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1. INTRODUCXO

O Brasil sempre dependeu da importagdo de batata-semen
te oriunda da Europa, com tubérculcs apresentando uma alta sanida-
de. Dentre as cultivares européias importadas sobressai-se a Bint-
je, tanto pela drea cultivada, gquanto pela grande aceitag¢ao comer-

cial do tubérculo (39).

Os tubérculos estiio sujeitos a uma série de enfermida-
des, qgue v3o reagravando com as sucessivas geracdes de propagacac
vegetativa. Ao acumulo de doengas virdticas estd associada uma ri-
pida degenerescéncia da batata-semente, tanto de cultivares impor-
tadas quanto de cultivares nacionais, logo apds as primeiras multi

plicagOes, em campo de produgdo, DIAS & COSTA (4).

Com a utilizagdo das técnicas de cultura de tecidos em
batata abriu-se a possibilidade de uma rdpida multiplicacdo de tu-
bérculos com alta qualidade sanitdria, além da preservagiac e inter
cambio mais eficaz de germoplasma. Atualmente a propagagdo in wvi-
tro da‘batata pelo cultivo de segmentos nodais, estd bem estabele-
cida como um método de multiplicar rapidamente cultivares novos ou

ja existentes em condigdes livres de patdgenos.
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A utilizagdo de minitubérculos pode ser uma alternati-
va eficaz na micropropagagdo pois sdo mais convenientes para arma-
zenamento, podendo ser guardados num menor espago, e por maior tem
po de que as plintulas em tubos de ensaio. Também n3o necessitam a
climatag3o prévia, economizando mio-de-cobra e espago de locais a-
propriados (casa de vegetagdo). Podem ser produzidos em grande
quantidade, independente da estagdo ou demanda e podem ser trans -
portados em maiores quantidades por caixa, que os tubérculos nor -
mais para batata-semente, barateando os custos com transporte. E
por ultimo, podem ser adaptados de alguma forma para o plantic em

larga escala.

A formagdo de minitubérculos in vitro também fornece
um 6timo sistema para estudos relacionados a tuberizacgao. Por es-
tes motivos, a énfase para obtengdo de minitubérculos sadios in
vitro aumentou consideravelmente nos Ultimos anos, tanto por parte
de instituigdes de pesquisa quanto por firmas particulares de bio-
tecnologia em vdrios paises, tornando-se um dos eixos centrais das

pesquisas em tuberizagdo, conservagdo de germoplasma e de produgdo

de batata-semente.

Objetivou-se com o presente trabalho verificar a influ
éncia do nitrogénio, da sacarose, da 6-Benzilaminopurina (BAP) e

da idade da plantula na tuberizag¢do de batata cv Bintje.



2. REVISAO DE LITERATURA

O controle de insetos vetores ¢ extremamente dificil
em paises tropicais e subtropicais, o que faz com que os métodos
comerciais de produgdo de batata semente certificada apresentem fa

lhas para a produgdo de material com boa sanidade, WANG & HU (54).

VAN UYEN (51) cita o reerguimento da bataticultura, nc
Vietnam, a partir do uso da técnica de cultura de meristema para a
limpeza de patdgenos em cultivares européias bastante degeneradas.
A técnica foi simplificada, e através de produtores satélites s3o

produzidas e distribuidas mudas com alta sanidade.

Conforme HU & WANG (17), Morel foi o pioneiro na apli-
cagaoc da cultura de meristemas na propaga¢ao clonal, e Murashige
foi quem introduziu o conceito de estdgios de desenvolvimento. (o]
estagio I corresponde ao estabelecimento do explante: o II, & mul-
tiplicagdo do propagulo; e o III, ao enraizamento e aclimatag¢do da
planta no solo. Para a batata, o protccolc para os estdagios I e Il
jd estd bem definido e pode com algumas variacdes ser encontrado
em varios trabalhos (13, 17

; 18, 19, 26, 27, 40, 54). Seguindo a

técnica multimeristemdtica de ROCA et alii (41l), que permite a prc
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dugdo de miltiplos brotos oriundos de um simples meristema via or-
ganogénese, o estdgio II funde-se com o III, n3o havendo necessida
de de transferéncia do material para outros meios de cultura para

enraizamento, e as plantulas estar3o formadas em 2-3 semanas.

2.1. Fatores que afetam a tuberizagdo in vitro

Vdrios fatores est3o relacionados com o estimulo para
a indugdo de tubérculos. A tuberizagio in situ em bataté, pode ser
induzida por dias curtos, alta intensidade luminosa, baixa tempera
tura notﬁrna, baixo nivel de nitrogénio, desbaste, uso de tubércu-
los fisiologicamente velhos, e aplicagdo de acido abscisico (ABA)
e de cloreto de 2-cloroetilmetilamonia (CCC), WANG & HU (54). En -
tretanto, as condigBes promotoras da tuberizagdo in vitro frequen-
temente ndo coincidem com as condigBes in situ, WANG & HU (54). De
vido ao perigo de superaquecimento dos frascos no caso de uma alta
intensidade luminosa, adiciona-se,geralmente sacarose ao meio de
cultura como fonte de carboidratos, GEORGE & SHERRINGTON (10) e

WANG & HU (54).

O meio de cultura basico mais utilizado em trabalhos
de tuberizagdo in vitro é o de MURASHIGE & SKOOG (32), sendo o ma-
terial vegetal incubado entre 20 e 25°C em virias condigdes de lu-

minosidade de acordo com o autor (18, 23, 25, 28, 29, 44).

