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RESUMO

O cultivo in vitro é uma importante ferramenta para o desenvolvimento e
aprimoramento da cultura, possibilitando a producéo de plantas com maior qualidade.
As plantas de tiririca possuem em seus bulbos horménios que podem ser utilizados
como bioestimulantes e fitorreguladores. O presente estudo teve como objetivo avaliar
a influéncia de extratos de tiririca sob o desenvolvimento de plantas de batata-doce
cultivadas in vitro. O trabalho foi dividido em duas partes. A primeira avaliou o
desenvolvimento dos explantes em meios de cultivo MS 50% com e sem extrato de
tiririca e sob diferentes espectros de luzes, em que o delineamento experimental foi
DIC, fatorial 4x2 quatro espectros de luz (misto, azul, amarelo e vermelho) e dois tipos
de meio de cultivo (puro e com adicéo do extrato) com 3 repeticdes; foram avaliados:
altura, numero de folhas por plantula, nidmero de gemas por plantula e
desenvolvimento. Para altura de plantas ndo houve diferenca estatistica entre os
meios com e sem adi¢do do extrato de tiririca e 0 espectro com melhores resultados
foi o0 espectro misto. No segundo testou-se diferentes concentracdes de extratos dos
bulbos e das folhas de tiririca, em que o delineamento experimental foi DIC, em
esquema fatorial 2x5+1, duas fontes de extrato (de bulbos e de folhas), cinco doses
(50, 100, 150, 200 e 250 mL do extrato) e uma testemunha (MS 50%) com 25
repeticdes; foram avaliados altura de plantas, o nimero de raizes, numero de folhas,
comprimento da maior raiz, nUmero de gemas, numero de calos, contaminac¢ao (tanto
enddgena gquanto exdégena), coloracao das folhas e desenvolvimento do explante. O
extrato de bulbos de tiririca na dose de 50 mL se mostrou eficiente para altura de
plantas e para o desenvolvimento dos explantes, e na dose de 150 mL, para nimero

de folhas e nimero de raizes.

Palavras-chave: Cyperus rotundus. Bioestimulante. Espectro de luz.



ABSTRACT

In vitro cultivation is an important tool for the development and improvement of culture,
enabling the production of plants with higher quality. The C. rotundus plants have in
their bulbs that can be used as biostimulants and phytoregulators. The present study
aimed to evaluate the influence of C. rotundus extracts on the development in plants
of sweet potato grown in vitro. The work was divided into two parts. The first evaluated
the development of explants in MS 50% culture medium with and without extract and
different light spectrum; the experimental design was DIC, 4x2 factorial (four light
spectrum (mixed, blue, yellow, and red) and two types of culture medium (pure and
with the addition of extract) with 3 replications; were evaluated: height, number of
leaves per seedling, number of buds per seedling and development; plant height there
was no statistical difference between the culture medium and the spectrum with better
combination results it was the mixed one. In the second experiment, were tested C.
rotundus’ bulbs and leaves extracts; the experimental design was DIC, in a 2x5+1
factorial scheme, two sources, five levels of extract (50, 100, 150, and 250 ml), and a
control (MS 50% standard), with 25 repetitions; were evaluated: plant height, number
of roots, number of leaves, length of the largest root, number of buds, number of
calluses, contamination, leaf color, and explant development; the extract of C.
rotundus’ bulbs at a dose of 50 mL was efficient for plant height and the development
of explants, and at a dose of 150 mL, for number of leaves and number of roots.

Keywords: Cyperus rotundus. Bioestimulant. Light spectrum.
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1 INTRODUCAO

A Ipomoea batatas, também conhecida como batata-doce, batata-da-terra,
batata-da-ilha ou jetica, € a principal cultura de carater econdmico das Convolvulaceae
e, uma das hortalicas mais consumidas e produzidas no Brasil (FILHO, 2021). E
amplamente utilizada na alimentacdo animal e humana devido ao seu elevado valor
nutricional.

Possui elevada adaptabilidade e um alto grau de rusticidade, o que a torna de
facil cultivo e eleva sua importancia ndo apenas ao cenario econdmico, mas tambéem
ao social, sendo cultivada por agricultores familiares de baixa renda e com baixa
tecnologia (VETORRAZZI, 2016).

A multiplicacdo vegetativa de ramas e tubérculos, apesar de ser a principal
forma de propagacéao da batata doce, tem uma alta taxa de transmisséo de patégenos,
0 que pode prejudicar todo o ciclo e desenvolvimento da cultura e causar baixa
produtividade (HUAMAN, 1992). Isso acabou se tornando o maior contratempo em
relacdo ao cultivo da batata doce. Frente a isso, a técnica de cultura de tecidos € uma
importante aliada ao cultivo de |. batatas, tornando possivel a multiplicacdo de
materiais de alta qualidade e livre de doencas (MASIERO, 2017).

