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RESUMO

Com o objetivo de estudar a viabilidade da utilizacdo de minitubérculos, produzidos in vitro,
como propigulo de batata em condigdes de campo, foi implantado, preliminarmente, um
experimento do tipo fatorial 8X2, testando oito diferentes balangos de fitorreguladores e dois
tipos de frascos com diferentes nimeros de explantes. A cultivar utilizada foi JeatBintje. Os
resultados avaliados foram: ndmero de minitubérculos, peso total e peso médio de
minitubérculos. Em relagdo ao ndmero de minitubérculos produzidos ndo houve diferenga
significativa entre os tratamentos. Em relacio a peso total e a peso médio, o uso de auxina na
concentracdo 1mg/l apresentou os melhores resultados. Em relagdo ao frasco, a dnica diferenga
significativa foi para peso médio do minitubérculo, sendo o tratamento com 1 explante por frasco
(1 explante/ 10 ml de meio) superior ao com 4 explantes por frasco (1 explante/ 6,25 ml de
meio). Posteriormente, o material obtido foi plantado, primeiro em casa de vegetagdo e em
seguida transplantado para canteiros em condi¢des semelhantes ao campo. Setenta por cento
(70%) do material plantado em canteiro apresentou producdo de tubérculos, indicando a
possibilidade da utilizacdo do minitubérculo como propédgulo em condi¢des de campo. Novos
experimentos sdo recomendados para otimizar a producdo de tubérculos em campo utilizando os

minitubérculos como propagulos.

Palavras chave: Batata. Minitubérculos. Cultura de tecidos. Tuberizagdo.
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ABSTRACT

The aim of this study is to test the viability of in vitro produced mini-tuber as potato propagules
(Jeat Bintje cultivar) under field conditions. We set up a 8X2 factorial type experiment, testing
eight different growth regulators balances and the number of explants per vial (1 and 4
explants/vial). The evaluated variables were: number of mini-tubers, total weight and average
weight of mini-tubers. The number of mini-tubers produced shows no significant difference
between treatments was observed. The use of auxin concentration 1mg/l produced the best
results in total and average weight. The number of explants per vial also produced significant
difference in the mini-tuber average weight, one explants per vial treatment (1 explant /10 ml
medium) showing better results than four explants per vial (1 explant / 6.25 ml media).
Subsequently, the material was planted first in a greenhouse, and then transplanted to beds under
conditions similar to the field. Seventy percent (70%) of the planted material yielded tubers,
indicating the possibility of using mini-tubers as field propagules. Other experiments are

suggested to optimize the production of tubers in the field using mini-tubers as propagules.

Key words: Potato. Minitubers. Tissue culture. Tuberization.
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1 INTRODUCAO

A batata € origindria da América do Sul, mais especificamente dos altos platos
Andinos. O primeiro contato dos europeus com a espécie tem registro em 1553, tendo sido
levada para Europa em torno de 1570. Sua influéncia nos hdbitos alimentares dos Europeus s6
ocorreu muito depois de sua descoberta. De inicio era destinada mais a alimentagdo de animais e
considerada como alimento para populagdes de baixa renda (BROWN, 1993).

Sua forma de cultivo era muito interessante do ponto de vista alimenticio para as
populagdes de baixa renda, assim como estratégico, para uma Europa onde as guerras ndo eram
eventos raros. Com a movimentacdo de exércitos, era comum o saque, onde a lavoura também
era destruida. Como a parte comestivel da batata ficava sob o solo, mesmo com a planta sendo
destruida, era possivel colhé-la. Isso foi muito importante para a disseminag@o inicial da cultura
na Europa (BROWN, 1993).

Uma vez provado seu valor nutricional como alimento, passou a ter importincia cada
vez maior. Tanto que a “Fome” que assombrou a Irlanda em meados de 1845 foi devido a perda
da lavoura da batata causada por uma doencga (mildio). Isso mostra o nivel que sua importancia
atingiu (BROWN, 1993).

A batata (Solanum tuberosum) € uma cultura de grande importincia para o homem,
ndo s6 devido ao seu alto valor energético como também ao seu teor de proteinas, sais minerais e
vitaminas. E a cultura que mais acumula energia/ha/dia (REIFSCHENEIDER, 1987).

Na tabela 1 sdo apresentados dados referentes a cultura da batata no Brasil:



Tabelal. Area e producio da cultura de batata no Brasil.

Ano Area plantada (ha) Area colhida (ha) | Producao | Rendimento médio (kg/ha)
(t)
1990 159 089 158 326 2233721 14 108
1991 162 232 161 626 2267 035 14 026
1992 173712 173 185 2432073 14 043
1993 162.433 162 063 2367571 14 608
1994 172 024 171 853 2488 461 14 480
1995 178 774 176 767 2692234 15230

Fonte: Anuario Estatistico do IBGE (1996).

Sua principal forma de propagacdo € assexuada, pela utilizacdo de tubérculos
previamente induzidos, denominados batata-semente (REIFSCHNEIDER, 1987). Essa forma de
plantio acarreta uma série de problemas com relacdo a armazenagem, transporte, quantidade
necessdaria para o plantio e sanidade do tubérculo, devido principalmente a organismos
sistémicos. Tais problemas tornam-se extremamente graves quando levamos em conta que sao
necessdarios de 1,5 a 2,0 toneladas de batata-semente para o plantio de um hectare (FEDALTO &
MIZUBUTE 1984).

Devido as condic¢des climdticas brasileiras, fica muito dificil produzir batata-semente
certificada. Sendo assim, o Brasil importa grande quantidade de batata-semente da Europa para
garantir a sanidade do material reprodutivo. A taxa de degenerescéncia da cultura é em torno de
20%. Isso faz com que seja necessdria a utilizagdo de material propagativo livre de virus para
evitar perdas na producido (REIFSCHNEIDER, 1987).

As caracteristicas apresentadas acima sdo as responsaveis pelo alto custo da
implantacdo da cultura, do qual de 30% a 70% ¢é devido o custo de plantio (ACCATINO &
MALANGARA, 1982).

Outra forma de propaga¢do, usada na China, € a semente botinica. Este tipo de
propagacio tem como vantagens a reducdo da disseminacdo de doencas, entre elas as viroses e
nematdides, a reducdo do custo de implantacdo, a facilidade do armazenamento e manuseio do
material propagativo. Sdo necessdrias somente de 100 a 150g de sementes para o plantio de 1
hectare. A desvantagem é que sendo uma espécie tetrapléide com fecundacio cruzada, pode
ocorrer uma variabilidade genética muito grande, o que resultaria em desuniformidade na

produgdo, para as caracteristicas agronomicas desejaveis (FEDALTO, 1982).



A utilizacdo de minitubérculo como propagulos, vem sendo feita para a produgdo de
matrizes de “batata-semente”, tendo sido desenvolvida na Unido Soviética uma técnica de
cultivo hidropdnico com este objetivo.

As vantagens do uso de minitubérculos seriam a manutencdo do clone através da
preservacdo do germoplasma in vitro, que reduziria os custos desse armazenamento, a garantia
da sanidade, através da limpeza clonal, e a reducdo dos custos em relagdo a transporte,
armazenagem e plantio (TOVAR et alli, 1985).

O material propagado através das técnicas da cultura de tecidos possui diversas
vantagens. Entre elas, a rdpida taxa de multiplicacdo, a garantia da sanidade do material,
preservacdo do germoplasma. A facilidade de armazenamento de material em laboratdrio
permite que uma grande quantidade de material possa ser preservada utilizando relativamente
pouco espaco fisico, em compara¢ido com o material sendo preservado em campo.

Existe uma chance de o material sofrer variagdo somaclonal, por isso a preservagio
desse material implica em constantes testes para garantir que o material ndo sofra mutacdes que
ndo sejam percebidas. Partindo de um explante que cresca na velocidade de 5 gemas por més,
pode-se obter, a partir desse explante, em seis meses, 15625 novas plantas, com garantia de
sanidade do material e manutengdo do clone.

