Osmoéticos no
Crescimento Lento in vitro de Batata ‘Macaca’. 2013. Monografia —

Graduacao em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A conservacéo de germoplasma in vitro, baseada em sistemas de crescimento lento
de plantas, pode ser obtida e ajustada através da modulacédo de diferente fatores,
dentre eles, a regulacdo osmotica do meio de cultivo. O objetivo deste trabalho foi
reduzir a velocidade de crescimento in vitro de plantas de batata cv. Macaca, sob
efeito de diferentes concentracfes de agentes osmaticos. Para avaliar o efeito dos
osmorreguladores, um experimento foi conduzido com segmentos nodais inoculados
em tubos de ensaio contendo 25 mL de meio MS acrescido de mio-inositol (100 mg L’
Y, &gar (7,5 g L") e combinagdes entre sacarose (0 ou 30 g L™), manitol (0, 20 ou 40 g
L") e sorbitol (0, 20 ou 40 g L™), incubados durante 180 dias. Na etapa de
recuperacdo do crescimento, 0s explantes conservados in vitro no experimento
anterior foram inoculados em meio de cultura contendo os sais do MS, 30 g .L™ de
sacarose, 7,5 g .L™" de 4gar e 100 m g .L™ de mio-inositol e a viabilidade das culturas
foi avaliada apdés 30 dias. As médias da porcentagem de sobrevivéncia no ensaio de
crescimento lento, obtidas em meio suplementado com 30 gL' de sacarose
combinada com 20 g.L™" de manitol + 20 g.L™ de sorbitol (90%) e de 30 g.L " de
sacarose combinada com 40 g.L™* de manitol + 20 g.L™" de sorbitol (90%) no diferiram
entre si, sendo significativamente superiores aos demais tratamentos. O comprimento
dos brotos e o comprimento das raizes foram maiores nos tratamentos com 30 g.L™" de
sacarose + 40 g.L™ de sorbitol. Na fase de recupera¢do o0 maior nimero de mudas
obtido foi originado dos explantes cujo tratamen para conservacgao in vitro continha 30
g.L™* de sacarose + 20 g.L" de manitol + 20 g.L™* de sorbitol acrescentados, o que
indica que € viavel a manutencdo de Solanum tuberosum L. cv ‘Macaca’ em condi¢des

de crescimento lento pelo periodo de 180 dias.

Palavras-chave: Biotecnologia, Solanum tuberosum, batata, crescimento in vitro,

osmorreguladores, conservacao.



ABSTRACT

Silva Formoso, Rafaela. Concentrations of Osmotic Agents in Slow Growth

in vitro of Potato 'Macaca’. 2013. Monografia - Graduacdo em

Biotechnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The germplasm conservation in vitro based on slow plant growth systems can be
obtained and adjusted through modulation of different factors, among them , the
osmotic regulation of the growth medium. The objective of this work was to reduce the
in vitro growth of potato plants cv . Macaca , in response to different concentrations of
osmotic agents. To evaluate the effect of osmoregulators , nodal segments were
inoculated in test tubes containing 25 ml of MS medium supplemented with myo-
inositol (100 mg L -1), Agar (7.5 g L- 1) and combinations of sucrose (O or30 gL -1),
mannitol (0, 20 or 40 g L -1) and sorbitol (0, 20 or 40 g L -1), where they remained for
180 days. In the recovery phase of growth, the explants cultured in vitro in the previous
experiment were inoculated in pre-defined for the species MS, and the viability of
cultures evaluated at 30 days. The mean percentage of survival in the trial of slow
growth, obtained in medium supplemented with 30 gL-1 sucrose combined with 20 g L-
1 mannitol + 20 g L-1 sorbitol (90%) and 30 gL-1 sucrose combined with 40 g L-1
mannitol + 20 g L-1 sorbitol (90%) did not differ and were significantly superior to other
treatments. The shoot length and root length were higher in treatments with 30 gL-1
sucrose + 40 g L-1 sorbitol. In the recovery phase the higher number of seedlings
obtained which originated the explants in vitro conservation treatment contained 30 g
L-1 sucrose + 20 gL-1 20 gL-mannitol + sorbitol added first, indicating that it is feasible
to maintaining Solanum tuberosum L. cv 'Macaca’' under conditions of slow growth for a
period of 180 days.