O cultivo de batata-doce in vitro, conduzido em meios nutritivos, de modo geral
nao precisa da adicdo de fitorreguladores, no entanto, tais substancias podem ser
adicionadas aos meios de cultivo para que haja um incremento no desenvolvimento e
rendimento (FLORES et al., 2015). A luz € um dos fatores mais importantes do cultivo
in vitro, ela € quem regula o desenvolvimento vegetal e serve como fonte de energia
para a fotossintese (CASSANA, 2007). Diferentes espectros podem influenciar tanto
para maior quanto para menor desenvolvimento da planta, de acordo com a espécie
e cultivar utilizado.

Algumas plantas possuem em seus 6rgdos hormdnios capazes de afetar o
desenvolvimento de outras plantas, que podem facilmente ser utilizados como
fitorreguladores e bioestimulantes organicos, como € o caso da tiririca (Cyperus
rotundus) por exemplo; apesar de ser considerada uma das daninhas mais agressiva
do mundo, devido ao seu dificil controle, seus tubérculos séo ricos em auxinas, que
atuam como enraizantes e interferem no crescimento e desenvolvimento da planta, e
em outros compostos fendlicos (CAMARA et al., 2016).

O obijetivo do trabalho foi avaliar a influéncia de extratos de tiririca (C. rotundus)

sob o desenvolvimento de plantas de batata-doce cultivadas in vitro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Ipomoea batatas Lam

2.1.1 Origem e taxonomia

A batata-doce é uma planta herbacea, dicotileddnea e pertencente a familia
Convolvulaceae, género Ipomoea e espécie Ipomoea batatas Lam. A familia das
Convolvulaceae agrupa cerca de 50 géneros e mais de 1000 espécies diferentes
(EDMOND e AMMERMAN, 1971), no entanto, a batata doce é a principal espécie de

valor comercial da familia no Brasil (DAROS et al., 2002).

De acordo com evidéncias arqueologicas e historicas, é oriunda da América
Central e do Sul e é encontrada desde a peninsula de Yucatan, no México, até a
Colébmbia, onde existem evidéncias de seu uso ha mais de dez mil anos atras
(WOOLFE, 1992).

Seu crescimento € geralmente rasteiro e extensivo em regides tropicais e
subtropicais do globo terrestre (PESTANA, 2011). Seus ramos e folhas possuem
tamanhos, cores e pilosidades variaveis (EDMOND e AMMERMAN, 1971). Possui
dois tipos de raiz: a tuberosa, que € a parte de maior interesse econémico e comercial,
e as raizes responsaveis pela absorcao de agua e nutrientes. As raizes tuberosas sao
facilmente identificadas pela sua espessura e se formam logo no comecgo do
desenvolvimento da planta; estas também possuem peliculas e cor de polpa variaveis,
bem como tamanho (HUAMAN, 1992).

2.1.2 Importancia econémica e nutricional

Em 2019 a producdo mundial de batata-doce foi de mais 51,9 milhdes de
toneladas, sendo a sétima cultura mais produzida mundialmente. Os continentes Asia
e Africa sdo as maiores regides produtoras, sendo a China, a principal, com cerca de
91,95 milhdes de toneladas produzidas em 2019, cerca de 58% da producao mundial,
com produtividade média de 21,3 toneladas por hectare. O Brasil detém o 16° lugar
no ranking (EMBRAPA, 2021) e sua produtividade em 2019 foi de 805,4 mil toneladas
produzidas em 57.486 hectares, com uma produtividade média, de 14 toneladas por
hectare; uma média bem abaixo das 21 toneladas produzidas pela China (ROCHA;
INOUE; DIPPLE, 2020).

As principais regides produtoras no pais sao Nordeste (317,3 mil toneladas),

seguido do Sul (252,9 mil toneladas) e Sudeste (214,0 mil toneladas). Apesar da
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regido Nordeste ser a maior produtora, possui produtividade média abaixo da média
nacional, com cerca de 11 toneladas por hectare (EMBRAPA, 2021). Amaro et al.
(2017), explicam que a baixa produtividade é resultado de multiplos fatores, mas que
principalmente, a utilizagdo de materiais propagativos de baixa qualidade. Para
Delazari et al. (2017), com uma boa estratégia de manejo, a cultura da batata pode

alcancar produtividades acima de 40 toneladas por hectare.

Devido a sua facilidade de cultivo, baixo investimento inicial e retorno
econdbmico relativamente alto, a producdo da |. batatas impacta diretamente em
guestdes sociais e econdmicas, com geracao de empregos e rendas para agricultores
familiares, principalmente nas regides Norte e Nordeste do pais (Filho, 2021). No
Brasil seu cultivo tem sido empirico h& anos por familias rurais em todo o pais, sendo
consumida assada, cozida ou frita e, em conjunto com diversas outras culturas,
propiciam a alimentacdo e nutricdo de milhares de pessoas (SILVA; LOPES;
MAGALHAES, 2004). Outras formas de utilizacdo da batata-doce, s&o no uso
industrial, no qual o amido extraido da hortalica pode ser utilizado na industria téxtil,
cosmética e de papel, além das proprias industrias alimenticias; e também no cenéario
animal, onde as raizes e ramas da planta séo utilizadas como alimentos para bovinos,
suinos e aves (MIRANDA, 1989).