As técnicas de cultura de tecidos vém sendo amplamente aplicadas em vérios ramos
da agricultura principalmente apds a descoberta dos hormdnios vegetais. Seu grande avango foi
a partir da obtencdo de material livre de virus (TORRES & CALDAS, 1990). Foram obtidas
mudas de Ddlia livre de virus a partir de cultura de dpice caulinar. Isso aumentou as
possibilidades de aplicag@o das técnicas de cultura de tecidos na produg@o agricola.

Propagacdo in vitro de batata por meio de vdrias subculturas de explantes, tem sido
bem documentada por vdrios autores, e esta se estabelecendo como um meio efetivo e rapido de
multiplicar cultivares novas ou jd existentes em condigdes livres de doencas (NOZERAN, et al,
1977; GOODWIN, et all, 1980; HUSSEY, STACEY, 1981; WANG & HU, 1982). Plantulas
obtidas in vitro podem ser transplantadas para o so6lo sem dificuldade. Neste trabalho propde-se
que o produto final da micropropagacdo seja o minitubérculo. Minitubérculos sdo muito
convenientes para estocagem e transporte de germoplasma, e ainda podem ser de alguma forma
adaptados para plantio mecanizado em larga escala.

Acrescido a isso, existe a possibilidade de automagdo no trabalho realizado em

condicdes in vitro. Essa automagdo teria como principal objetivo a redugdo de custos decorrente



da manipulacido do material para sucessivas repicagens. Uma das propostas é um medidor 6tico,

onde a leitura seria interpretada por computador. A partir dai, o meio de cultura seria colocado
na medida em que houvesse necessidade por parte do explante (ALCHANATIS et al., 1994).

Assim sendo, o objetivo desse trabalho € testar a viabilidade técnica da utilizagdo

dos minitubérculos como meio de propagacdo em campo para a batata. Para isso serdo

estudadas as etapas de indug@o a tuberizacdo em laboratdrio, e de plantio no campo até a

produc@o de tubérculos, fechando assim o ciclo de producdo da batata.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Tubérculo

Um tubérculo de batata é um caule modificado, com nds e entre-nos.
Normalmente os tubérculos sdo formados na extremidade de caules modificados subterraneos,
denominados est6lon. A iniciacdo da tuberizagdo comega na zona sub-apical do estélon, e o
enchimento do tubérculo ocorre no sentido acropétalo em entre-nds que estdo ali presentes no
inicio da tuberizagao.

Mais ou menos ao mesmo tempo em que se inicia o processo de enchimento,
cessa a atividade meristemdtica do dpice do estélon. O armazenamento de amido ocorre bem
cedo na ontogenia do tubérculo.

Os tubérculos se formam mais prontamente embaixo da terra. O porqué ainda nio
¢ inteiramente claro. O fator mais importante parece ser o escuro, mas a resisténcia fisica das
particulas do solo também deve interferir nesse desenvolvimento. Em algumas circunstancias
anormais alguns tubérculos aéreos sdo formados, geralmente em gemas axilares. Esses
tubérculos aéreos sdo muito menores e contém clorofila. Geralmente sdo formados devido a
algum ferimento no caule que implique em impedimento a translocacdo de fotoassimilados

(EWING, 1995).

2.2 Mecanismos de Tuberizacao e cultura in vitro de Batata

Para a produ¢@o de minitubérculos in vitro é necessario se conhecer os mecanismos de
tuberizacdo envolvidos no processo.

A primeira vez que a cultura de tecidos foi aplicada para limpeza clonal em batata foi
em 1968 (COREL et alli, 1968), utilizando-se a cultivar Belle de Fontenay. Foi feita cultura

de meristemas com alguns primérdios foliares (dpice caulinar).



O primeiro relato de tuberizacdo in vitro data de 1953, por Braker (citado por
LECLERC et alii, 1994). Para tanto ele utilizou brotagdes estioladas em meio de Murashige &
Skoog, 1962 (MS) suplementado com 80 g/l de sacarose.

A tuberizacdo da batata é muito influenciada por fatores ambientais, principalmente a
temperatura e o fotoperiodo. Aceita-se que dias curtos com noites frias causam estimulos que
induzem a tuberizacdo, enquanto que o contrario retarda ou inibe o processo
(GREGORY,1956; EWING & WAREING, 1978).

Foi sugerida a existéncia de um estimulo tuberizante, que se formaria nas folhas e
depois seria translocado para o estolon. Este estimulo seria formado sob condi¢des especificas
de temperatura e fotoperiodo (GREGORY, 1956; LAWRENCE & BARKER, 1963;
HARMEY et alli, 1966; MAUK & LANGILLE, 1978; SEABROOK et alli, 1993).

Os primeiros trabalhos visando compreender esse mecanismo de tuberizagdo usaram
experimentos com enxertia. Estes trabalhos mostraram que os segmentos do caule de uma
planta induzida transmitia estimulo tuberizante, o que mais tarde sugeriu que esse estimulo
fosse de natureza hormonal (GREGORY, 1956). PALMER &SMITH, 1969; LANGILLE &
FORSLINE, 1974; HARMEY & CROWLEY, 1966, constataram que o 4cido indolacético
(AIA) e a hidrazidamaleica promoviam a tuberizacdo, enquanto que a giberelina (GA) inibia
fortemente o processo.

A giberelina age retardando a tuberizag¢@o, apresentando efeitos de reduzir a
produg¢do em campo, e inibir a formagdo de tubérculos em cultura in vitro (GARCIA-
TORRES & GOMEZ-CAMPO, 1973; HARMEY, et alli, 1966,). O estado nio indutivo em
plantas inteiras cultivadas em condi¢cdes de dias longos € correlacionado com altos niveis
enddgenos de GA nas folhas, enquanto em dias curtos a condicio € inversa (MENZEL, 1981;
MENZEL, 1983; VREUGDENHIL & STRUIK, 1989). A GA afeta a distribuicdo dos
carboidratos favorecendo as folhas e o caule, numa resposta que se assemelha aos efeitos de
alta temperatura (MENZEL, 1983). O contrério ocorre quando € aplicado algum inibidor de
giberelina (HANNAPEL et alli, 1985; HUSSEY & STACEY, 1984). Vdrias substancias
foram propostas como tendo acdo antigiberelina na tuberizagdo (KRAUSS, 1978).
Substancias que inibem a giberelina possuem a capacidade de favorecer a tuberizagdo. Este
favorecimento é, possivelmente, devido a uma acdo indireta, pelo controle de niveis

end6genos da giberelina.



Alguns hormdnios estdo envolvidos no controle da tuberizacao, as evidéncias indicam,
por exemplo, que uma baixa atividade de GA3 é um fator importante na iniciacdo e no
subseqiiente desenvolvimento dos tubérculos de batata.

Entdo, a diminui¢do dos niveis de GA3 em dias curtos tem efeito duplo: diminui a
elongagdo do est6lon e permite a iniciacdo do tubérculo. Isto, entretanto, ndo implica que o
GA3 seja unicamente o fator determinante na inicia¢do do tubérculo, porém, indica causar um
efeito negativo, enquanto que outros fatores t€ém um papel de regulagdo positiva. Por
exemplo, em condi¢des de dias curtos a aplicacio de GA3 ndo impede a formacdo do
tubérculo (HAMMES & NEL, 1975).

Existem poucas evidéncias de que o etileno possa causar um efeito positivo na
iniciacdo do tubérculo (CATHPOLE, HILLMAN, 1969; GARCIA-TORRES, GOMEZ-
CAMPO, 1973). Algumas evidéncias relatam o contrdrio (MINGO-CASTEL, 1976). Essa
discrepancia é por causa dos efeitos que o etileno causa. Ele tanto inibe o alongamento do
estélon, o que favorece a iniciacdo da tuberizacdo, quanto inibe o processo da mesma
iniciagdo de tuberizagdo (VREUGDENHIL & STRUIK, 1989). Em conclusdo, aceita-se que
tanto o etileno quanto o GA3 possuem efeitos prejudiciais na formacio do tubérculo.