Keywords: Biotechnology, Solanum tuberosum, potato, in vitro growth,

osmoregulators, conservation.
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1. INTRODUCAO

A Batata (Solanum tuberosum L.) € uma das hortalicas mais consumidas
mundialmente, originaria da regido andina, a espécie teve seu cultivo difundido
pelo mundo por colonizadores portugueses. Problemas de produgdo e o
aumento do consumo tornaram relevante e necessaria a busca de métodos
mais eficientes para a propagacdo vegetativa da espécie, tendo como
importante ferramenta as técnicas de cultura de tecidos. Dentre as aplicacdes
do cultivo in vitro para essa espécie, destacam-se a selecédo in vitro buscando o

genético, a producéo de mudas sadias e a clonagem.

Corroborando as acdes acima descritas, a criacdo de bancos de
germoplasmas in vitro oferece necessario suporte aos programas de
melhoramento genético vegetal, permitindo a conservagcao e o intercambio de

germoplasma sadio, de forma rapida e segura.

O presente trabalho de conclusdo do Curso de Bacharelado em
Biotecnologia apresenta uma técnica para conservacao de germoplasma in
vitro de Batata cv. ‘Macaca’, com a adigdo de agentes osmorreguladores (
manitol, sorbitol e sacarose) no meio de cultura, técnica com baixo custo,

podendo ser uma alternativa ao uso de baixas temperaturas.

Inicialmente, é apresentada uma revisdo de literatura abordando
caracteristicas da espécie e da técnica de crescimento lento. ApOs
apresentacao desta revisdo, € apresentado o experimento realizado, bem como

sua metodologia e resultados obtidos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aculturadabatata

A batata pertence a familia Solanacea, género Solanum. Nativa da
América do Sul € uma das principais culturas produzidas mundialmente. Os
seus tubérculos sdo uma fonte alimentar global importante de amido, proteina,
vitaminas e antioxidantes (BURLINGAME, 2009).

Mundialmente sé&o produzidos aproximadamente 332.332.511 toneladas
de batata anualmente. Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO), a
China é o pais com maior producdo, onde foram produzidas 57.059.652

toneladas no ano de 2008.

No Brasil, espécie é a mais plantada (NAKANO et al., 2006), em torno
de 127.266 hectares, produzindo aproximadamente 3.496.166 toneladas, com
rendimento de 27.585 Kg/Ha, sendo os maiores produtores as regides Sudeste
e Sul (BGE, 2013). A variedade mais produzida é a Agata, caracterizada por
sua alta produtividade (SCHEIDT et al., 2009).

Comercialmente, a propagacao da batata é feita a partir de tubérculos-
semente. No entanto, a utilizacdo do material propagativo por repetidos ciclos
pode causar acumulo de doengas, especialmente as viréticas, provocando uma
degenerescéncia na cultura com prejuizos diretos sobre a produtividade (Fortes
& Pereira, 2003).

Atualmente é tecnicamente possivel e economicamente viavel para
propagar a espécie através de técnicas de cultura de tecidos de plantas

produzindo mudas com sanidade superior.

2.2 Conservagbes de Germoplasma

A conservacao in vitro, sendo uma das aplicacdes da cultura de tecidos,
funciona como alternativa complementar aos métodos convencionais para

manutencdo de bancos de germoplasma.



As formas de conservagao existentes podem ser: denominadas in situ,
onde o recurso genético é mantido em sua condigdo natural como reservas e
parques florestais (SCARIOT & SEVILLA, 2007), ou, ex situ, sob forma de
colecbes e bancos de germoplasma que podem ser realizadas a partir de
diferentes estratégias e metodologias (WALTER et al., 2007). As implicacdes
da conservacéo in situ e a dificuldade em algumas espécies, faz com que haja

a busca por uma maneira eficiente e acessivel de conservar o material ex situ.

Existem diferentes modelos para conservacdo de germoplasma vegetal
e a opcao depende de uma série de fatores inerentes a espécie, recursos
humanos de de estrutura disponiveis e também dos objetivos. Bancos de
sementes ortodoxas, conservagcdo on farm, colecdes a campo, in vitro ou
criobancos possuem especificidades que devem ser consideradas quando se
deseja decidir como sera conservado o germoplasma de uma determinada
espécie (MACIA, 2011).