Resultados contraditdorios encontrados em varios traba-

lhos s3o devido a varios fatores, tais como: diferengas do tipo do
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tecido do explante, das cultivares, das concentragdes e qualidade
de reguladores de crescimento, dos meios bdsicos nutritivos, e das
condigOes ambientais de incubag3o, STALLKNECHT (46) e WANG & HU

(54).

2.1.1. Nitrogénio

O nitrogénio (N) é, em geral, o elemento que as plan -
tas necessitam em maior quantidade, estimulando na batata mais o
crescimento da parte aérea que a do tubérculo, Moorby & Milthorpe
citado por OPARKA (34). Em condigdes de campo, doses consideradas
elevadas de N atrasaram a tuberizacfo, SANTELITH & EWING (43). Se-
gundo Hewitson citado por OPARKA (34), niveis altos de N reduziram
a translocagdo do carbono da folha e aumentaram o seu fluxo para
as outras folhas da copa ao invés de dirigi-lo aos tubérculos. Em
plantas deficientes de N, o peso secc dos tubérculos foi superior
as fertilizadas, dos 80 aos 105 dias aproximadamente apdés o plan -
tio. Mas a colheita, o peso seco dos tubérculos nio diferiu signi-
ficativamente nos tratamentos, OPARKA (34). Krauss & Marschner ci-
tados por KRAUSS (21), demonstraram que o fornecimento de N contro
la a iniciag3o do tubérculo e seu crescimento de uma forma preci -
sa. Se aplicada uma qguantidade excessiva de N, o tubérculo cessa o
crescimento, mas retorna-o assim que a planta & transferida para
um meio ausente de N. Neste caso, ha formagao de mais um tubeérculo

no estoldo, o gual atuara como dreno, enquanto o antigo atuard so-



mente como passagem de fotoassimilados e nutrientes.

Na produgdo de minitubérculos in vitro induzidos pela
cumarina, a melhor resposta foi obtida com um baixo nivel de N,
STALLKNECHT & FARNSWORTH (47) e WATTIMENA et alii (55). Entretanto
na tuberizagdo induzida pela citocinina, um alto nivel de N no
meio ndo apresentou efeito inibidor, PAIMER & SMITH (36) e WANG &
HU (53). Segundo SATTELMACHER & MARSCHNER (44), a interrupcgao do
fornecimento de N leva a tuberizac3o e a um eventual aumento nos

niveis de citocininas na parte aérea.

De acorde com KRAUSS (21), o fotopeyiodo e a nutrigdo
nitrogenada seriam o gatilhc da tuberizagio através da acdc nos i
veis dos fitohormonios enddgenos. Em plantas cultivadas hidroponi-
camente, a diminuigdc de N do meio de cultive aumentou o nivel de
ABA com um consequente decréscimo no nivel de giberelinas (GA).Com
O aumento da razdo ABA/GA houve tuberizacdo. Altos niveis de N po-
dem também inibir a atividade de reguladores de crescimento, STALL

KNECHT (46).

Segundo a afirmagdo de Krauss & Marschner citados por
KRAUSS (21), o efeito do N é independente da fonte, seja na forma
de nitrato ou amdnia, isoladamente. O nitrogénio seria assim um fa

tor eddfico envolvido no controle da tuberizacdo.

2.1.2. Sacarose

A idéia aceita anteriormente de que os niveis de car -
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boidratos ou a raz3o C/N controlam a tuberizacl3o, foi substituida
por aquela que enfoca o papel dos reguladores de crescimento (2,
6, 14, 15). B inegdvel entretanto, o papel desempenhado pela saca-
rose na tuberizagdo in vitro. EWING (6), acredita que apesar da
necessidade de que ocorram mudangas hormonais para acionar a tube-
rizagd3o, os carboidratos também desempenhariam um papel ;elevante.
E apesar da glicose ou frutose serem mais efetivas na promogdo do
crescimento vegetativo in vitro, a sacarose é mais eficiente na

produgdo de minitubérculos, EWING (7).

O tubérculo de batata forma-se geralmente na ponta de
um estoldo. Mas sob condigBes andmalas como um alto teor de carboi
dratos, podem desenvolver-se de qualquer gema vegetativa, indepen-

dentemente de sua localizag¢do na planta, WERNER (56).

O inicio da formag3o do tubérculo é geralmente acompa-
nhado de um aumento na taxa assimilatdria liquida, SALE (42) e
DWELLE (5). Em cultivos in vitro, a demanda de carboidratos é fei-
ta pela adigdo de sacarose ao meio, GEORGE & SHERRINGTON (10) e
WANG & HU (54). A sacarose é entdo absorvida pela planta e translo
cada para os tubérculos onde é utilizada para a sintese de amido ,
que é o principal carboidrato de reserva dos tubérculos, MARES et

alii (24) e PETERSON et alii (38).

2.1.3. Citocininas

Segundo PALMER & SMITH (37), hd varias razdes  poraue
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as citocininas podem ser importantes para a indugd3o e desenvolvi-
mento dos tubérculos. Entre eles estd o seu papel na promogido - da
divis8o celular; as evidéncias de que inibem a elongagao e promo -
vem o aumento celular, e de que possuem um papel na mobilizagdo de
fotoassimilados e nutrientes para os drenos. Entretanto, varios au
tores discordam de um papel indutor das citocininas, c;editando-

lhes uma ag¢d3o mais restrita ao desenvolvimento dos tubérculos.

PALMER & SMITH (36) induziram a tuberizagdo em  esto-
1%es cultivados in vitro pela aplicagdo de cinetina. Apesar de
FORSLINE & LANGILLE (9) terem-na considerada como um fator de tube
rizagdo, as citocininas ndo sdo atualmente conéideradas como res -
ponsaveis diretas. Anies, teriam um papel chave na divisao celular
criando uma atividade de dreno no tubérculo em desenvolvimento,

KRAUSS (21) e TIZIO & BIAIN (49).