A promocgao de tuberizagd@o por citocininas in vitro foi demostrado por PALMER
& SMITH (1969, 1970) que usaram cinetina (KIN) e benzilaminopurina (BAP), e por MAUK
e LANGILLE (1978) que usaram zeatina.

Citocininas promovem inicia¢io de tubérculos em estolons isolados cultivados in vitro
(PALMER & SMITH, 1969; FORSLINE, LANGILLE 1976; MAUK, LANGILLE, 1978).
FORSLINE e LANGILLE (1975), OBATA-SASAMOTO e SUZUKI (1979) e KODA (1982)
mostraram que o nivel endégeno de citocininas nas raizes e nos estolons aumentam em
condi¢cdes de dias curtos, esses dados indicam a importancia desse hormonio no processo de
tuberizacdo. Mauk e Langille, 1978, também mostraram aumentos no nivel de zeatinriboside
em tecidos subterrdneos alguns dias apds as plantas terem sido sujeitas a dias curtos com
noites frias. A partir dessas informacdes, podemos concluir que a citocinina promove a
iniciacdo do tubérculo.

O enchimento do tubérculo é resultado do acimulo de amido. Na planta inteira, os
carboidratos sdo supridos pela fotossintese. Em condi¢des de cultivo in vitro, a fotossintese
ndo d4 autonomia a planta, em outras palavras, a planta ndo é autotréfica. Para suprir as

necessidades energéticas da planta, é necessdria a adicdo de acticar ao meio de cultura



(TORRES & CALDAS, 1990). Mesmo que haja inducdo a tuberizacdo, se ndo tiver
disponivel uma quantidade minima de carboidratos, os tubérculos ndo se formardo
(WARDLAW, 1990).

Para garantir que haja tuberizac@o existe a necessidade de pelo menos 6% de sacarose
no meio de cultura. Mesmo a aplicagdo de fitorreguladores em meio de cultura contendo
baixo teor de sacarose ndo promovia a tuberizacdo, o que sugere a necessidade de um
suprimento minimo de carboidratos para que ocorra a tuberizagdo (CASTEL et alli, 1976;
TEIXEIRA & PINTO, 1991).

PALMER & SMITH (1969) descobriram que o efeito promotor da citocinina era
aumentado quando em condi¢des com 6% de sacarose. HUSSEY e STACEY (1981)
obtiveram como resultado, que em meio sem BAP, a alta concentracdo de sacarose favoreceu
tuberizacdo em 8h-dia de luz, mas ndo em luz continua, e o efeito de BAP foi aumentado em
ambos fotoperiodos em niveis altos de sacarose (7%).

LECLERC et alli (1994) trabalhando com sacarose a 8%, fotoperiodo de 8 horas e
baixa temperatura (15°C) observaram que a producdo de minitubérculo foi maior em meio
sem adicdo de Bezilaminopurina (BAP), Cycocel(Cloreto de clorocolina ouCCC) ou
cumarina. Esse trabalho mostra como as condi¢cdes de crescimento dos explantes podem
influenciar na produg¢do de minitubérculo, assim como a importincia da sacarose na
microtuberizacao.

Outra substincia referida como tendo ag@o tuberizante ¢ o 4cido jasmonico. Foi
isolado em plantas que tinham recebido estimulo de tuberizacdo e que estavam formando
tubérculos. Em trabalhos usando este dcido, foi observado seu poder de tuberizacdo (KODA,
et al., 1991; PELACHO & MINGO-CASTEL, 1991). Estudos recentes estdo apontando para
um novo grupo hormonal, os Jasmonatos (GORSS & PARTHIER, 1994).

O mais eficiente tratamento que promove formacdo de estolon seguido de tuberizagdo
¢ a adicdo de citocinina ao meio. Esse efeito é maior em condi¢des de dias curtos do que em
dias longos. A adi¢do de GA3 inibe a tuberizacdo, enquanto que inibidores, como o CCC,
aumentam a tuberizacio e reforcam o efeito da citocinina. Acido abscisico em certas
condi¢des pode estimular a tuberizagdo, mas geralmente inibe tanto o crescimento quanto a
tuberizacdo. Restrigdes a troca gasosa entre o ar dentro dos vidros e o meio externo inibem a
tuberizacdo, num efeito que parece ser principalmente devido a acumulagdo do etileno.

(HUSSEY, STACEY, 1984).



A temperatura tem grande efeito na tuberizacdo, relacionado com o fotoperiodo. A
faixa 6tima para a tuberizacdo in vitro estd entre 20 e 25°C. Temperaturas mais elevadas (28 a
30°C) reduzem significativamente a tuberizacdo (EWING, 1981; WANG &HU, 1982;
MONTIEL &SALDANA, 1987; NOWAK & COLBORNE, 1989). Em situacdes
desfavordveis a tuberizagdo, os efeitos de alta temperatura sdo mais acentuados. Foi proposto
que o efeito da alta temperatura é causado por um aumento de produgdo de giberelinas nas
gemas e nas folhas jovens (MENZEL, 1983).

Existem alguns trabalhos que apontam a influéncia do nitrogénio na tuberizacdo
(TEIXEIRA, 1989). Quando diminui a disponibilidade de nitrogénio ocorre um aumento na
tuberizacdo. Possivelmente devido a influéncia que o nitrogénio tem na ontogenia da planta,
direcionando-a a um crescimento vegetativo.

O quanto exatamente uma ou outra substancia causa no processo de tuberizagdo ainda
ndao ¢ muito claro. Possivelmente, a tuberizacdo ocorre por causa de uma combinagdo de
fatores, ndo todos necessariamente hormonais. Com o avanco da genética molecular pode-se
esperar que o mecanismo de tuberizagdo torne-se mais claro.

Levando em conta os fatores acima, varios autores chegaram a protocolos diferentes
no que diz respeito a tuberizacio in vitro.

PRADO (1992) obteve os seguintes resultados em relagdo a tuberizacdo “in vitro”: o
pré-tratamento dos explantes por 10 horas a 15°C aumentou o peso da matéria fresca dos
minitubérculos; O balanco hormonal que resultou na produgdo de maior nimero de
minitubérculos foi de 1,0 mg/l de AIB e 10,0 mg/l de BAP; o fotoperiodo para o crescimento
dos explantes e dos minitubérculos foi de 16 horas, e a temperatura foi mantida em 25°C + 2;
a intensidade luminosa de 3000 lux produziu minitubérculos com maior peso de matéria

fresca, e a auséncia de luz um maior nimero de minitubérculos.



3 MATERIAL E METODOS

A metodologia para a producdo de minitubérculos foi baseada no protocolo
desenvolvido por Prado (1992), a partir do qual foram implantados experimentos visando
otimizar a produtividade de minitubérculos e avaliar o efeito da sua qualidade na regeneragdo
de plantas.

O trabalho de Prado foi realizado com a cultivar Chiquita, plantada em MG. Apesar
dessa cultivar fazer parte da colecdo do laboratdrio, devido a idade do material e a baixa
resposta ao estimulo de tuberizagio, o que foi constatado em um ensaio preliminar, julgou-se
necessdria a troca da cultivar. Apds alguns testes (FREIRE, et alli, 1997), optou-se pela
cultivar Jeat Bintje, que apresentou melhores resultados de regeneragdo em condigdes in vitro.

Para simplificacdo dos experimentos optou-se por manter a concentracdo de auxina
(AIB) em 1 ppm, e trabalhar com variagdes na concentragdo da citocinina, que € apontada
pela literatura como tendo efeito significativo na tuberizacdo (PALMER & SMITH, 1969;
FORSLINE, LANGILLE 1976; MAUK, LANGILLE, 1978). A escolha de duas citocininas
diferentes partiu da idéia de testar se diferentes produtos sintéticos com a mesma acio

fisioldgica teriam respostas diferentes na tuberizagcdo do material in vitro.