E considerada uma o6tima fonte de fibras, minerais, antioxidantes e,
principalmente carboidratos (SUDA, et al., 1999), o qual constitui cerca de 80% de sua
matéria seca (WOOLFE, 1982). Pelo seu alto valor nutricional, acabou se tornando o
alimento que garante a seguranca alimentar de milhdes de familias nas mais diversas
regides do mundo (ZHANG et al., 2009). Por conta de seu alto valor energético, a I.
batatas ficou em evidéncia pela National Aeronautics and Space Administration
(NASA), sendo escolhida como um dos alimentos fornecidos aos astronautas no
espaco (BOVELL-BENJAMIN, 2007).

A batata-doce € mais eficiente em quantidade de energia liquida produzida por
area e por unidade de tempo, quando comparada com outras culturas convencionais,
como milho, sorgo e arroz; isso ocorre devido ao grande volume de raizes produzidas
pela planta e um ciclo relativamente curto que, além de tudo, pode ser cultivado
durante o ano todo (SILVA, 2010). Essa eficiéncia se da também em relacdo a
utilizacdo da agua, permitindo que seja explorada em areas de seca prolongada, como
o Nordeste brasileiro e a Africa, por exemplo, e sua adaptabilidade aos solos com
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baixa fertilidade, que propicia a conversao eficiente de energia solar em carboidratos
(MAGALLI, 2004).

2.2 Cyperus rotundus

Algumas plantas possuem em seus 6rgdos altas concentragcfes compostos
quimicos, como hormadnios, terpenos, glicidios e alguns acidos que podem ser
utilizados como bioestimulantes ou reguladores de crescimento; dentre elas, uma que
possui grande destaque € a Cyperus rotundus, principalmente pela sua facilidade de
obtencao (SILVA et al., 2013).

A C. rotundus, comumente conhecida como tiririca, € pertencente a familia
Cyperaceae; é uma planta herbacea e de ciclo perene. Sua reproducéo é por meio de
sementes, mas cerca de 5% destas sao viaveis. No entanto, seus Orgaos
subterraneos sdo os meios mais utilizados pela planta para reproducdo; possuem
gemas que brotam e originam novos individuos, de forma rapida e eficiente (PASTRE,
2006). Por conta disso, é conhecida por ser uma das plantas daninhas de maior
dificuldade para controle em campo (FRANCINEUMA et al., 2005).

De acordo com Ono, Rodrigues e Santos (1999), os bioestimulantes, como a
tiririca, sdo substancias que possuem a capacidade de alterar o sistema hormonal da
planta, provocando um equilibrio e, de certa forma, melhorando a expressao de seu

potencial genético.

Segundo Cremonez et al. (2013), os tubérculos possuem altas concentracdes
de acido indol-3-butirico (AIB), também conhecido como auxina, horménio que
favorece a formacédo de raizes. Seu extrato é capaz de promover o enraizamento de
algumas espécies de modo andlogo a auxina sintética; tal capacidade é citada por
Camara (2016), Dias (2012) e Filho (2019) bem como a capacidade de ter efeito
alelopético e sobre a germinacéo de algumas espécies.

2.3 Cultivo in vitro

2.3.1 Introducéo e histoérico

A cultura in vitro de tecidos vegetais € uma técnica que utiliza pequenos fragmentos
de tecidos vegetais vivos, chamados de explantes, que sao retirados do organismo
vegetal “matriz”, desinfetados e cultivados por periodos indefinidos; tal técnica é
extremamente comum na agricultura (TORRES et al., 2001). Pode ser utilizada como
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alternativa a producédo de mudas com alta qualidade fitossanitaria e em larga escala
(PEREIRA; FORTES, 2003).

Esta técnica se baseia no aproveitamento da totipoténcia das células vegetais, ou
seja, sua capacidade de regeneracdo. Os explantes podem ser provenientes de
qualquer parte da planta, folhas, gemas, raizes, sementes, células isoladas, etc. A
escolha do material é realizada em funcdo do objetivo desejado, da quantidade de
material vegetal e sua totipoténcia (CARVALHO; ROCHA, 2006). De acordo com
Carvalho (2011), para que as plantas tenham as mesmas caracteristicas das plantas
matrizes, o explante mais recomendado € o de meristema; segundo Oliveira et al.
(2008), as células meristematicas possuem maior eficiéncia na protecao contra virus,
por conta de sua rapida multiplicagédo.