JAMESON et alii (20) verificaram que o aumento de cito
cininas enddgenas ndo esteve associado ao inicioc da tuberizag3o, e
que o pico sé era atingido apds o tubérculo ter alcangado um deter
minado tamanho. Porém, mesmo baixas concentragles de BAP (2,5
mg.l-l) tem sido relatadas como "indutoras" da tuberizagao, MAUK &
LANGILLE (25). Concentragdes 6timas para a produgdo de minitubércu

1

los seriam de 10 mg.l —, ABBOT & BELCHER (1) e WANG & HU (53).

2.1.4. Material vegetal

De acordo com HUSSEY & STACEY (18), plantas senescen-



tes cultivadas in vitro geralmente originavam tubérculos apds 3-4
meses, sob condigdes indutoras. Entretanto, em trabalhos anterio-
res desenvolvidos no laboratdrio de Cultura de Tecidos da ESAL, no
taram-se que algumas plantas de batata cv Bintje tuberizavam facil

mente, mesmo antes de 30 dias de cultivo.

Uma vez que tenha havido estimulo para o inicio da tu-
berizagdao, o tubérculo cresce continuadamente de uma forma linear,
a ndo ser que alguma condigdo desfavordavel o impec¢a, LEOPOLD &
KRIEDEMANN (22). Cerca de 75-85% do peso da matéria seca total pro
duzida pela planta acumula-se nos tubérculos, Ivins & Bremner cita
dos por CUTTER (3). Uma vez iniciada a tuberiz;géo, ©0 crescimento
de toda a planta € retardado e estes tornam-se os meristemas domi-
nantes e os drenos para os nutrientes orgdnicos e inorganicos,MOOR
BY (30). Segundo este autor, na maioria das situagdes, o importan-
te é a capacidade fotossintética da planta em suportar o crescimen

to dos tubérculos apds a sua iniciag3o.

2.2, Multiplicagdo dos tubérculos

Varios autores, observaram que o transplante de plantu
las tenras, vegetativamente, das condigdes in vitro, na qual todas

condi¢des otimas de sobrevivéncia est3o asseguradas, para o ambien

te externo, é.trabalhoso, requer local apropriado e ainda pode a-

Jie

-

presentar uma baixa taxa de pegamento (1, 18, 31, 45, 52, 53, 5

L

Porisso é crescente o interesse na producdc de minitubérculos in
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vitro como um método alternativo para a micropropagagdao da batata

(L, 18, 35, 50, 53, 54).

Segundo TOVAR et alii (50), o método de indugdo da tu-
berizagdo exerce um papel regulador no controle do seu periodo de
dorméncia. No Centro Internacional de la Papa (CIP), os tubérculos
produzidos no escuro passam por um periodo médio de repouso de 210
dias. Na tentativa de quebrar esta dorméncia, EWING et alii (8)

propuseram o seu corte pela metade.

De acordo com THORNTON & KNUTSON (48), o tamanho dos
tubérculos produzidos a partir de plantulas transplantadas das con
digdes in yvitro para as de casa-de-vegetagdo, foi afetado pelo vo-
lume do recipiente utilizado, sendo que um maior volume disponivel
proporcionava a produgdo de tubérculos com‘diametros maiores. En-

tretanto, nd3o aumentou o numero poriplanta.

Comparando © crescimento e a produgdo de duas cultiva-
res de batata, vindas de trds diferentes fontes de propagagdo: tu-
bérculos, plintulas vindas de tubo de ensaio e minitubérculos, WAT
TIMENA et alii (55) relataram que as plantas oriundas de cultivo
in vitro produziram tubérculos de menor tamanho, mas em maior quan
tidade, demonstrando ser uma vantagem para a produgdo de batata-se

mente.

As condigdes de tuberizagdo ainda ndo estdo bem defini
das, e segundo ABBOT & BELCHER (1), devido ao comportamentc dife -
rencial, existe a necessidade de encontrar-se as melhores condi-

gGes de tuberizagdo in vitro para cada cultivar.



3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalhc foi desenvolvido no laboratorio de
Cultura de Tecidos da Escola Superior de Agricultura de Lavras, em

Lavras, Minas Gerais.

3.1. Caracterizagdo geral

Plantulas de batata cv Bintje obtidas por cultura de
meristemas foram utilizadas como material experimental. O meio de
cultura utilizado foi o de Murashige & Skoog (M & S) na forma 1i-
quida, e preparado com agua destilada. Apds o ajuste do pH para
5,7 + 0,1, foram colocados em frascos tipo geléia de 300 ml, com
10 ml de meio por frasco, vedados com tampas de poliestireno e au-
toclavados a 121°%C e 1,5 atm durante 20 minutos. Quando necessario,
a manipulagaq do material procedeu-se em condigdes assépticas, em

cimara de fluxo laminar com utensilios esterilizados em &lcool a

70%.
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A partir de pléntulas in vitro do estoque, foram repi-
cados vdrios segmentos nodais. Destes, cinco foram colocados por
frasco, em meio nutritivo de M & S suplementado com 30 g de sada;g
se (agicar cristal) por litro de meio. A temperatura da sala de in
cubagd3o foi mantida em cerca de 24 + 2°c, e a luminosidade em tor-

no de 4.000 lux.

Apds a fase inicial, um novo meio nutritivo foi adicio
nado 3s plantulas. A seguir, foram incubadas em condigBes ambien -
tais que permitissem a tuberizagdo, na mesma temperatura, porém no

escuro.