A conservacao ex situ de germoplasma através de técnicas in vitro é
uma alternativa complementar aos métodos convencionais para manutencao
de bancos de germoplasma e apresenta diversas vantagens sobre o processo
de conservacdo de germoplasma a campo, dentre elas estdo: a manutencéo
dos gendtipos em condi¢cdes assépticas, a reducdo nos custos e mao-de-obra,
a otimizacdo do espaco fisico, além da facilidade de intercambio do material
vegetal (ENGELMANN, 2011).

Em geral, h4 duas maneiras de conservar plantas in vitro, através da
criopreservacdo e do crescimento lento. Na criopreservacdo, ha uma pausa
completa do crescimento, pois as plantas sdo conservadas em temperaturas
ultra-baixas. J& no método crescimento lento, as plantas sdo submetidas a
condicbes que reduzem o metabolismo, e consequentemente o crescimento,
aumentando assim o intervalo entre os subcultivos, o que leva a uma reducéo
da médo de obra, do espaco e custos para a manutengcdao das plantas
(SCHERWINSKI & PEREIRA, 2010).

Existem em todo mundo diversos bancos de germoplasma de batata

com a finalidade de preservar a diversidade existente. Segundo Bai et al.



(2011) atualmente o Centro Internacional de Batata (CIP) com sede em Lima
no Peru tém cerca de 2000 gendtipos selvagens e 4000 acessos de batata
cultivadas. No Brasil, a Embrapa Clima Temperado, em conjunto com a
Embrapa Hortalicas e a Embrapa Transferéncia de Tecnologia, possuem um
Banco ativo de germoplasma (Figura 1) em que constantemente Sao

acrescidos novos acessos.
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Figura 1 - Banco de Germoplasma de Solanum Tuberosum L. da Embrapa Clima
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Temperado. Foto: Daiane Peixoto Vargas, 2012.

O germoplasma de S. tuberosum conservado no Banco é constituido por
cultivares nacionais e estrangeiras e por clones avancados, selecionados em
funcdo da adaptacédo as regides subtropical e tropical do Brasil. Os acessos de
batata silvestre do Banco de germoplasma, mantidos na Embrapa Clima

Temperado, sdo em geral oriundos de coletas no Sul do Brasil.

Este germoplasma, habitando e evoluindo na regido de exploracao
comercial da espécie cultivada, é fonte de genes de resisténcia a estresses
bidticos e abidticos, os quais ndo sdo encontradas no pool génico da batata
cultivada. Contudo, a conservagao in vitro tem sido aplicada como alternativa
recente para auxiliar a manutencédo e controle fitossanitario dos genotipos em

conservacao.

De acordo com Gopal et al.,, (2002), o uso de baixas temperaturas (6-8 °

2

C) e 16 h de fotoperiodo, com 15-30 pmol m 2 s de intensidade luminosa,



obtida por lampadas fluorescentes, é quase universal nos bancos para a
conservacao de batata. Porém, manter as plantas nessa temperatura em
regides quentes requer uma alta demanda de energia, 0 que gera um elevado
custo. Além disso, esse estres osmaotico pela baixa temperatura pode levar a
ecessivas anormalidades fenotipicas (vitrificacdo, senescencia, etc.) em
microplantas de batata armazenadas por um longo periodo (LOPEZ-DELGADO
etal., 1998).

2.3 Cultivo in vitro

As técnicas de cultura de tecidos vem sido empregadas rotineiramente
em varias especies vegetais. Estas, possibilitam a obtencdo de milhares de
plantas com tempo e espac¢o reduzido, além de garantir a uniformidade
genética do material. Essas técnicas tém sido utilizadas na cultura da batata
(Figura 2) para produgdo de materiais isentos de patdégenos (fungos, bactérias
e virus), os quais sao responsaveis pela degenerescéncia da espécie,
reduzindo o seu potencial produtivo (FORTES e PEREIRA, 2003).

Figura 2. Plantulas de batata cv Macaca cultivadas in vitro em meio nutritivo.

Foto: Paulo Luiz Lanzetta Aguiar, 2012.

Para eficiente limpeza sanitaria e principalmente viral das cultivares in
vitro € necessaria a extracdo de meristema a partir de gemas axilares. Em
geral, logo apés o estabelecimento, os primeiros clones da cultivar de interesse

sado enviados para analise viral através do teste Elisa que garante a auséncia



do virus para a continuidade da micropropagacdo. Atualmente, a producao de
matrizes, a partir de meristemas e embrides isolados, em conjunto com o uso
de cultivares resistentes, é a forma mais efetiva de minimizar danos causados
pelas viroses (DUTRA, 2010).