O principal fator para o sucesso das técnicas de cultura de tecidos é a escolha
do material vegetal, levando em conta sua origem e genétipo. E importante salientar
que uma mesma variedade pode responder de formas distintas a uma mesma
condicdo de cultivo, no entanto, alguns autores na literatura consideram que as
variedades sdo capazes de responder igualmente a condicdo de cultivo in vitro, uma
vez que a combinacdo dos demais fatores que afetam o desenvolvimento in vitro
esteja de forma adequada (MANTELL; MATTHEWS; MCKEE, 1994; ANDRADE,
2002).

Além do material vegetal, outros fatores que influenciam no éxito da cultura de tecidos
sdo a composicdo do meio de cultivo, a assepsia do laboratério e dos instrumentos
utilizados, o treinamento do operador e as condi¢cdes de incubacdo (CARVALHO;
ROCHA, 2006; ANDRADE, 2002). Segundo Andrade (2002) o sucesso da
regeneracao de culturas in vitro depende da tomada de decisdo correta sobre todos
esses fatores.

Além da qualidade das mudas, as técnicas de cultivo in vitro e de micropropagacéao
oferecem outras vantagens quando comparadas aos cultivos convencionais, como,
principalmente, a necessidade de pouco espaco fisico, a maior rapidez regenerativa
e possibilidade de realizagdo o ano todo, facilitando o cultivo de espécies sazonais
(COUTO, 2003).

A cultura de tecidos in vitro € uma técnica relativamente recente, com inicio em
meados do século XX; sobre seus pioneiros, de acordo com Pasqual et al. (1997),

destacam-se Hanning (1904), que foi o primeiro a cultivar embrides de cruciferas, in
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vitro com sucesso e Van Overbeek et al. (1941), com a diferenciacéo de calos a partir
de embribes em meio de cultura acrescidos de leite de coco. Cocking, em 1960,
realizou o primeiro isolamento de protoplastos a partir de materiais in vitro na cultura
do trigo (CARVALHO; ROCHA, 2006).

No periodo entre 1985 a 2000, foram registrados 0s maiores avangos no
estabelecimento de protocolos de regeneragcdo in vitro, o que possibilitou a
transformacao de diversas espécies (CARVALHO; ROCHA, 2006).

2.3.2 Importancia da cultura de tecidos

O cultivo de materiais vegetais in vitro se tornou uma técnica de suma
importancia para a biotecnologia vegetal, com finalidades industriais, genéticas e
agricolas. As aplicacbes da cultura de tecidos vegetais in vitro sdo muitas, na
biotecnologia, por exemplo, a técnica é responséavel pelos ensaios de transformacdes
genéticas, onde permite selecionar as células que foram transformadas
(SEMPREBOM, 2017)

No ambito cientifico, o cultivo in vitro € importante para estudos e compreensao
de aspectos fisioldgicos, genéticos e fitossanitarios das plantas submetidas a técnica
de tecidos vegetais (CARDOSO, 2014).

Na agricultura, € uma ferramenta chave para a producéo de plantas livres de
virus, utilizada bastante em morangos, abacaxi, batatas e outros (FERREIRA et al.,
1998); na propagacdo clonal e no melhoramento genético, como no caso de
desenvolvimento de genotipos resistentes a estresses bidticos e abidticos (TORRES,
et al., 1998); e como técnica para multiplicacao facilitada de espécies de dificil cultivo,
como algumas espécies nativas do cerrado, como pequizeiro (Caryocar brasiliense
Camb.), cajuzinho do cerrado (Anacardium humile St. Hill) e outros (PINHAL et al.,
2011).

2.3.3 Meios de cultivo

O meio de cultivo é um dos fatores mais importantes para o sucesso das técnicas de
cultivo in vitro, porque € por meio dele que os tecidos serdo nutridos com macros e
micronutrientes, bem como outros produtos organicos essenciais para o
desenvolvimento da planta, e sua composic¢ao varia de acordo com a espécie utilizada
(CAMPOQOS, 2002).
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Geralmente, os meios de cultivo utilizados para inoculacdo de explantes de
batata-doce ndo precisam de fitorreguladores, no entanto, dependendo do cultivar, ou
do objetivo do estudo, pode haver a adicao de reguladores e outros suplementos, com
a finalidade de favorecer o desenvolvimento do explante (OLIVEIRA et al., 2008).

A adicdo de uma fonte exdégena de carbono € um fator extremamente
importante na composi¢cao do meio de cultivo, porque o explante precisa de uma fonte
de energia para rea¢fes metabolicas (SOUZA,1995); a fonte mais comum utilizada no

cultivo in vitro, é a sacarose.

Alguns autores relacionam as melhores taxas de sobrevivéncia ex vitro, com a
quantidade de sacarose adicionada ao meio, uma vez que fornecera a energia
necessaria para que o explante realize a inducao, diferenciacdo e crescimento dos
tecidos, bem como ampliar as reservas de amido da planta e, facilitar sua adaptacéo
fisiologica.