3.2. Influéncia do N, sacarose e BAP

Foram uvtilizadas plantulas de duas semanas de 1idade, a
partir da repicagem. Adicionou-se nos frascos novos meios de cultu
ra &s pléntulas para a tuberizagdo. Os tratamentos constituiram nu
ma combinacdo de quatro niveis de nitrogénio (5, 15, 30 e 60 meq) ,
Quadro 2, com trés concentragdes de sacarose, na auséncia ou pre -

senca de BAP a 10 mg.l-l.

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado,
num fatorial 4 x 3 x 2, com guatro repetigdes. Cada frasco conten-
‘do de 4-5 brotos foi considerado como parcela experimental. A ex -
cecdo do meio que conteve 60 meq de N elaboradc como propostc por
MURASHIGE & SKOOG (32), os demais foram preparados com base na com

binac8o de macronutrientes e balango idnico de Margara revisto por
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GEORGE & SHERRINGTON (10), Quadros 1 e 2. Os micronutrientes e os
demais componentes foram adicionados segundo a formulagdo de MURAS
HIGE & SKOOG (32). Apds a adig3o, do meio de tuberizag3o, as pléntu

las foram levadas para sala de crescimento, e incubadas no escuro.

3.3. Influéncia da idade da plantula

Foram utilizadas pla3ntulas oriundas da fase inicial,
com duas, tré&s, quatro e cinco semanas de idade, a partir da repi-
cagem. Escolheu-se para o ensaio, plantulas que apresentavam bom

desenvolvimento, tanto da parte aérea, quanto de raizes.

Adicibnou—se, em condig®es assépticas, um novo meio de
cultura as pléntulas nos frascos, com o esgotamento prévio de al-
gum volume do meio de cultura anterior. O meioc de cultura utiliza-
do foi o de MURASHIGE & SKOOG (32), que nos Quadros 1 e 2 aparece
como meio 4. Foram adicionados 60 gramas de sacarose e 10 miligra=-
mas de BAP por litro de meio de cultura. Apdés a adig¢3o do meio de
tuberizagdo, as plantulas foram levadas para sala de crescimento e

incubadas no escuro.

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado,
com oito repetigdes. Cada frasco contendo de 4-5 brotos foi consi-

derado como parcela experimental.

Para a multiplicagdo dos tubérculos obtides, foram uti

lizadas bandejas quadriculadas de isopor denominadas comercialmen-
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QUADRO 1 - CombinagOes de sais de macronutrientes segundo Margara
modificado por GEORGE & SHERRINGTON (10). Valores em mi

ligramas da substancia por litro de meio de cultura.

Ca(NO3) CacCl, Mgso,
Meios KNO3 NH4NO3 KC1 NaNO3 . KH2P04
.4H.0 .2H,0 .7H..0
2 2 2
1 - 101 354 292 149 - 246 136
2 606 240 354 - 149 - 246 136
3 808 480 1180 - 74,5 -~ 246 i3e

4 1900 1650 - 440 - - 370 170

QUADRO 2 - Composigdo idnica das solugbes de macronutrientes dos
meios de Margara, em miliequivalentes, segundo GEORGE &

SHERRINGTON (10).

N NH4:

Meios NO H,PO SO cl K Ca Mg NH N
3 2°74 4 4 total total

1 4,0 1,0 2,0 6,0 3,0 7,0 2,0 1,0 5,0 0,20

2 12,0 1,0 2,0 2,0 9,0 3,0 2,0 3,0 15,0 0,20
3 24,0 1,0 2,0 1,0 10,0 10,0 2,0 6,0 30,0 0,20

4 39,4 1,3 3,0 6,0 20,0 6,0 3,0 20,6 6C,0 0,34
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te de Plantdgil, com um substrato composto denominado comercialmen
te de Plantimax. Tubérculos de varios didmetros foram plantados em
casa-de-vegetagdo. Alguns foram cortados ao meio, conforme preconi
zados por EWING et alii (8). Apds cerca de 15 dias, alguns foram
transplantados para vasos de plédstico de trés litros, com substra-
to de vermiculita e solo (1l:2). As plantas foram adubada% periodi-
camente com solugdao de Hoagland a 10%. A colheita efetuocu-se 60

dias apds o plantio.

3.4. Caracteristicas avaliadas

Apés decorridos 30 dias da adigdo de um novo meic  de
cultura, para a tuberizagdo, foram avaliadas as seguintes caracte-

risticas dos tubérculos:
a) Didmetro

Medido no sentido transversal com um paquimetro, e ex-
presso em milimetros. Para a analise, obteve-se a média dos tubér-
culos produzidos por frasco. Os tubérculos com didmetro inferior a

2,0 mm ndo foram considerados na avaliagdo.
b) Numero

Contou-se o numero de tubérculos precduzidos em cada
frasco. Tubérculos com difmetro inferior a 2,0 mm também ndc foram
contabilizados. Para a analise estatistica, os numeros (x) sofre -

ram transformagdo para (x + 0,5)1/2.
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c) Peso da matéria fresca

Através de uma balanga eletrdnica de precisfo, obteve-
se o peso da matéria fresca (mg) de cada tubérculo produzido. Para
analise estatistica foi considerada a soma dos pesos dos tubércu -

los produzidos por frasco.
d) Peso da matéria seca

No ensaio 3.3, obteve-se o peso da matéria seca (mg)
da parte aérea e das raizes das plintulas, apds a secagem em estu-

fa, 3 temperatura constante de 70°C por 24 horas.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro sinal visivel de tuberizagdo foi o intumes-
cimento da parte aérea ou estoldo, tanto nas paéigﬁes axilares
guanto terminais, em cerca de 3-4 dias apds a incubag@o. Os minitu
bérculos foram produzidos tanto na parte aérea acima do meio liqui
do quanto na parte submersa. Geralmente, os que estavam submersos
apresentavam uma espécie de calosidade envolvendo-os. Mas apds se-

rem retirados e lavados, n3o diferiam muito no aspecto em relagdo

aos outros.