A micropropagacao in vitro é reconhecida por ser uma técnica Util para
producdo, em larga escala, de plantas com elevada qualidade e uniformidade.
Através do desenvolvimento de protocolos especificos torna-se possivel o
cultivo de espécies wvulneraveis para comercializacdo ou para repovoamento
(AMO et al. 2009).

O cultivo in vitro também tem sido utilizado para formacdo de bancos
e/ou intercambio de germoplasma, producdo de sementes sintéticas,

microenxertia, estudo de biologia vegetal, além de outras inUmeras aplicacdes.

2.4Crescimento Lento

A técnica de crescimento lento propbe a preservacdo do material
bioldgico in vitro a partir de mudancas no ambiente de cultivo, desacelerando
ou suprimindo totalmente o crescimento do explantes iniciais (células isoladas
ou o6rgdos como folha, gemas, e ainda plantulas integras). Para alcangar a
reducdo do metabolismo das plantas, utilizam-se modificacbes nas condi¢cdes
fisicas (reducdo da luminosidade e da temperatura ideal de crescimento) ou
quimicas na formulacdo do meio de cultivo (nutrientes organicos e inorganicos,
reguladores osmoéticos ou inibidores de crescimento) (WITHERS & WILLIAMS,
1998; DAMASCO, 2002).

Dentre as ferramentas atuais, a técnica de crescimento lento ou
crescimento minimo in vitro € considerada extremamente importante ao
proporcionar seguranca na preservagdo dos genotipos existentes mantidos em
condicbes assépticas (BAletal.,2011; PRUSKI et al., 2000).

Os genotipos de batata quando cultivados em condi¢des ideais in vitro,
ou seja, em meio MS contendo 30 g L™ de sacarose em fotoperiodo de 16 h a

22-25 °C requerem subcultivo em periodos de quatro semanas, 0 que acarreta



em elevado custo para a manutencéo de clones de interesse. A fim de reduzir a
frequéncia destes cultivos, e restringir o crescimento dos explantes, atualmente
emprega-se 0s chamados retardantes de crescimento ou reguladores
osmoticos, que em combinacdo com uma fonte de energia reduzida, baixa
temperatura e intensidade de luz pode ampliar o periodo de permanecia do
material in vitro por ate um ano variando de acordo com as caracteristicas dos
gendtipos (Gopal et. al., 2002; Westcott, 1981).

Segundo Golmirzaie & Toledo (1998), a técnica de crescimento lento é a
mais vantajosa para a espécie, pois tem menor custo do que a aplicacdo dos

protocolos de criopreservacao.

2.3Reguladores osmaéticos

Os reguladores osmoticos sao substancias que atuam sobre o
crescimento, reduzindo o potencial hidrico do meio de cultura e
consequentemente inibindo a absorgcédo de 4gua e nutrientes pelo explante. As
substancias frequentemente usadas como osmorreguladoras sdo: sacarose,
manitol e o sorbitol (LEDO, 2007).

A sacarose ¢ a fonte de carbono mais utilizada nos protocolos de cultivo
in vitro, sendo considerada a melhor fonte para a diferenciagédo celular e o
desenvolvimento das microplantas (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Sua
concentragdo também € um fator determinante no crescimento e € dependente
do tipo de explante. Estudos comprovaram que 75 a 85% do aumento da

biomassa se deve a incorporacdo de carbono pela adicdo de sacarose
(CALDAS etal., 1990).

O manitol e o sorbitol sdo substancias consideradas mais efetivas do
que a sacarose na reducdo de crescimento, devido a sua mais dificil
metabolizacdo (GOPAL et. al., 2002).

O sorbitol usualmente ndo é metabolizado pelas plantas, e sua atuagéo
freqUentemente esta relacionada em modificar o potencial osmético do meio de
cultura (GEORG et. al., 1993)



O manitol € utilizado com bastante frequéncia na conservacao in vitro
por apresentar um efeito retardante no crescimento e desenvolvimento de um
grande numero de espécies. Normalmente, este carboidrato é adicionado ao
meio, para reduzir-lhe o potencial hidrico (FORTES e PEREIRA, 2001).



3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o uso de reguladores osmoéticos no meio de cultura para
conservacao de germoplasma de batata ‘Macaca’ em temperatura normal de

cultivo.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do meio de cultivo acrescido de manitol, sorbitol e/ou

sacarose como osmorreguladores para o controle do crescimento in vitro .