3.1 Procedimento em Laboratorio

Todas as operacdes de repicagem do material e inoculacdo dos explantes em meio de
tuberizacdo foram feitas em sala apropriada em condi¢Oes assépticas. A manipulagdo do

material foi feita usando uma capela de fluxo laminar horizontal.

10



Todo material usado, vidraria, pingas, bisturi e meios de cultura, foi previamente
autoclavado a 121 °C por 20 minutos. Antes da utilizacdo, esse material foi submetido a
desinfeccao por luz ultravioleta, durante 20 minutos.

Os meios de cultura foram preparados a partir de solucdes estoques previamente
preparadas e mantidas em refrigeragcdo no préprio laboratdério. As solucdes de hormonios
foram preparadas no momento do preparo do meio. Os hormdnios foram mantidos em freezer

a 4°C e s6 retirados na ocasido do preparo da solug@o.

Meio de Cultura

O meio de cultura basico utilizado foi o MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), com
duas alteragdes. O meio de iniciagdo foi denominado meio A, contendo toda composi¢do
basica do MS com 0,8% de agar e pH 5,7. O meio de tuberizacido foi denominado meio B,
diferindo do meio A na concentragdo de sacarose (8%) e na suplementacio de 8 diferentes
balancos de fitorreguladores (combinacdo de auxina/citocinina).

Para a inocula¢do no meio de cultura foram utilizados explantes de segmentos
nodais da cultivar JeatBintje. Esse material foi obtido a partir de material mantido em cultura
in vitro, isentos de contaminagdo sist€émica e oriundos de brotacdes estioladas de tubérculos.
Este material ficou disponivel no Laboratério de Cultura Tecidos Vegetais do Departamento
de Fitotecnia, Instituto de Agronomia da UFRRJ.

O protocolo bésico utilizado neste projeto, desenvolvido por PRADO (1992), a
partir de cultura ja estabelecida in vitro, tem as seguintes etapas:

1) A partir de plantulas estabelecidas in vitro foram seccionados os explantes em
segmentos nodais, contendo duas gemas, e transferido em meio de cultura A em frascos de
250 ml, e mantidos na sala de crescimento a 25 * 2°C e fotoperiodo de 16 horas;

2) Em cerca de 4 semanas os segmentos nodais desenvolveram-se e deram origem a
plantulas que foram seccionadas em segmentos com 3 gemas, e cultivadas em meio de
cultura B, também em frascos de 250 ml;

3) Os explantes inoculados em meio de tuberizacdo passaram por um pré-tratamento de
10 horas no escuro a 15°C;

4) Em seguida foram removidos para a sala de crescimento a 25+ 2°C, e mantidos por

3 semanas em auséncia de luz;
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5) Foram entdo transferidos para prateleiras iluminadas a 3.000 lux e fotoperiodo de 16
horas e mesma temperatura, para receber o estimulo equivalente a dias curtos;

6) ApOs 8 semanas os minitubérculos formados no dpice das brotacdes podem ser
destacados, pesados, medidos e utilizados.

Os explantes foram inicialmente inoculados no meio de cultura A, de forma a
aumentar a quantidade de material propagativo disponivel para a produ¢@o de minitubérculos.
Para as repicagens foram utilizados pingas e bisturi cirirgico, dentro de placa de petri,
previamente esterilizados. Os segmentos nodais excisados foram rapidamente transferidos
para o meio de cultura em frascos de 250 ml, que eram vedados com filme de polietileno.
Todo esse processo foi realizado no interior da capela de fluxo laminar horizontal, para evitar
contaminacdo do material. O processo descrito foi utilizado para repicar material nos dois

meios (implantagdo e tuberizacio).

3.2 Experimento de laboratorio, tuberizacio in vitro

Teve como objetivo escolher o tratamento que produzisse 0 maior nimero ou maior
peso de minitubérculos e a partir disso otimizar a producdo de minitubérculos in vitro. A
hipétese a ser testada é a de que o balanco de fitorreguladores no meio interfere na
produtividade dos minitubérculos in vitro. Para isto foram utilizadas duas citocininas,
Kinetina (KIN) e Benzilaminopurina (BAP) nas concentra¢gdes de 5,0; 10,0 e 15,0 ppm e uma
auxina, o Acido Indol-Butirico (AIB) na concentracdo de 1,0 ppm, acrescido de duas
testemunhas, uma apenas com a auxina (1,0 ppm de AIB) e outra sem qualquer fitoregulador.
Além disso, foram usados dois tipos de frascos, com diferentes nimero de explantes.

O experimento foi um fatorial 8 X2, no delineamento Blocos ao Acaso, com 3 blocos,

considerando como unidade experimental o conjunto de 12 explantes.

12 Fator: 7 balancos de fitorreguladores com auxina e citocinina e testemunha
(Tabela 2).

22 Fator: tipo de frasco e nimero de explantes por frasco.

Tipo 1 — frasco estreito tipo tubo de ensaio (15 X 2,5 cm), com 10 ml de meio
e um explante (10ml de meio por explante).

Tipo 2 - frasco largo tipo vidro de maionese (250 ml), com 25 ml de meio e

quatro explantes (6,25 ml de meio por explante).
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Tabela 2: Identificacdo dos tratamentos utilizados no experimento de tuberizacdo in vitro.

Tratamentos AIB (ppm) BAP (ppm) KIN (ppm)
1 1 5 0
2 1 10 0
3 1 15 0
4 1 0 5
5 1 0 10
6 1 0 15
7 1 0 0
8 0 0 0

Os 16 tratamentos (8x2) foram inicialmente instalados no meio de implantacdo (meio
A) e mantidos em camara de crescimento com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 16 horas
(3000 lux). Apdés o desenvolvimento inicial os explantes foram inoculados no meio de
tuberizacdo (meio B).

Os parametros avaliados foram o niimero total de minitubérculos produzidos, peso
total e peso médio.

Os dados foram submetidos a andlise da variincia e as médias comparadas pelo teste

de Tukey a 5%.

3.3 Experimento de campo

Plantio 1
Foi realizado com minitubérculos provenientes do experimento realizado no

laboratério, observando-se o tratamento de origem (balango hormonal). Dessa forma o ensaio
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teve 8 tratamentos, correspondendo aos oito balangos hormonais. O tipo de frasco ndo foi
considerado na separacdo do material.

Os minitubérculos foram inicialmente plantados em bandejas de isopor com substrato
de matéria organica: areia, na propor¢do de 2:1, no préprio laboratério. Logo em seguida
foram levados para a casa de vegetacdo onde permaneceram 90 dias (Figuras 1 e 2). Depois
de brotarem e as plantulas atingirem aproximadamente 10 cm de altura foram transplantadas
para vasos, com um substrato composto de matéria organica, areia e argila na proporcio de
2:1:1 (Figura 3). Passado os 90 dias, foram transplantados para canteiros a céu aberto, visando
simular as condi¢cdes em campo da cultura (Figura 4). O material foi irrigado periodicamente,
tomando cuidado para ndo encharcar, visto que umidade em excesso pode prejudicar a
formacdo dos tubérculos.

Plantio 2

Foi realizado da mesma forma que o plantio um, com a diferenga que o tratamento 3
(AIB 1ppm, BAP 15ppm e KIN Oppm) ndo foi utilizado tendo em vista que ndo produziu
nimero suficiente de minitubérculos. Além disso, o tempo de permanéncia nas bandejas e
vasos foi de 60 dias. No mais, os demais procedimentos foram idénticos, bem como as
condi¢cdes de campo foram similares.

Para os dois plantios os canteiros foram preparados com areia e matéria organica. A
andlise quimica do substrato usado nos canteiros, feita no Laboratdrio de Fertilidade do Solo

do Departamento de Solos IA/UFRRJ, encontra-se na tabela 3.

Tabela 3: Andlise quimica dos substratos dos dois canteiros onde foram transferidas as
plantulas de batata.