Ao final do periodo de incubagdo, as plantulas apresen
tavam um aspecto aclorofilado, devido a auséncia de luz, e senes -

cente principalmente no meio com menor teor de N.

Verificou-se também que nem sempre um didmetro corres-
pondeu a um determinado intervalo de peso de tubérculo. Mas este
comportamento foi mais caracteristico nos di&metros menores, até

3,0 mm.

Também no Centro Internacional de la Papa (CIP) dados

" de 10 clones revelaram que o peso médio de minitubérculos ndo se
‘ : !

f
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relacionou diretamente com o didmetro, TOVAR et alii (50).

4.1. Influéncia 4o N, sacarose e BAP

4.1.1., Efeito do N

Segundo a andlise de varidncia (Quadro 3), ¢ N influen
ciou o0 numero de minitubérculos produzidos. O diametro e © peso
nio foram afetados pela reducdo de N nc meio de cultura. Estes re
sultados concordam com aqueles obtidos por OPARKA et alii (34) ,que
em plantas deficientes de N e sob condigdes de campo, ¢ peso da ma
téria seca dos minitubérculos ndc diferiu significativamente daque

les produzidos por plantas fertilizadas.

Como podeé ser visto na Figura 1 e no Quadro 4, © me-
lhor nivel de N situou-se em 5,0 meqg. Os niveis de 6 e 12 vezes
maiores foram os menos produtivos, discordando dos dados de Cumase
na & Harris citados por HARRIS (16). Estes autores verificaram gue
em condi¢gdes de campo, o aumento da taxa de N aumentou o numero de
minitubérculos, devendo-se este fato ao efeito primdrio do N no in

cremento da area foliar, segundo as observagBes de HARKLS (1€).

A interagd3o entre o N e a sacarose ndo foi significati

i
va (Quadro 3), discordando da afirmag3oc de OKAZAWR (33; aGe gque o
efeito inibidor de altas doses de N pode ser superadc azravés do

aumento da concentragdo de sacarose no meio, comc por exemplo para

8%.



19

QUADRO 3 - Quadrados médios de numero, didmetro e peso total de tu
bérculos produzidos pelo efeito do nitrogénioc e da con-
centragdo de sacarose e BAP na tuberizagdo de batata cv

Bintje. ESAL, Lavras-MG, 1988,

Fonte de Quadrados médios

G.L.
variagdo Ndmerot Difmetro (mm) Peso (mg)
N | 3 0,5132*% 0,3131lns 4467,0833ns
Sac 2 3,1844*x* 16 ,66€9** 611872,6979%%
BAP 1 0,5200ns ©6,3551* 52340,0416ns
N x Sac 6 0,0984ns 0,2184ns 13126,5315ns
N x BAP 3 0,0044ns 8,5282ns 8473,2361lns
Sac X BAP 2 0,9803*% 0,5057** 147473 ,1354%%*
NxSacxBAP ) 0,0498ns 1,1844ns 37482 ,5798ns
Sac:BAP(1) 2 3,9293*% 24 ,5158%% €38129,4375%%
Sac:BAP(2) 2 0,5115* 0,6794ns 120650,8958%**
Residuo 72 0,16%94 85,2775 17082,7014
Total 95
C.V. (%) 19,28 24,26 36,71

1/2

Dados transformados para (x + 0,5)
** 3ignificativo, a 1% de probabilidade, pelc teste de F.
* significativo, a 3% de probabilidade, pelo teste de F.
ns N3o significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de F.
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Apesar da citagdo de PAIMER & SMITH (36) e WANG & HU
(53) de que a utilizagdo de altas doses de N ndo afetou a tuberiza
gdo induzida por citocininas, verificou-se neste trabalho que mes-
mo na presenca de BAP, um teor menor de N foi mais satisfatdrio pa
ra a tuberizagdo. Isto pode ser explicado porgque o numero de tubér
culos estd mais associado aos fatores indutores, enquanté o diame-
tro e o peso parecem estar associados a capacidade fotossintética

da planta, visando manter o fluxo de fotoassimilados para o seu

crescimento.

4.1.2, Efeito da sacarose e do BAP

Comoc pode ser visto no Quadro 3, houve uma interagdo
entre a sacarose e BAP, influenciando o nimero, o difmetro e o pe-

so fresco dos minitubérculos in vitro.

O Quadro 5 mostra que as concentragdes de 6 e 12% de
sacarose foram superiores a 3%, mas ndao diferiram entre si. Isto
contraria PAIMER & SMITH (37), que afirmaram gue concentragdes de

sacarose superiores a 10% s3o inibitdrias.

A auséncia ou presenga de BAP, ndac afetou o numerc de
minitubérculos nas concentragdes de 6 e 12% de sacarose. No entan-
to, a sua presenga dobrou o numero de minitubérculos na concentra-
gdo de 3% (Figura 2, Quadro 5). ABBOT & BELCHER (1) acreditam que
pelo menos 3% de sacarose € reguerida na tuberizagdo induzida por

BAP. Apesar dos mesmos autores terem encontrado um maior numero de
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QUADRO 4 - Médias do efeito de nitrogénio sobre o numero, didmetro
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e peso da matéria fresca de tubérculos produzides in vi

tro, apés 30 dias no escuro. ESAL. Lavras-MG, 1988%*,

Fator Niveis Numero Didmetro (mm) Pesc (mg)l
5 5,17 a 4,33 a 376 a
Nitrogénio 15 4,33 ab 4,49 a 346 a
(meq) 30 3,83 b 4,52 a 353 a
60 3,79 b 4,60 a 347 a

Dados de peso de matéria fresca.

Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas, nd3o di-
ferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

QUADRO 5 - Valores médios obtidos da interagdo sacarose x BAP no
numero, dimetro e peso fresco total de tubérculos pro-

duzidos in vitro, apds 30 dias no escuro. ESAL, Lavras-

MG. 1988%*,
Numero Didmetro (mm) Fesc (mg)
Sacarose -
BAP (mg/P) BAP (mg/P) BAP (mg/P)
%
0 10 0 10 C 10
3 1,71 bAB 3,58 bA 2,80 b B 4,50a A 115 B 279 bA
6 4,502 A 5,15a A 4,93a A 4,87a A 398a A  450a A
12 5,40a A 4,46abA  4,96a A 4,85a A 500a A 393a A

* Médias seguidas pela mesma letra mimiscula nas colunas e maiuscu
las nas linhas, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo tes-
r'd -~ . .
te de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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tubérculos na concentracdo de 6% de sacarose com a utilizaglo de
BAP a 10 mg.l-l, neste trabalhc o BAP n3ao promoveu diferen¢a no nﬁ

mero quando associado a sacarose 6%.

Como ndo se verificou efeito do BAP em condigGes de
maior disponibilidade de sacarose, seu papel deve estar _associado
a um aumento na translocag¢3o de agucar para os minitubérculos. Is-
to é melhor compreendido pela Figura 2 e Quadro 5, onde o nlmero
de tubérculos produzidos com o uso de BAP praticamente dobrou em
condigbes de baixa concentracdo de sacarose. Mullins citado por
GIFFORD & EVANS (1ll1l), reportou-se a este papel de dreno das citoci
ninas quando demonstrou que apds a sua aplicagﬁg em uma superficie
de parte aérea cortada, havia o acimulo de assimilados nesta regi-
do. Esta agdo das citocininas na atividade de dreno em minitubércu

los também foi relatada por KRAUSS (21) e TIZIO & BIAIN (49).

A presenc¢a de BAP, aumentou o didmetro e o peso da ma-
téria fresca dos minitubérculos na concentragio de 3%, mas n3o nas
de 6 e 12% (Figuras 3 e 4, Quadro 5). Tal comportamento pode ser
devido a ag830 de dreno do BAP, como j& foi discutido anteriormen -
te. Resultados similares foram obtidos por ORTIZ-MONTIEL & LOZOYA-
SALDANA (35), onde uma concentragdo de 10 mg.l de BAP favoreceu a
obtengdo de minitubérculos de maior peso fresco em uma das cultiva
res por eles testadas, mas o numerc € o tamanho dos tubérculos n3o

foi afetado quando utilizado tanto BAP quanto cinetina.

Os maiores teores de sacarose favoreceram a disponiki-
lidade deste elemento para os minitubérculos dispensando ¢ efeito

doc BAP em aumentar a atividade de dreno. Observagdes de EWING (7)
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também evidenciam pouca tuberizagdo na auséncia de agucar. Este fa
to contraria aparentemente diversos autores {1, 18, 53) para o
qual o BAP estimulou a tuberizagdo mesmo nas concentragdes de saca
rose utilizadas neste trabalho. Pode-se considerar que estas dife-
rengas sdo devidas a cultivar utilizada e 3 algumas diferencas ex-
perimentais, o que de acordo com STALLKNECHT (46) e WANG & HU (54)
é onde reside a dificuldade de interpretagdo dos varios trabalhos

na area.

4.2, Influéncia da idade da plantula

4.2.1. Efeito da idade

Conforme pode ser visto na andlise de varifncia do Qua
dro 6, a idade com que a plantula foi induzida a tuberizar, infiu-

enciou no numero, no difimetro e no peso dos tubérculos produzidos.

A jidade de 4 semanas foi a mais produtiva (Figura 5,
Quadro 7). Entretanto, observa-se pela Figura 6, que esta producdo
esteve provavelmente associada a maior quantidade de matéria seca
da pldntula. Desde que o estimulo a tuberizac3c foi idéntico para
todas as idades, pode-se afirmar gue a idade 4 foi a que esteve
mais capacitada para suportar o crescimento dos tubérculos, o que
é, segundo MOORBY (30), a condic¢8o mais importarte apds a inicia =
¢do para a produgdo. Estes resultados parecem concordar com GOOD -

WIN & BROWN (12), no qual plantas com 8 semanas produziram mais tu



28

QUADRO 6 - Quadrados médios do nimero, difmetro e peso da matéria

\
'

fresca total de minitubérculos; peso de matéria seca do

efeito da idade do material vegetal na

batata cv Bintje. ESAL.

tuberizagdo de

Lavras-MG, 1988.

Fonte de

Quadrados médios

variagao G.L.

1 Peso , 2
Numero Didmetro Matéria seca
Matéria fresca
Idade 3 0,4655** ] ,7624%%* 544692 ,9479%%* 61712 ,€146*%%*
Residuo 28 00,0731 00,3954 66735,3526 1817,9062
Total 31
C.V. (%)

1 Dados transformados para (x + 0,

2 Parte aérea + raizes.

5)]./2

** significativo, a 1% de probabilidade, peloc teste de F.
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QUADRO 7 - Médias do efeitc da idade do material vegetal sobre o

[

nimero, didmetro ¢ peso da matéria fresca de tubérculos
obtidos in vitro, e do peso da matéria seca de plantu-

las. ESAL. Lavras-MG, 1938*,

1 Peso Matéria
Idade Numero Di&metro (mm) ] 2
Matéria fresca seca” (mg)
2 4,20 B 5,50 b 580 b 120 c
3 4,20 b 6,21 ab 803 b 223 b
4 5,50 a 6,48 a 1205 a 322 a
5 5,50 abp 5,61 Db 790 b 282 a

I

* o

Semanas apos a repicagem

Parte aérea + raizes

Médias seguidas da mesma letra mindscula nas colunas, nio dife-
rem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de

5% de probabilidade.
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bérculos quando transplantadas para o campo, que aquelas com 6 se-»

manas.