Determinar um protocolo eficiente de conservagao a temperatura normal

de cultivo.



10

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Efeito de sacarose, manitol e sorbitol na conservacgéo in vitro de

batata.

Os estudos foram desenvolvidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos

de Plantas da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS.

Segmentos nodais de aproximadamente 1,5 cm, oriundos de plantas de
Batata mantidas in vitro, foram inoculados em tubos de ensaio (35 x 127 mm)
com tampa plastica contendo 25 mL de meio MS (Murashige & Skoog, 1962),
acrescido de mio-inositol (100 mg L), agar (7,5gL™) e combinacées entre
sacarose (0 ou 30 g L), manitol (0, 20 ou 40 g L) e sorbitol (0, 20 ou 40 g L)

e pH ajustado em 5,8 + 0,1, antes da autoclavagem.

O estudo 1 foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado, fatorial 2 (sacarose) x 3 (manitol) x 3 (sorbitol), totalizando 18
tratamentos com dez repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por um tubo

de ensaio com um explante (Tabela 1).
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Tabela 1 — Combina¢gfes osmorreguladores acrescentadas ao meio MS para controle do

crescimento de seguimentos nodais de batata ‘Macaca’ cultivados in vitro.

Tratamento Sacarose (g.L™") Manitol (g.L™) Sorbitol (g.L ™)
1 0 0 0
2 30 0 0
3 30 20 0
4 0 20 0
5 30 0 20
6 0 0 20
7 30 40 0
8 0 40 0
9 30 0 40
10 0 0 40
11 0 20 20
12 0 40 40
13 0 20 40
14 0 40 20
15 30 20 20
16 30 40 40
17 30 20 40
18 30 40 20

Tabela baseada no estudo de GOPAL et. al., 2002.

Todos explantes dos tratamentos foram mantidos na sala de
crescimento em condi¢cdes padrdo de cultivo: temperatura de 25 = 2°C e

fotoperiodo de 16h com intensidade luminosa de 45 pmol m?s™,

As avaliacdes foram realizadas 180 dias ap6s a inoculacdo, tendo sido
analisadas as variaveis sobrevivéncia (S, em numero), comprimento dos

brotos (CB, em cm ) e comprimento das raizes (CR em cm).
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Os dados foram transformados em Vx e submetidos a andlise de
variancia e, quando significativo, as médias foram submetidas ao teste de

Tukey a 5% de probabilidade. Utilizou-se o software Statistix 8.0.

4.2 Retomada do crescimento dos explantes provenientes de meio

com reguladores osmaoticos.

Segmentos nodais com brotagbes adventicias de Batata conservados in
vitro por 180 dias, em meio de cultura MS com diferentes combinac¢des de
sacarose (0 ou 30 g L), manitol (0, 20 ou40 g L™) e sorbitol (0, 20 ou40 g L™?),
foram transferidos para meio de crescimento. Os explantes foram
assepticamente  inoculados em frascos contendo 30 mL de meio MS
suplementado com 30 g L' de sacarose, 100 mg L ' de mioinositol e
geleificado com 7 g L™ de 4gar.

A avaliacéo foi realizada apo6s 30 dias da inoculagéo, sendo analisado o

numero de mudas viaveis (NMV) produzidas em cada tratamento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito de sacarose, manitol e sorbitol na conservacéao in vitro de

batata.

De acordo com os resultados obtidos indicam que é fundamental
adequar as concentracfes de substancias com potencial osmorregulador a fim
de promover o crescimento lento e possibilitar a recuperacdo de explantes
apos o periodo de conservacgédo in vitro proposto. Houve diferenca significativa
nos tratamentos suplementados com combinacdo de sacarose com sorbitol ou

manitol, quando comparado o comprimento das brotacdes.