Canteiro |pH Ca Mg Al Al+H Na K P C-org
cmol..dm™ mg/Kg %

1 5,6 4,6 1,6 0,0 1,65 0,1 106 >30 2,85

2 5,7 22 0,8 0,0 1,81 0,04 31 >30 3,59

Foi feita adubacdo foliar usando o adubo comercial OURO VERDE na décima semana

de plantio, seguindo recomendacéo de rotina (Parraga, comunicagado pessoal, 1997).
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O material colhido foi pesado imediatamente e deixado secando ao ar durante 2-5 dias.
Depois desse periodo foi colocado em estufa a 65-70°C por mais 2 — 5 dias. O material foi
secado no Laboratdrio de Sementes do Departamento de Fitotecnia IA/UFRRJ.

Foram avaliados nimero de plantas que produziram tubérculos; nimero de tubérculos
produzidos, peso fresco total e médio, peso seco total e médio

Os parametros que foram avaliados sdo: ndmero de tubérculos, produgdo total,

producdo média de tubérculos por planta, produgdo por planta peso médio dos tubérculos.

Figura 1 — Brotagdes oriundas do plantio de minitubérculos. Bandeja mantida em casa de
vegetacao.
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Figura 3 — Plantas oriundas de minitubérculos plantadas em vasos individuais em casa de
vegetacao.
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Figura 4 — Plantas mantidas em canteiro a céu aberto, com 3 meses de idade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 LABORATORIO

O experimento de tuberizagdo in vitro foi avaliado apds 11 semanas da implantagdo. A
andlise da varidncia para nimero de minitubérculos obtidos ndo indicou diferenca
estatisticamente significativa (Tabela 4) para tipo de frasco, balanco e interacdo. A ndo
significancia dos resultados pode ser atribuido a baixa precisdo, j4 que o coeficiente de
variagdo foi elevado. Assim, recomenda-se que em préximos experimentos dessa natureza um
maior nimero de repeti¢des seja utilizado. Dessa forma espera-se que haja diminuicdo no
coeficiente de variagao.

Apesar das médias de nimero e peso dos minitubérculos obtidos ndo terem
apresentado diferenca estatisticamente significativa apenas de forma especulativa,
observamos que os balangos 4, 5 e 7 apresentaram tendéncia de produzir um maior nimero de
minitubérculos (Figura 5), enquanto que o balanco nimero 3 apresentou a menor produgdo de

minitubérculos.

Tabela 4. Andlise de Varidncia do ndimero de minitubérculos produzidos in vitro. Andlise

preliminar.

Fontes de GL Soma de Quadrado Médio F Sig
Variacdo Quadrados

Total 47 32,41426

Total de 17 10,83838 0,6375518 0,89 n.s.
Reducdo

Repeti¢do 2 1,054717 0,5273583 0,73 n.s.
Frasco 1 0,3960331 0,3960331 0,55 n.s.
Balanco 7 8,163932 1,166276 1,62 n.s.
Frasco X 7 1,223700 0,1748143 0,24 n.s.
Balanco

Residuo 30 21,57588 0,7191960

C.V.= 39.383
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Os resultados da andlise mostram que nio houve diferengca em relacdo ao meio indutor
de tuberizacdo para a caracteristica nimero de tubérculos produzidos (Tabela 4). A andlise
foi feita com a transformacdo dos dados usando raiz quadrada de (x+0,5). A transformacio
dos dados foi necesséria devido a ndo normalidade da distribuicio dos mesmos.

Nao foi observada diferenga significativa para o tratamento frasco nem para a
interacdo entre balangoXfrasco para o niimero de minitubérculos produzidos.

Considerando a estrutura dos tratamentos, € admissivel realizar um desdobramento dos
graus de liberdade de balangos, em contrastes ortogonais (tabela 5). Assim, de acordo com a
natureza dos tratamentos, foi estudado o contraste do tratamento 8 (média 38,83
minitubérculos) com os demais (47,79 minitubérculos), que representa a diferenca entre a
testemunha e os balangos hormonais, o qual foi ndo significativo. Outro contraste foi entre o
tratamento 7 (116,37 minitubérculos) e os tratamentos de 1 a 6 (36,37 minitubérculos), que
representa a diferenca entro o balanco apenas com AIB contra os que receberam também
Auxinas. Este contraste foi altamente significativo, sugerindo que somente a presenga da
auxina, de modo geral, atrapalhou a tuberizacido. O outro contraste foi entre os tratamentos 1,
2 e 3 (34,44 minitubérculos) contra 4, 5 e 6 (38,29 minitubérculos), que representa a diferenca
entre BAP e KIN, foi significativo ao nivel de 5%, sugerindo que a KIN foi superior ao BAP

em numero de tubérculos.

Tabela 5. Andlise de Varidncia do nimero de minitubérculos produzidos in vitro.
Decomposi¢@o em contrates ortogonais e regressao linear

Fonte de

Variagao G.L. SQ QM F Prob

8 X (1-7) 1 0,007 0,007 0,010 0,923 NS
7 X (1-6) 1 0,147 0,147 0,204 0,655 Ns
(1-3) X (4-6) 1 0,505 0,505 0,702 0,409 Ns
Dentro BAP 2 5,125 2,562 3,563 0,041 *
Regr Linear 1 3,982 3,982 5,536 0,025 *
Desvios 1 1,143 1,143 1,589 0,217 Ns
Dentro KIN 2 2,381 1,191 1,655 0,208 Ns
Regr Linear 1 1,874 1,874 2,606 0,117 Ns
Desvios 1 0,507 0,507 0,705 0,408 Ns
Residuo 30 0,719
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Nimero Médio de Minitubérculos por

Tratamento

ml
8 —
7 m2
6 - m3
5 1 m4
4 - =5
37 6
2 m

m7
1 m

8
0

Tratamentos

| Figura 5 — Nimero médio de minitubérculos produzidos em funcdo dos_tratamentos. Valores
nao transformados. Legenda: 1 (AIB 1 ppm, BAP 5 ppm, KIN 0 ppm); 2 (AIB 1 ppm, BAP
10 ppm, KIN O ppm); 3 (AIB 1 ppm, BAP 15 ppm, KIN 0 ppm); 4 (AIB 1 ppm, BAP 0 ppm,
KIN 5 ppm); 5 (AIB 1 ppm, BAP 0 ppm, KIN 10 ppm); 6 (AIB 1 ppm, BAP 0 ppm, KIN 15
ppm); 7 (AIB 1 ppm, BAP 0 ppm, KIN 0 ppm); 8 (AIB 0 ppm, BAP 0 ppm, KIN 0 ppm).
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Numero de minitubérculos

3,00 - y =-0,0624x + 2,9861
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Figura 6. Numero de minitubérculos produzidos in vitro por concentragdo de citocininas com
as regressoes lineares correspondentes. Valores transformados para / (x + 0,5).

Considerando que foram usadas trés diferentes concentra¢des de citocinina para a dose
unica de auxina, cabe o estudo da regressdo linear para identificar se hd alguma tendéncia das
doses influenciarem os resultados. Observamos que BAP teve uma tendéncia de aumentar o
nimero de minitubérculos na ultima dose e KIN diminuiu (figura 5), mas a regressao em
ambos os casos foi ndo significativa, nao confirmando a tendéncia observada (Figura 6). E
necessdrio um estudo que inclua doses maiores das diferentes citocininas utilizada para uma
andlise de regressdo que permita confirmar ou ndo a tendéncia de aumento ou diminui¢do do
nimero de minitubérculos produzidos. Dessa forma poderd ser possivel identificar em qual
concentracdo a citocinina passa a ser prejudicial ao desenvolvimento dos tubérculos, uma vez
que seja mantida a concentragdo de auxina.

Em relagdo a peso total de minitubérculos foi observada diferenca significativa em
nivel de 1% para o tratamento balangos (Tabela 7 e 8). A andlise de regressdo apresenta a

tendéncia de redugd@o no peso total em niveis maiores das diferentes citocininas (figura 7).
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Figura 7. Peso total de minitubérculos (mg) por concentragéo de citocininas com as regressoes
lineares correspondentes. Valores de peso transformados para ,/ (x + 0,5).