Para Seon et al. (2000), citado por Masiero (2017), a reducdo da sacarose no
meio de cultivo é uma estratégia importante para facilitar a passagem das plantas para
meios ex vitro, bem como diminuir gastos e chances de contaminacdo. Segundo
Masiero (2017), é importante que tenha um equilibrio na quantidade de sacarose
utilizada, uma vez que quando adicionada em alta concentragcédo o potencial osmatico

do meio pode ocasionar um estresse hidrico e desidratacao dos tecidos inoculados

2.3.4 Cultivo in vitro da batata doce

Quando o assunto é a batata-doce, o cultivo in vitro se torna uma importante
ferramenta para o desenvolvimento e principalmente para o aprimoramento da cultura,
ja que possibilita a multiplicacdo de um material genético livre de doencas e patdégenos
e, consequentemente, mudas com maior qualidade (SILVA, 2011).

Sao mais de trinta virus diferentes que infectam as plantas de batata doce em
campo, identificados nas seguintes familias: Bromoviridae, Bunyaviridae,
Caulimoviridae, Closteroviridae, Comoviridae, Betaflexiviridae, Geminiviridae,
Luteoviridae e Potyviridae (FERNANDES, 2013).

De acordo com Fernandes (2013), sdo varios os fatores que colaboram para a
frequéncia elevada de doencas em plantas de batata-doce por meio da multiplicacéo
vegetativa, como o tempo dos propagulos em campo, que acabam ficando mais

suscetiveis a contaminacdo. Por serem planta rasteiras, se desenvolvem em
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constante contato com o solo, facilitando o acesso de fungos e bactérias, bem como
possuem um elevado teor de umidade, em que sua colheita é feita de modo onde é
comum as estruturas da planta sofrerem ferimentos e, por ndo serem sementes
verdadeiras, ndo contam com o sistema de “filtragem” de virus. Por conta disso,
protocolos de limpeza clonal vém sendo cada vez mais instalados para garantir a

sanidade das lavouras e de seus produtos, como € o caso do protocolo in vitro.

Segundo Souza (1990), a eliminacdo das particulas de virus de plantas de
batata-doce pode ser realizada através do cultivo de meristemas de 0,2 a 0,6
milimetros de comprimento em meio basico MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
(Tabela 1), adicionado de alguns fitormonios, como auxinas, giberelinas e citocininas.

O elevado vigor e qualidade das mudas, a manutencdo dos genotipos,
disponibilidade de material propagativo e livre de patdgenos, producdo de mudas
enraizadas e prontas para a instalagdo em campo, sao algumas das vantagens que
podem ser relacionadas ao cultivo in vitro de batata-doce. No entanto, existem
desvantagens, como a necessidade de uma infraestrutura adequada e mao de obra

especializada para a realizacédo do protocolo (FERNANDES, 2013).

Apesar de o cultivo in vitro de batata-doce ser uma técnica que oferece
vantagens ao cultivo e ser de grande importancia fitossanitaria, ndo existem muitas

referéncias sobre o assunto, principalmente atuais (Oliveira et al., 2008).

2.3.5 Influéncia do espectro de luz no cultivo in vitro

E sabivel que a luz possui fungéo direta e indireta no metabolismo das plantas e
estéd associada ao crescimento de raizes, brotacdes e desenvolvimento dos explantes.
O desenvolvimento e crescimento vegetal estdo diretamente relacionados a presenca
ou auséncia e a qualidade luminosa (TAIZ; ZEIGHER, 2009),

De acordo com Kozai et al. (2005), citado por Masiero (2017), plantas que sao
cultivadas in vitro tém baixa atividade fotossintética, ja que a concentracdo de CO. nos
frascos € limitada, a presenca de carboidrato exdgeno e a baixa intensidade luminosa
nas salas de crescimento.

Geralmente sao utilizadas lampadas fluorescentes ou LEDs, nas salas de
crescimento, e que possuem diferentes comprimentos de ondas. Atualmente, 0 uso
de lampadas LEDs vém sendo cada vez mais comum em salas de crescimento, uma

vez que sdo mais tecnoldgicas, permitem que seja fornecido a planta apenas o
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comprimento de onda desejavel, ttm menor massa e volume, geram menos calor e,
possuem maior eficiéncia quanto ao gasto de energia elétrica quando comparada as
lampadas incandescentes e flourescentes (ROCHA; OLIVEIRA; SCIVIATTARO,
2013).

Figura 1. Comprimento de onda do espectro visivel de luz.

L INVVAVAVAVAVAVAVAVA VA VA WA WA WA N\

RAIOS GAMA " ONDAS DERADIOE TV

ESPECTRO VISIVEL )
T DE LUZ ~.
ks iy
P - ~
P - ~
N ~
o ~
Pe ~
i ~
5 ~
| | | |
370 nm 450 nm 475 nm 750 nm

Fonte: Préprio autor.