O meio sem sacarose, contendo elevadas concentracbes de manitol e
sorbitol ndo promoveu o crescimento e desenvolvimento dos explantes (0 mm.
T12), enquanto que, explantes mantidos em meio acrescido de 30 g.L* de
sacarose e 40 g.L™ de sorbitol apresentaram um maior comprimento (105, mm;
T9) ( Tabela 2), evidenciando que a producdao in vitro de brotos de batata seja
fortemente influenciada pelo estresse osmético causado pela adicdo de
osmorreguladores ao meio de cultura. Além disso, foi observado que todos os
tratamentos com menor comprimento dos brotos, ndo apresentavam sacarose

na composicado do meio de cultura (T12, T13, T14).
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Tabela 2 — Comprimento do brotos (mmCB) de explantes de Batata cv. Macaca submetidos a
condi¢cbes de crescimento lento, com adicdo de osmorreguladores ao meio de cultura, apés o

periodo de seis meses in vitro. P<0.05 CV= 50,26

---- Tratamento ---- ---- CB (mm) ----
1 30,94 ab
2 29,32 ab
3 83,58 ab
4 81,26 ab
5 39,76 ab
6 83,45 ab
7 64,11 ab
8 35,78 ab
9 105,77 a
10 55,64 ab
11 80,11 ab
12 Ob
13 22,34 ab
14 11,06 ab
15 64,48 ab
16 40,50 ab
17 61,21 ab
18 63,42 ab

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferiram significatvamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Respostas semelhantes foram obtidas com Passiflora giberti N. E.
Brown, Faria et al. (2006) observaram maior crescimento in vitro na presenca

de sacarose e sorbitol.

Os genodtipos de batata quando cultivados in vitro em condi¢des ideais,
em meio MS contendo 30 g L' de sacarose e em temperatura de 22-25 °C
requerem subcultivos em periodos de quatro semanas, 0 que acarreta em

elevado custo para a manutencdo de clones de interesse.
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Observou-se que € viavel reduzir o crescimento desses explante e logo,
a freqiéncia destes cultivos, empregando-se os chamados retardantes de
crescimento ou reguladores osmoticos. Varios autores salientam ainda que a
combinag&o do controle osmotico do meio com uma fonte de energia reduzida,
baixa temperatura e intensidade de luz pode ampliar o periodo de permanecia
do material in vitro por até um ano variando de acordo com as caracteristicas
dos gendtipos (GOPAL et. al., 2002; WESTCOTT, 1981).

O sorbitol e 0 manitol sdo acglcares alcodis que geralmente ndo sao
metabolizados pelas plantas e por isso, sdo empregados para a reducdo do
potencial hidrico do meio de cultura na conservacéo in vitro (GEORGE, 1993).
Para batata, a combinacdo de manitol e sorbitol mostraram-se eficiente na

reducdo do crescimento das plantas.

Para o comprimento da raiz, o tratamento sem osmorreguladores (T1) e
os tratamentos com 40 g.L"* de manitol (T8) , 40 g.L™* de manitol + 40 g.L* de
sorbitol (T12) e 20 g.L™* de manitol +20 g.L™* de sorbitol (T14), ndo diferiram
entre si, sendo os comprimentos significativamente inferiores aos demais
tratamentos. As plantas mantidas em meio com 30 g.L™* de sacarose e 40 g.L™
de sorbitol (T9) apresentaram maior valor para esta variavel, que diferiu

significativamente dos demais tratamentos (Figura 3)
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Médias seguidas de letras iguais, néo diferiram significatvamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade

Figura 3 - Comprimento das raizes de explantes de Batata cv. Macaca submetidos a
condi¢cbes de crescimento lento, com adicdo de osmorreguladores ao meio de cultura no

periodo de seis meses in vitro. CV= 63,79 * P<0.05

O desenvolvimento in vitro de um sistema radicular funcional de com
superficie de absor¢cdo compativel com a parte aérea € fundamental para a

recuperacdo das plantas apds o periodo proposto de conservagao.

Em estudo com cana-de-acucar, (LEMOS et al. 2002), relatam que o
efeito positivo da utilizacdo de sacarose como fonte de carbono e regulador

osmotico na manutencao da viabilidade dos explantes conservados in vitro.

Ao final dos 180 dias de cultivo, as médias para porcentagem de
sobrevivéncia obtida em meio suplementado com 30 g.L! de sacarose
combinada com 20 g.L! de manitol + 20 g.L? de sorbitol (90%. T15) e de 30
g.L! de sacarose combinada com 40 g.L"' de manitol + 20 g.L™! de sorbitol
(90%, T18) nao diferiram entre si, sendo significativamente superiores aos
demais tratamentos (Tabela 3), o que demonstra que a combinacdo dos trés
reguladores foi positiva para variavel analisada. Reforcando a importancia da

presenca de uma fonte de carbono metabolizavel.
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Explantes cultivados no tratamento 12 contendo elevada concentracéo
de osmorreguladores ndo metabolizaveis e sem a fonte de carbono utilizavel
(sacarose) ndo sobreviveram (Tabela 3). Possivelmente, além da reducdo da
agua disponivel poder ter havido toxicidade e falta de energia ja que in vitro a
fixacdo através da fotossintese € insuficiente para manter o crescimento e

desenvolvimento.