Realmente, foi observade que durante a primeira semana
depois da repicagem, a plédntula comegou a desenvolver-se formando
a parte aérea e as raizes. Mas entre a primeira e a segunda semana
€ que houve um rdpido desenvolvimento. O pico deste desenvolvimen-
to foi atingido, dentro das condigbes impostas, na guarta semana ,
como mostra a Figura 6. Portanto, f£oil provavelmente nesta fase que
houve maior capacidade de abscrgac e translocagdo de nutrientes pa

ra os pontos de crescimento, resultando dai uma maicr produgio.

0 numero médio de tubérculos obtidos por frasco foi de

6,5 na idade mais produtiva, e 4,2 nas menos produtivas (Quadro 7).

Os maiores didmetros também foram obtidos na idade 4
semanas (Figura 7), com um valor médio de 6,5 mm (Quadro 7). No
CIP, trabalhando com diversos clones, TOVAR et alii (50) oktiveram
a partir de plantulas de 2-3 semanas, tubérculos com didmetro mé-
dio entre 3,0-7,0 mm. Neste trabalho, pléntulas destas idades for-
neceram tubérculos com difmetros médios de 5,5 e 6,2 mm, respecti-

vamente (Quadro 7).

No entanto, o'diémetro dos tubérculos obtidos ndo pdde
ser associado ao estado nutricional da planta (Figura 6), pois na
idade 3 semanas obteve-se didmetros prdximos ao da idade 4 (Quadro
7). Compérando o didmetro entre a idade 2 e idade 3 (Figura 7), e
relacionando-o com O crescimento da planta (Figura 6), pcde-se su-
por que na idade 3 houve uma intensa atividade de fitonormonios

que atuam na divisfo celular. Deste modo, pode-se compr<endar o
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porqué deste aumento consideravel no diimetro, enquanto que na pro
dugdo (Figura 5) e no peso fresco dos tubérculos (Figura 8), esta

idade foi inferior a subsequente.

As plantulas de 4 semanas também foram as que produzi-
ram tubérculos de maior peso fresco (Figura 8), com média de 1205
mg por frasco, ou 186 mg por tubérculo (Quadro 7). As idades de 2-
3 semanas produziram tubérculos com peso fresco médio de 105 e lé9
mg (Quadro 7). NO CIP, utilizando plantulas da mesma idade, diver-
sos clones produziram tubérculos variando de 72,8 a 143,5 mg, TO-

VAR et alii (50).

-

Conforme foi mostrado no item 4.1., fatores diferentes
de indugao afetaram a produgao. Entretanto, o tamanho e o peso
fresco dos tubérculos foi devido ou a disponibilidade de agicar ou
ao efeito do BAP em estimular a agd3o de dreno. Como houve disponi-
bilidade de agucar, acredita-se que com relagdo ao tamanho e ao pe
so, as diferengas entre os tratamentos se devem a capacidade da
planta em absorver a sacarose e translocd-la para as regiBes de

formagdo do tubérculo.

Apesar de ter apresentado uma produgdo semelhante a i=-
dade 4, a idade 5 produziu tubérculos de menor tamanho e peso. Em-
bora esta idade tenha apresentado um grande numero de repetigdes
contaminadas, n3oc houve reflexos no numero de tubérculos produzi -
dos, apesar de ter tido provavelmente uma competicdo nc meio pcr
nutrientes, o que pode ter prejudicado o desenvolvimentc dos tubér

culos.
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4.2.2, Multiplicac¢do dos tubérculos

Muitas vezes, tubérculos com didmetroc em torno de 2,0
mm ou menos, apresentavam uma brotagdo precoce, com aspecto vigoro
so, mesmo t3o cedo quanto 2 semanas apds a incubagdo. Es£a brota -
G380 preccce também foi observada por ORTIZ-MONTIEL & LOZOYA-SALDA-
NA (35).

Alguns tubérculos, quando armazenados a 4°C, apresenta
ram uma brotagdo vigorosa, antes mesmo de 60 dias de armazenamento
(Figura 9), emguanto outros n3o chegaram nem me;mo a apresentar
dorméncia. Resultados contraditérios neste aspecto também foram en

contrados por ABBOT & BELCHER (1) e HUSSEY & STACEY (18).

Tubérculos com diferentes estdgios de brotagdio e diime
tro, como observado na Figura 9 foram plantados. Apesar do estabe-
lecimento inicial mais ripido daqueles jd brotados, todas as plan-
tas apresentavam ao final de 60 dias, o aspecto mostrado na Figura

10.

Aparentemente, 0 seccionamento em tubérculos recém-co-
lhidos apresentou 4timos resultados, pois brotaram e alcangaram o
tamanho das demais plantas rapidamente (Figura 11). Estes resulta-
dos também foram observados por EWING et alii (8), que verificando
a brotagio de minitubérculos cortados ac meio, provenientes de di-
ferentes métodos de produgio, encontraram de 53—83% de brotagao
nos minitubérculos seccionados ac meio e de 0-23% nos tubérculos

inteiros.
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A Figura 1l mostra o aspecto geral da planta e tubércu
los provenientes de 2 metades de um tubérculo de 7,0 mm. Comparan-
do-se os resultados das 2 plantas da esquerda com as 2 subsegquen -
tes, que n3o foram cortadas (Figura 1l1l), ndo se observa diferengas
entre elas. Apesar de que neste trabalho n3ao tenha havido uma ava-
liac30 mais precisa do efeito do corte na brotagdoc do tuﬁérculo re
cém~-colhido, os resultados sugerem que este € um procedimento ade-
quado e que pode ser utilizado também guando as condig¢des exigirem
a necessidade de um plantioc rdpido. Como pode ser visto na Figura
11, a planta proveniente de um tubérculc de 8,0 mm ndo demonstrou

diferenga com as demais.