Os espectros de luz, vermelho e azul, séo os espectros que estao relacionados
ao maior desenvolvimento vegetal. O espectro vermelho possui 0 comprimento de
onda de 660nm, e esté ligado ao alongamento do caule, florescimento e a sintese de
clorofila. A luz azul, no entanto, possui 0 comprimento de onda de 450nm, e esta
associada com o fototropismo, a expresséo génica na sintese de pigmentos, abertura
e fechamento estomatico e a quebra da dominancia apical (SILVA; PASQUAL,
TEIXEIRA; ARAUJO, 2007).

O espectro amarelo (575-585nm), de acordo com Mudolon e Guimaraes
(2018), é responséavel pelo menor tempo de estabelecimentos inicial de explantes e
menor mortalidade de plantulas de Schomburgkia crispa Lindl (orquidea). Além de
responsavel pelo maior valor detectavel de clorofilas a e b em plantas de quebra pedra
(Phyllanthus tenellus Roxb) cultivadas in vitro (VICTORIO; KUSTER; LAGE, 2007).

A cor rosa nao existe no espectro visivel de cores, ou seja, cientificamente
falando, o cor-de-rosa, ndo € uma cor e ndo possui um comprimento de onda
especifico. E na verdade, considerado um resultado da combinacido entre os
comprimentos de onda azul e vermelho, que se encontram nas extremidades opostas

do espectro e, portanto, ndo se misturam (RINCON, 2017).
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Como os outros fatores que influenciam no desenvolvimento in vitro, a resposta
dos espectros de luzes as plantas varia em funcéo da espécie e cultivar (ROCHA,;
OLIVEIRA; SCIVIATTARO; SANTOS, 2010).

3 EXPERIMENTO 1: INFLUENCIA DO EXTRATO DE Cyperus rotundus E DE
ESPECTROS DE LUZ SOB O CULTIVO DE BATATA DOCE IN VITRO

3.1 Objetivos
O objetivo do presente estudo foi analisar a influéncia do extrato de bulbo de
Cyperus rotundus e de espectros diferentes de luzes no crescimento e

desenvolvimento de Ipomea Batatas, no cultivo in vitro.

3.2 Metodologia

3.2.1 Obtencédo do material vegetal

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCTV) da UNESP, Campus de llha Solteira. O cultivar utilizado de batata-doce foi o
Canada e as C. rotundus foram colhidas na area da Horta Municipal dos Aposentados
(20°26'25.12"S 51°20'37.84"0).

No laboratério, foi realizada a higienizacao das plantas, com lavagem com agua
corrente, e secagem a sombra. Depois de secos, os tubérculos de tiririca foram
separados da parte aérea, sendo pesados 60 gramas para 0 uso. Em um liquidificador
comum, realizou-se a trituragcdo dos tubérculos, junto com 600 mililitros de agua
deionizada autoclavada e decantacdo por 24 horas da mistura, para que fosse
possivel realizar a retirada das particulas sélidas, resultando em um extrato aquoso

(EAT) com 10% de concentracéao.

3.2.2 Preparo dos meios de cultivo
O meio de cultivo utilizado foi 0 MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com 50%
(Tabela 1) das concentracfes de macro, micronutrientes e compostos organicos.
Nos tratamentos que continham extrato a agua foi substituida pelo EAT. Em
ambos, os meios foram suplementados com 30 g L de sacarose, gelificado com 2 g
L1 de phytagel®, pH ajustados em 5,8 e autoclavados a 121 ° C (1 kg cm) durante

30 minutos, sem adicdo de horménio vegetal.



Tabela 1. Composicdo do meio Murashige & Skoog (MS) completo (MS 100%) e
com metade da concentragédo (MS 50%) para macronutrientes, micronutrientes e

compostos organicos.

Macronutrientes MS 100% MS 50%
mg L*
CaCl,.2H,0 440 220
KH2PO4 170 85
KNO3 1900 950
MgS04.7H20 370 185
NHiNO3 1650 825
Micronutrientes mg L1
CoCl;.6H,0 0,025 0,0125
CuS04.5H,0 0,025 0,0125
HsBO3 6,2 3,1
Kl 0,83 0,415
MnS04.4H,0 22,3 11,15
H2M00O4.H20 0,25 0,125
Na:M004.2H;0 8,6 4,3
ZnS04.7H20 27,8 13,9
Fe(S04).7H,0 37,2 18,6
Organicos mg L
Acido nicotinico 0,5 0,25
Glicina 2 1
Mio-inusitol 100 50
Piridoxina 0,5 0,25
Tiamina 0,1 0,05

3.2.3 Planejamento Experimental
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O delineamento utilizado foi o Delineamento Inteiramente Casualizados (DIC),

em esquema fatorial 4 x 2 (quatro espectros de luz (misto (azul e vermelho), azul,

amarelo e vermelho) e dois tipos de meio de cultivo (puro e com adicdo do extrato),

com trés repeticdbes cada, perfazendo o total de 24 frascos, sendo a parcela

experimental constituida por cinco explantes.