Os testes de tukey aplicados confirmaram a ndo diferenca entre os balancos para a

produg¢@o de minitubérculo em nimero (Tabela 6). Em relagdo ao peso total e peso médio dos

minitubérculo, foi observado que o balanco 7 (AIB 1ppm) apresentou diferenca em relacdo

aos balancos 6 e 3 (para peso total) e em relacdo aos balancos 1, 3 e 6 (para peso médio)

(Tabela 2).

TABELA 6 — Comparacdes dos resultados de producdo de minitubérculos em laboratério

usando o teste de Tukey.

Tratamento Nuamero médio Peso total Peso médio
BAP 5; AIB 1 516° 1007 *° 32,487
BAP 10; AIB 1 52 982 *P 32,737
BAP 15; AIB 1 1,66 381° 38,1°
KIN 5; AIB 1 6,16 1509 *° 40,78 °°
KIN 10; AIB 1 6° 1496 *° 41,55°?
KIN 15; AIB 1 3,332 651 ° 32,55 "
AIB 1 7,16° 5004 ° 116,37 °
CONTROLE 4° 932 P 38,83 *P

Obs: médias seguidas pela mesma letra, por coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de tukey a 5%. O

teste foi feito com os valores transformados, os valores apresentados ndo estao transformados.
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Em relagdo ao tipo de frasco utilizado, ndo houve diferenca entre o frasco 1 e 2 para
nimero de minitubérculo produzidos nem para peso total (Tabela 4 e 7). Porém houve
diferenca para a caracteristica peso médio, sendo o frasco 1 (tubo de ensaio) superior ao 2
(vidro de maionese) (Tabela 9). Essa diferenca pode ser explicada pela quantidade de
nutrientes e sacarose disponiveis no meio nutritivo em relacdo ao nimero de explantes por
frasco. No frasco 1 a propor¢do era 10ml de meio para 1 explante e no frasco 2 era 25 ml de
meio para 4 explantes ( 6,25 ml/explante).

Em relacio a peso médio do minitubérculo, foram observadas diferencas
significativas tanto para balanco quanto para frasco (Tabela 9 e 10, Figura 9), sendo que os
tratamentos 7, 4 e 5 foram os melhores e o tratamento 3 o pior desempenho. O mesmo

resultado foi observado para peso total dos minitubérculos.

Tabela 7 - Andlise de Variancia do peso total de minitubérculos produzidos in vitro. Andlise
preliminar.

Fontes de GL Soma de Quadrado Médio F Sig
Variacdo Quadrados
Total 47 4047,466
Total de reducdo 17 2138,016 125,7656 1,98 *
Rep 2 132,2490 66,12450 1,04 n.s.
Fras 1 228,2460 228,2460 3,59 n.s.
Bal 7 1492,245 213,1779 3,35 *x
FrasXBal 7 285,2755 40,75365 0,64 n.s.
Residuo 30 1909,451 63,64835
C.V.= 62.030

Tabela 8 - Andlise de Varidncia do peso total de minitubérculos produzidos in vitro.
Decomposi¢do em contrates ortogonais e regressao linear

Fonte de

Variagao G.L. SQ Qm FZ Prob

8 X (1-7) 1 5,065 5,065 0,080 0,780 NS
7 X (1-6) 1 247,553 247,553 3,889 0,058 NS
(1-3) X (4-6) 1 43,605 43,605 0,685 0,414 NS
Dentro 1-3 2 656,058 328,029 5,154 0,012 *

Regr Linear 1 507,789 507,789 7,978 0,008 *k
Desvios 1 148,269 148,269 2,330 0,137 NS
Dentro 4-6 2 539,964 269,982 4,242 0,024 *

Regr Linear 1 409,833 409,833 6,439 0,017 *

Desvios 1 130,131 130,131 2,045 0,163 NS
Residuo 30 63,648
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Os minitubérculos produzidos em tubo de ensaio apresentaram maior peso médio do
que os produzidos no frasco tipo maionese (Figura 10), sendo que ndo houve diferenga em
relacdo ao nimero de minitubérculos produzidos (Figura 11). Essa diferenca de peso médio
pode ter sido causada pela menor quantidade de meio disponivel por explante nos vidros de
boca larga. Essa menor quantidade significa menor disponibilidade de sacarose, que como
vimos, € necessdria para o enchimento dos minitubérculos. O que pode ter acontecido € que o
explante tenha recebido o estimulo de tuberizacdo, mas ndo teve sacarose disponivel em

niveis suficientes para permitir a formac¢ao do minitubérculo.

Peso médio de minitubérculos
7,00 -
y =0,047x + 5,4367
6.00 - t}q R? = 0,7846
5,00 -
in —o—BAP
T 4,00 -
)
X 3,00 -
1
200 -
’ —B—KIN
1,00 - y = -0,0676x + 6,8955
0,00 : , , R2 = 0,6843
0 5 10 15
Concentracao de citocinina (ppm)

Figura 8. Peso médio de minitubérculos (mg) por concentracdio de citocininas com as
regressoes lineares correspondentes. Valores de peso transformados para /(x + 0,5).
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TABELA 9 - Andlise de Varidncia do peso médio de minitubérculos produzidos in vitro.
Andlise preliminar.

Fontes de GL Soma de Quadrado F* Sig
Variacao Quadrados Médio

Total 47 371,0874

Total de Redugdo |17 215,8574 12,69749 2,45 *
Rep 0,8091162 0,4045581 0,08 n.s.
Fras 1 34,29011 34,29011 6,63 *
Bal 139,5609 19,93727 3,85 ok
Fras X Bal 7 41,19725 5,885321 1,14 n.s.
Residuo 30 155,23 5,174334

C.V.= 40.369

z

- n.s.: ndo significativo; * - significativo a nivel de 5 %; ** - significativo a nivel de 1%
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Figura 9 — Peso médio de minitubérculo (mg) produzidos em fung¢do do balangco hormonal
usado (tratamentos). Valores ndo transformados. Legenda: 1 (AIB 1 ppm, BAP 5 ppm, KIN 0
ppm); 2 (AIB 1 ppm, BAP 10 ppm, KIN 0 ppm); 3 (AIB 1 ppm, BAP 15 ppm, KIN 0 ppm); 4
(AIB 1 ppm, BAP 0 ppm, KIN 5 ppm); 5 (AIB 1 ppm, BAP 0 ppm, KIN 10 ppm); 6 (AIB 1
ppm, BAP O ppm, KIN 15 ppm); 7 (AIB 1 ppm, BAP 0 ppm, KIN 0 ppm); 8 (AIB O ppm,
BAP 0 ppm, KIN 0 ppm).

Tabela 10. Andlise de Variancia do peso médio de minitubérculos produzidos in vitro.
Decomposi¢@o em contrates ortogonais e regressao linear

Fonte de Variagdo G.L. SQ Qam FZ Probab. Sig.
8 X (1-7) 1 0,078 0,078 0,015 0,903 ns
7 X (1-6) 1 90,720 90,720 17,533 0,000 *x
(1-3) X (4-6) 1 21,917 21,917 4,236 0,048 *
Dentro 1-3 2 17,130 8,565 1,655 0,208 ns
Linear 1 13,430 13,430 2,595 0,118 ns
Desvio 1 3,700 3,700 0,715 0,404 ns
Dentro 4-6 2 9,444 4,722 0,913 0,412 ns
Linear 1 6,460 6,460 1,248 0,273 ns
Desvio 1 2,984 2,984 0,577 0,454 ns
Residuo 30 5,174
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“_n.s.: ndo significativo; * - significativo a nivel de 5 %; ** - significativo a nivel de 1%

A vantagem dos frascos de boca larga nesse tipo de trabalho, que visa uma aplicagdo
comercial, ¢ em relacdio ao manuseio do material. Usando esse tipo de frasco hd uma
economia muito grande de tempo na manipulacdo do material na hora da inoculacdo. Por isso
¢ importante tentar fazer com que sua produgdo, em minitubérculos, seja igual ao alcangcado
com os tubos de ensaio. Recomenda-se que novos experimentos sejam realizados respeitando
a propor¢do entre meio de cultura e nimero de explantes.