Tabela 3 - Porcentagem de sobrevivéncia (%S) dos explantes de Batata ‘Macaca’ submetidos

a condi¢do de crescimento lento in vitro durante o periodo de 6 meses. CV= 90,34 * P<0.05

---- Tratamento --- —---- S (%) -
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O O & © © O o o o
Q Q Q Q QO Q o Q QD
* T T * ©T T o o

3] 6 o 6 o

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade



18

Efeitos toxicos devido a altas concentracbes de reguladores osméticos
foram relatados por Lédo et al. (2007) e Sa et al.(2011) em coqueiro e
mangabeira, respectivamente. O sorbitol € um acucar alcool que geralmente
sdo é metabolizado pelas plantas e sua acdo esta relacionada com a
modificacdo do potencial osmético do meio, removendo o excesso de agua
intracelular, por gradiente osmotico e assim desacelerando o crescimento
vegetal, mas dependendo da concentracdo ou da espécie em estudo o sorbitol
pode ter efeito nocivo (SHIBLI et al., 2006).

Em estudo com Solanum tuberosum L. (GOPAL et. al.,2002) as menores
taxas de sobrevivéncia foram observadas em meio suplementado apenas com
20 g.L! de sacarose o que difere completamente dos resultados obtidos para a
cv Macaca. Em nossos estudos, as menores médias para porcentagem de
sobrevivéncia foram obtidas tanto em meio contendo apenas 30 g.L? de
sacarose (10%, T2), quanto em meio contendo 20 g.L™! de manitol + 20 g.L™* de
sorbitol (10%, T12) e em meio sem adi¢do de reguladores osmoticos (10%, T1)
(Tabela 3).

Além da sobrevivéncia e manutencdo de niveis modulados de
crescimento, 0 sucesso da conservacao através do uso de osmorreguladores
para promoc¢do de crescimento lento estd baseado na possibilidade de

recuperacdo do maior nimero de plantas.

5.2 Retomada do crescimento dos explantes provenientes de meio

com reguladores osmaticos.

Na retomada do crescimento dos explantes, foi analisado o nimero de
mudas obtidas (NMO), e o maior nimero de mudas vidveis, apos 180 dias de
tratamento osmotico e 30 dias de recuperacao foi obtido no tratamento com 30
g.L ! de sacarose combinada com 20 g.L™! de manitol + 40 g.L™* de sorbitol (93
mudas; T17) (Tabela 4), tratamento que também apresentou uma alta taxa de

sobrevivéncia (Tabela 3).
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Tabela 4 — NUumero de mudas viaveis obtidas dos explantes de Batata ‘Macaca’ submetidos a

condi¢do de crescimento lento in vitro durante o periodo de 6 meses.

---- Tratamento ---- -----NMO - NMV -----
1 4 3
2 48 30
3 30 12
4 78 54
5 1 0
6 70 69
7 0 0
8 63 46
9 0 0

10 25 13
11 24 20
12 0 0
13 24 21
14 4 3
15 52 52
16 60 52
17 106 93
18 49 48

Os reguladores osmoticos tém sido bastante usados na conservacao in
vitro, devido a sua capacidade controlar o potencial osmético do meio. Esse
efeito, entretanto, ainda que reduza o metabolismo das plantas conservadas
devido ao déficit hidrico, pode causar um estresse elevado, podendo
comprometer a integridade das plantas conservadas. Tendo em vista este
problema, € necessario o ajuste de uma concentracao ideal, considerando a

manutencdo da capacidade regenerativa das plantas (MACIA, 2011).
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6 CONCLUSAO

O maior nimero de mudas in vitro foi obtido com adicdo de 30 g.L* de
sacarose, 20 g.L™! de manitol e 40 g.L™! de sorbitol em meio de cultura, onde

também foi observada uma alta taxa de sobrevivéncia dos explantes.

)

Sendo assim, € viavel a manutencao de Solanum tuberosum L. cv ‘Macaca

em condi¢des de crescimento lento pelo periodo de 180 dias.
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