Os explantes utilizados foram meristemas laterais com cerca de 1 centimetro

de comprimento. Estes, apds a retirada foram submetidos a uma solucdo de alcool

70% mais Tween 20 por um minuto, depois, ao hipoclorito de sodio 0,2%, em agitacéo

por 10 minutos, seguidos de triplice lavagem com agua deionizada autoclavada em

camaras de fluxo laminar e os frascos vedados com plastico PVC ao final do processo.

Todos os utensilios utilizados quanto ao meio de cultivo foram expostos a luz UV para

esterilizagdo. Os frascos foram dispostos no armario de luz, ou seja, nos 4 espectros.
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3.2.4 Avaliacdes e andlise estatistica

As variaveis analisadas foram: altura, nimero de folhas por plantula, numero
de gemas por plantula e desenvolvimento, para cada uma das cinco plantulas da
parcela. As avaliacdes foram realizadas semanalmente, até o 28° dia apds o cultivo in

vitro.

Para DES, considerou-se a escala 1: gema nao desenvolvida mais vigorosa; 2:
gema em desenvolvimento; 3: plantula em crescimento; 4: planta com folhas e 5:
planta completa, e para COR considerou-se: 5: folhas verde-escuro; 4: folhas verde-

médio; 3: folhas verde-claro; 2: folhas verde-amareladas; 1: folhas amareladas.

Os dados coletados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste
Scott-Knott a 5% para diferenciacdo de médias; o programa estatistico utilizado foi o
SISVAR (FERREIRA, 2019).

3.3 Resultados e discusséo

De acordo com Damiano e Palombi (2000), diversos fatores influenciam o
crescimento de plantas cultivadas in vitro, entre eles, a condicao fisica do meio; o meio
liquido, por exemplo, permite que haja uma sincronia na diviséo celular, resultando no

crescimento uniforme das plantas.

Na primeira avaliacdo, aos 7 dias ap0s a inoculacdo dos explantes, a variavel
altura de plantas (ALT) foi significativa a 1% para os fatores luz, extrato e interacéao

luz e extrato (Tabela 2).

J& para extrato, observou-se que o melhor resultado foi obtido nos meios de
cultivo sem a presenca do extrato, com uma média de 0,79 cm. Testando diferentes
concentracdes do extrato Alves et al. (2017), obtiveram resultados semelhantes e,
observaram que as doses nao diferiram estatisticamente, e as maiores médias para
altura de plantas, numero de folhas, nimero de brotos e nimero de raizes, foram na

auséncia do extrato.

A variavel namero de folhas (NF) também foi significativa a 1% para os trés
fatores analisados (Tabela 2). Para luz, rosa e azul obtiveram as melhores médias, de
0,76 folhas; seguidas do amarelo, com média de 0,14, e do vermelho, no qual ndo
foram observadas folhas verdadeiras na primeira semana. Corroborando com dados
encontrados por Luca et al. (2001), o qual confirma que plantas de penicilina

(Alternanthera brasiliana) cultivadas sob luz vermelha possuem menor area foliar



26

guando comparadas as cultivadas sob luz branca. E discordando com os resultados
obtidos por Camargo et al. (2015) que obteve médias mais baixas de numero de folhas
e de brotacdes nos tratamentos cultivados sob a luz azul, quando comparados com
tratamentos cultivados sob a luz vermelha. Ja para extrato, o melhor resultado foi
obtido nos meios de cultivo sem a presenca do extrato, com uma meédia de 0,76

folhas.

As varidveis numero de gemas (NG) e desenvolvimento (DES) foram
significativas a 1% para todos os fatores analisados e, para luz, a com melhor
resultado foi rosa (NG: 2,39 e DES: 4,50), seguido de azul (NG: 2,20 e DES: 4,33),
amarelo (NG: 0,57 e DES: 2,14) e vermelho (NG: 0,00 e DES: 0,00) e para extrato, 0s
melhores resultados foram obtidos nos meios de cultivo sem o extrato (NG: 1,95 e
DES: 3,75), para ambas as variaveis (Tabela 2). Resultados semelhantes foram
encontrados por Casarotto (2019), os autores verificaram maior nimero de brotos de
explantes de morangueiro no espectro misto (30% azul e 70% vermelho), seguido do

azul.

No desdobramento da interacdo entre os fatores luz e extrato, € possivel notar
para ALT e NF, que as melhores médias foram nos tratamentos submetidos a luz rosa
e sem adicdo do EAT ao meio de cultivo (0,66, 1,38, 0,33 e 1,53), diferindo

estatisticamente dos outros tratamentos (Tabela 3).