O resultado que aponta como melhor balango para peso médio de minitubérculos o
meio com AIB somente, contraria a maior parte da literatura (CASTEL et alli, 1976;
FORSLINE & LANGILLE, 1975; FORSLINE & LANGILLE, 1976; LECLERC et alli, 1994;
MAUK & LANGILLE, 1978; EWING, 1995). Nos estudos realizados a &énfase sempre foi em
relacdo aos efeitos da citocinina e outros fitorreguladores sobre a tuberizagdo. O papel da
auxina na tuberizacdo ndo € suficientemente estudado. Ndo existem relatos indicando seu grau
de importancia, sendo seu estudo ainda muito pouco aprofundado (EWING, 1995).

Esses resultados nos levam a um problema em relag@o a qual melhor balanco deve ser
utilizado para a tuberizacdo in vitro. Como a resposta a tuberizacdo in vitro parece ser
influenciada pelo material genético utilizado, ndo recomendamos que um dnico protocolo seja

recomendado como o melhor meio de tuberizagdo para todas as cultivares de batata.
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Figura 10 — Peso médio dos minitubérculos produzidos em fun¢do do tipo de frasco utilizado.
Na legenda: Tipo 1 — Tubo de ensaio; Tipo 2 — Frasco de boca larga.
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Figura 11 — Ndmero médio de minitubérculos produzidos por tratamento em fungio do tipo

de frasco utilizado. Na legenda: Tipo 1 — Tubo de ensaio; Tipo 2 — Frasco de boca larga.
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4.2 CAMPO

Como mostram as tabelas de contingéncia (Tabela 11), em nenhum dos dois plantios o
meio de origem interferiu na capacidade do minitubérculo de apresentar produg@o. A andlise
foi feita para cada plantio separadamente, e depois para os valores totais dos dois plantios. A
porcentagem dos minitubérculos plantados que produziram tubérculos no canteiro foi de 70 %
(Figura 9). Isso ainda € um valor baixo quando se pensa em utilizacdo comercial do produto.

De acordo com as andlises, a produ¢do em campo ndo foi influenciada pelo meio de
origem do minitubérculo (Tabela 12 e 13), em nenhum dos dois plantios.

Os valores de producdo obtidos no experimento em campo estdo apresentados na
tabela 14, separados em primeiro e segundo plantio.

O peso inicial do minitubérculo plantado teve correlagdo negativa com o niimero de
tubérculos produzidos por planta e positiva em relagdo aos pesos unitdrios fresco e seco no
primeiro plantio (Tabela 15). A correlagdo usada foi a ndo paramétrica (correlagdo de
Spearman) devido a ndo distribuicdo normal dos mesmos (SIEGEL, 1975; CAMPOS, 1983).
O programa SAEG foi utilizado para os célculos.

Nao foi medida correlag@o significativa para os mesmos valores no segundo plantio
(Tabelal6). O coeficiente de variagdo foi bem alto, o que pode estar interferindo na ndo
significincia dos resultados. E necessdria a implantagio de um novo plantio e um novo
acompanhamento do ciclo da cultura para que se possa confirmar as correlacdes observadas
no primeiro plantio.

Os valores da correlacdo obtidos para o primeiro plantio correspondem ao esperado de
acordo com a revisdo, pois existe uma correlacdo positiva entre o peso inicial da batata-
semente e a producdo em campo (REIFSCHNEIDER, 1987). O valor negativo para nimero
de tubérculos € contrario a essa informacgdo, mas esses dados ndo se repete no segundo

plantio.
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Tabela 11 — Tabelas de contingéncia para nimero de plantas que apresentaram produc¢io em
relacdo ao meio de origem do minitubérculo.

A) Valores do primeiro plantio.

Meio de origem | Total plantado Plantas que Nao
produziram produziram/morreram

1 10 9 1
2 12 7 5
3 4 2 2
4 10 7 3
5 16 14 2
6 8 7 1
7 6 3 3
8 5 2 3

Total 71 51 20

X calculado = 10,54 — nio significativo

B)Valores do segundo plantio.

Meio de origem | Total plantado Plantas que Nao
produziram produziram/morreram
1 13 9 4
2 8 5 3
4 14 11 3
5 26 18 8
6 15 8 7
7 24 17 7
8 8 6 2
Total 108 74 34

X calculado = 2,65 - ndo significativo

C) Valores somados para os dois plantios.

Meio de origem | Total plantado Plantas que Nao
produziram produziram/morreram
1 23 18 5
2 20 12 8
3 4 2 2
4 24 18 6
5 42 32 10
6 23 15 8
7 30 20 10
8 13 8 5
Total 179 125 54

X* calculado = 4,38 — nio significativo
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Tabela 12 — Resumo das andlises de Varidncia dos valores de producdo em campo no
primeiro plantio, segundo o balanco hormonal utilizado na producdo dos minitubérculo.

Caracteristicas avaliadas

Fontes de Variagdo ~ GL NT PFT PST PFUT PSUT
QM Tratamento 7 80,17 265,74 9,07 1,57 0,06
QM do Residuo 42 78,35 158,10 4,91 0,95 0,03
F 1,023 1,681 1,847 1,650 1,718
Sig n.s. n.s. n.s. n.s. n.s

CV% 60,5 70,7 71,7 69,2 80,8

n.s.: ndo significativo.

Obs.: NT — nimero de tubérculos; PFT — Peso fresco total; PST — Peso seco total; PFUT — Peso fresco unitario
de tubérculos e PSUT — Peso seco unitario de tubérculos.

Tabela 13 — Resumo das anélises de Varidncia dos valores de produ¢do em campo no segundo
plantio, segundo o balan¢o hormonal utilizado na producdo dos minitubérculo.

Caracteristicas avaliadas

Fontes de Variacio ~ GL NT PFT PST PFUT PSUT
QM Tratamento 6 96,79 300,05 10,79 2,58 0,09
QM do Residuo 66 85,02 497,88 15,31 2,19 0,07
F 1,138 0,603 0,705 1,182 1,272
Sig n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

CV% 56,7 56,3 63,3 533 62,3

n.s.: ndo significativo.
Obs.: NT — nimero de tubérculos; PFT — Peso fresco total; PST — Peso seco total; PFUT — Peso fresco unitdrio
de tubérculos e PSUT — Peso seco unitario de tubérculos.

Como essas correlagdes ndo se repetiram nos dois plantios, fica a incerteza em quanto
o peso inicial do minitubérculo pode interferir na producdo, ou se ele nao interfere. Essa
resposta é necessdria para escolher o meio de produgdo dos minitubérculo em condigdes in
vitro, e para selecionar/classificar os minitubérculos em fungdo de peso para plantio
comercial.

Se considerarmos a correlagdo positiva, temos que trabalhar com os maiores

minitubérculos produzidos in vitro, para que se possa aumentar o peso dos tubérculos
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formados. Caso essa correlagcdo ndo se confirme, o aumento do peso do tubérculo serd devido

somente ao manejo adotado.

Tabela 14: Produgdo de tubérculos provenientes do plantio de minitubérculos em canteiros.

Primeiro plantio | Segundo plantio
Numero de tubérculos 731 1190
Producio total (gramas) 888.8 1166,9
Producdo média de tubérculos por planta 14,62 16,081
Producdo por planta (gramas) 17,776 15,769
Peso médio dos tubérculos (gramas) 1,216 0,98

Como estd comprovada a capacidade de producdo em campo do minitubérculo
utilizado como propagulo, falta adequar um manejo que permita aumentar os valores obtidos,
principalmente em relacio ao peso médio dos tubérculos formados. Esses tubérculos
produzidos com peso de 1g podem ser usados como um novo propédgulo para multiplicacdo do
material.