Este comportamento foi notado em outras comparagoes,no
qual um tubérculo menor, com cerca de 3,0 mm, originava uma planta
semelhante as provenientes de tubérculos maiores. As plantas produ
ziram em média 4 tubérculos por vaso (Figura 1l1), com um peso de

matéria fresca média de 2000 mg por unidade.

0 volume das bandejas (speedling) e dos vasos onde fo-
ram cultivadas as plantas afetou o tamanho dos tubérculos produzi-
dos (Figura 12), o que concorda com os resultados THORNTON & KNUT-
SON (48) no qual um volume maior do recipiente proporcionocu a pro-
ducio de tubérculos de didmetros maiores, mas nd3o aumentou o nume-

ro produzido por planta.

Neste trabalho, o tamanho razodvel dos tubérculos obti
dos em bandejas, leva a crer gue este procedimento possa evitar a
mio~de-obra para transplantio para vasos maiores e economizar ezpa

¢o em casa-de-vegetagao.
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5. CONCLUSOES

Para as condigles em que os experimentos foram desen-

-

volvidos, pode-se concluir que:

- Um baixo teor de N (5 meq) favoreceu a tuberizagio
in vitro.
- O BAP aumentou a atividade de dreno dos tubérculos

promovendo maior produgdo, diametro e peso guando houve pouca dis-

ponibilidade de sacarose no meio de cultura.

- Uma concentragdo de €% de sacarcse supriu adequada -
mente a planta de carboidratos exigido pelos tubérculos para o seu

desenvolvimento, dispensando a utilizagdo de BAF no meio.

- A melhor produgdo de minitubérculos, tanto em ndmero
como em tamanho e peso, foi obtida com plantulas de 4 semanas.

- O tamanho do minitubérculo in vitrc ndo influencicu
nc desenvolvimento da planta.

--0 corte pela metade favoreceu a multipiicagdo imedia

ta dos tubérculos produzidos.
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6. RESUMO

Foram produzidos tubérculos in vitro a partir de plan-

tulas de batata (Solanum tuberosum L. cv Bintje) micropropagadas

no laboratdrio de Cultura de Tecidos da Escola Superior de Agricul

tura de Lavras.

Em meio liquido balanceado ionicamente, foi verificado
a influéncia do teor de N (5, 15, 30 e 60 meq), da sacarose (3,6 e
12%) e do BAP (0 e 10 mg.l_l) na tuberizagdoc. O efeito da idade Ada
pléntula (2, 3, 4 e 5 semanas) apds a repicagem também foi estuda-

3 . o s Ne)
Go. A 1ncubagao se deu no escuro, a temperatura de cerca de 26°cC.

Um nivel baixo de N (5 meq) favoreceu a tuberizagdo
mas ndo afetou o tamanho e o peso fresco dos tubérculos. Em condi-
GOes de pouca disponibilidade de sacarose (3%), o BAP parece tex
promovido o aumento da atividade de dreno dos tubdrculos, duplican
do a produgdo. Concentragdes maiores de sacarose (6 e 12%) supri -
ram adequadamente a planta de carboidratos, n3o se observando po-
rém, efeito de BAP. As plantulas com 4 semanas de idade produziram
tubérculos em maior nimerc, tamanhc e peso. Isto se deu provavel -

mente a maior capacidade de absor¢ic e transzlocacgioc de nutri

ntes

m






O tamanho dos tubérculos e o seu seccionamento antes do plantio

ndo afetou o desenvolvimento posterior da planta ou a sua produgdo.

Portanto, neste trabalho, o melhor sistema de produgdo
de tubérculos foi a partir de plantulas micropropagadas com 4 sema

. nas de idade. E o melhor meio foi aquele com 5 meqg de N e 6% de sa

carose.



7. SUMMARY

Minjtubers of potato (S. tuberosum L. cv Bintje) were

obtained fyom micropropagated plantlets in the Tissue Culture Labo

ratory at the Escola Superior de Agricultura de Lavras.

On an ionically balanced ligquid medium the effect of
different levels of Nitrogen (5, 15, 30 and 60 meqg), sucrose (3, 6,
and 12%), and BAP (0, 10 mg.l—l) was verified in the tuberization.
After the proliferation stage, the effect of plantlet age (2, 3, 4,
and 5 weeks) was also evaluated. Plantlets were maintained in dark

room at 26°C.

Although the lowest level of N (5 meq) did not affect
the size and fresh weight of tubers, it considerably favoured the
tuberization. In conditions of low availability of sucrose (3%)

BAP seemed to enhance the sinrk activity of tubers.

Nc effect of BAP was observed since high sucrose le -

vels were enough to supply the carbohydrate required for develop -

ment.,

Higher size, fresh weight and number of tubers were



a7
obtained from platlets with four week of age. Such result can be
inferred to the high capability of absortion and translccation of
nutrients. Plant development and production was not affected v

the size and the cutting of tubers.

It was inferred from this work that the best tuber pro

duction was achieved from plantlets with four weeks of age on an

ionically balaced medium supplied with 5 meq N and 6% of sucrose.
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