Foi observada a formacgdo de tubérculos aéreos em ambos os plantios (Figura 13).
Examinando as plantas onde isso ocorreu, pode-se constatar a presenca de lesdes em todos os
caules onde foram formados os tubérculos aéreos. Isso confirma o encontrado na literatura,
que cita a possivel formacdo destes tubérculos aéreos devido a presenca dessas lesdes. Sua
formacdo é causada por uma interrupcdo do fluxo de fotoassimilados que deveriam ser
translocados para os tubérculos em formacdo. Com essa interrupcdo, a gema imediatamente
acima da lesdo inicia um processo de tuberizagdo, e os fotoassimilados s@o entdo armazenados
neste tubérculo (EWING, 1995).

Foi observada também a formagdo de estolons secunddrios. Esses estolons iniciam seu
desenvolvimento em tubérculos subterrdneos e podem formar novos tubérculos em seus
dpices (Figuras 14 e 15). A normalidade fisioldgica dessa formagdo € provocada por alta
temperatura em razdo do aumento do nivel de GA end6geno (LUGT, 1960; LUGT, 1964;
MAVES et alli, 1981; RANDENI & CAESAR, 1986). Para estudar melhor esse efeito teria
que se monitorar a variacdo de temperatura local e do solo, o que pode ser feito em préximos

experimentos.
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Temos como conclusdo em ambos os plantios, que o balangco hormonal do meio onde
o minitubérculo foi formado em laboratdrio ndo interferiu nos parametros avaliados (tabela 12
e 13). Como dito anteriormente, no primeiro plantio houve uma correlacdo negativa entre o
peso inicial do minitubérculo e o nimero de tubérculos produzidos (Tabela 15). Foi
constatada também uma correlagdo positiva entre o peso do minitubérculo plantado e o peso
unitario dos tubérculos formados (Tabela 15). Esses resultados, porém, nido se repetem nos
dois plantios (Tabela 16), o que nos leva a necessidade de montar um novo experimento em
condi¢des de campo para estudar melhor essas correlagdes.

Em experimentos futuros existe a necessidade de se plantar, junto aos minitubérculos,
batata-semente para que se possa comparar a produ¢do em campo. Em préximo experimento
serd realizado o plantio lado a lado dos dois tipos de propdgulos, o que ird permitir uma

melhor avaliagdo do desempenho dos minitubérculos em campo.

Tabela 15 - Correlagcdes de Spearman entre peso do minitubérculo plantado e valores de
producdo referentes ao primeiro plantio em campo.

VARIAVEL CORRELACAO  SIGNIFICANCI
A
Niimero de tubérculos -0,3538 wk
Peso fresco total dos tubérculos -0,1005 n.s.
Peso seco total dos tubérculos colhidos -0,735 n.s.
Peso fresco unitario dos tubérculos 0,3753 wk
Peso seco unitdrio dos tubérculos. 0,3603 wk

Obs: n.s. —ndo significativo; * - significativo a nivel de 5%; ** - significativo a nivel de 1%.

Tabela 16 - Correlagdes de Spearman entre peso do minitubérculo plantado e valores de
producdo referentes ao segundo plantio em campo.

VARIAVEL CORRELACAO  SIGNIFICANCIA
Numero de tubérculos 0,0184 n.s.
Peso fresco total dos tubérculos -0,0635 n.s.
Peso seco total dos tubérculos colhidos -0,0156 n.s.
Peso fresco unitario dos tubérculos -0,031 n.s.
Peso seco unitario dos tubérculos. 0,0171 n.s.

Obs: n.s. —ndo significativo.
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Isso traz de volta a questdo inicial da produ¢do dos minitubérculos em laboratdrio.
Como o tratamento para balanco hormonal ndo apresentou nenhuma interferéncia na producio
em campo, os balancos escolhidos para futuros experimentos devem ser aqueles que
apresentaram maior nimero de minitubérculos. Um problema a ser superado no futuro é o
nimero de minitubérculo formados por explante e seu peso médio.

A producdo de minitubérculos utilizando biorreatores ja foi demonstrada (AKITA &
TAKAYAMA, 1994). Esse método pode aumentar muito a produtividade dos minitubérculos.
A utilizagdo de meio liquido aos explantes ja inoculados pode também ser usada para
aumentar essa produtividade (LECLERC et alli, 1994).

Os resultados obtidos em nosso laboratério apontam para uma produ¢@o de menos de
1 minitubérculo por explante no melhor tratamento utilizado. Alguns trabalhos citam valores
de produc¢d@o bem maiores, inclusive para peso médio dos minitubérculos (WIERSEMA et alli,
1987). Como o papel da auxina e a interagdo dos balancos precisa ser adequada para cada
cultivar, sdo necessdrios novos experimentos usando diferentes balangos hormonais e
diferentes cultivares.

Os trabalhos disponiveis na literatura apresentam vdrias cultivares diferentes, e a
maioria ndo sdo plantadas aqui no Brasil. Alguns ensaios precisam ser montados com as
cultivares mais plantadas aqui para testar a capacidade delas produzirem minitubérculo in
vitro. Como foi constatado em ensaios no laboratério, alguns materiais genéticos se

desenvolvem melhor do que outros em meio de cultura, como exemplo a cultivar Achat.
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producio no primeiro plantio.

B Produziram

Nao produziram

Porcentagem de plantas oriundas de
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Figura 12 — Percentual de plantas que apresentaram produc¢do de tubérculos em condi¢des de
campo nos dois plantios e com o total das producdes.
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Figura 14 — Tubérculos oriundos de minitubérculos plantados apresentando crescimento de
estélon secunddrio.
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Figura 15 — Tubérculo produzido em campo apresentando crescimento secunddrio.
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5 CONCLUSAO

Os resultados indicam que o nimero dos minitubérculos produzidos in vitro ndo
dependeu do equilibrio dos fitorreguladores, pois os tratamentos ndo apresentaram diferencas
significativas. Porém em relagdo a peso total e peso médio de minitubérculo, o balanco
somente com AIB (1 ppm) apresentou os melhores resultados para a cultivar JeatBintje.

Como o papel da Auxina ainda ndo é bem claro no processo de tuberizagcdo, é
necessdrio que se conduzam estudos visando elucidar melhor sua fung@o. Tanto no processo
de indug¢do quanto na tuberizacao.

No protocolo estabelecido por PRADO (1992), para a cultivar Chiquita, foi
determinado que o balanco hormonal de AIB com BAP, nas concentracdes de 1 e 10 ppm
respectivamente, foi o que apresentou a maior producdo de minitubérculos. Isso ndo foi
observado para a cultivar JeatBintje, o que indica, provavelmente, que a regulacdo fisiologica
da tuberizacdo é cultivar dependente. Ou seja, o protocolo deve ser otimizado para cada
cultivar. Deve-se fazer um teste inicial antes de iniciar uma producdo comercial para cada
cultivar. Podem ocorrer variacdes de produgdo devido a condicdes intrinsecas de cada
laboratério. Isso € confirmado em trabalhos utilizando outras cultivares.

Os minitubérculos produzidos in vitro possuem a capacidade de regenerar uma planta
inteira em campo, com subsequente fechamento do ciclo no tocante a producédo de tubérculos.

Aparentemente existe uma correlacio negativa para produg¢do em nimero de
tubérculos por planta, e uma correlacdo positiva entre o peso inicial e o peso unitirio do
tubérculo produzido. Porém os resultados ndo se repetem nos dois plantios realizados.

Visto que foi provada a viabilidade do aproveitamento do minitubérculo, passa a ser
necessario o estudo de tratos culturais adequados visando aumentar a producao dos tubérculos
em condicdes de campo. Um estudo mais detalhado quanto a época de plantio, adubacdo e
irrigacdo, assim como ao tempo que o material deve ficar em estufas ou se deve ou ndo ser

plantado diretamente em canteiros.
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