Tabela 2. Andlise de variancia para as variaveis altura de plantas (ALT), nUmero de
folhas (NF), numero de gemas (NG) e desenvolvimento da planta (DES) para a
avaliacao de 7 dias.

v ALT NF NG DES
QM
LUZ (L) 1,01 ** 0,95 ** 7,74 ** 24,54 **
EXTRATO (E) 2,38 ** 2,80 ** 10,27 * 20,16 **
LxE 0,32 ** 0,68 ** 1,51 * 8,95 **
erro 0,04 0,1300 0,27 0,16
Média geral 0,48 0,43 1,29 2,83
CV (%) 44,79 84,84 40,75 14,41
LUZ Médias
vermelho 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 ¢
amarelo 0,36 b 0,14b 0,57 b 2,14 b
azul 0,47 b 0,76a 2,20a 4,33a
rosa 1,02a 0,76a 2,31a 4,50a

EXTRATO Médias




27

com 0,16a 0,08 b 0,64 b 191b

sem 0,79 b 0,76a 1,95a 3,75a
** e NS, significativo a 1% e ndao-significativo, respectivamente, pelo Teste F.
Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5%.

Tabela 3. Desdobramento da interacao entre os fatores luz e extrato para as variaveis
altura de plantas (ALT) e niumero de folhas (NF), para a avaliacdo de 7 dias.

LUZ ALT NF
com E** sem E** com E* sem E**
VermelhoNSNS 0,00 bB 0,00 cB 0,00 bB 0,00 bB
Amarelo** NS 0,00 bB 0,86 bA 0,00 bB 0,33 bB
Azu|** ** 0,00 bB 0,94 bA 0,00 bB 1,20 aA
Rosa** ** 0,66 aB 1,38 aA 0,33 aB 1,53 aA

*»* * @ NS, significativo a 1%, 5% e n&o-significativo, respectivamente, pelo Teste F.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas colunas (mailsculas) pelo teste F a 5% e
nas linhas (minusculas) pelo teste de Scott-Knott a 5%.

Na segunda avaliacdo, aos 14 dias apds a inoculacdo, a variavel ALT foi
significativa a 1% para luz e extrato e, a 5% para a interacao entre os fatores. A melhor
luz foi rosa, com média de 1,83cm, e o0s demais espectros ndo diferiram
estatisticamente entre si. Para extrato, os melhores resultados foram observados nos

meios sem extrato (Tabela 4).

Para NF, os trés fatores analisados foram significativos a 1%; os melhores
valores para luz foram rosa (0,83) e azul (0,80), que nao diferiram estatisticamente,
seguidos por amarelo (2,00) e vermelho (1,31). Para extrato, os melhores resultados
foram observados nos meios sem extrato. Verificou-se que para NG, os fatores luz e
extrato foram significativos a 1%, no entanto a interacdo entre esses fatores foi ndo
significativa; a luz rosa (4,03) obteve a maior média e diferiu estatisticamente dos
demais. No extrato, o melhor resultado foi observado no meio de cultivo sem extrato
(Tabela 4).

Para DES, os trés fatores analisados foram significativos a 1%; a melhor luz foi
rosa e azul, seguidos do amarelo e vermelho. Para extrato, o melhor resultado foi
observado no meio de cultivo sem extrato (Tabela 4). Para DES, os trés fatores
analisados foram significativos a 1%; a melhor foi rosa e azul, seguidos de amarelo e
vermelho. Para extrato, o melhor resultado foi observado no meio de cultivo sem
extrato (Tabela 4).
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Tabela 4. Analise de variancia para as variaveis altura de plantas (ALT), nimero de
folhas (NF), numero de gemas (NG) e desenvolvimento da planta (DES) para a
avaliacao de 14 dias.

v ALT NF NG DES
QM
LUZ (L) 1,69 ** 0,81 ** 8,66 ** 3,79 **
EXTRATO (T) 11,81*  3,84*  14,41* 18,37 **
LxT 0,57 * 0,47* 0,61lns 1,31*
erro 0,17 0,8500 0,44 1,31ns
Média geral 1,1 0,5000 2,52 22,61
CV (%) 37,97 46,19 26,51 0,7
LUZ Médias
vermelho 0,60 b 0,12b 131 ¢ 2,80b
amarelo 091b 0,22 b 2,00 b 3,28b
azul 1,13 b 0,80a 2,86 b 4,00a
rosa 1,83a 0,83a 4,03a 4,66a
EXTRATO Médias
com 0,40 b 0,10 b 1,75b 2,83 b
sem 1,80a 0,90a 3,30a 4,58a

*»* * e NS, significativo a 1%, 5% e n&o-significativo, respectivamente, pelo Teste F.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5%.

Analisando o desdobramento da interacdo, os melhores resultados foram nos
tratamentos sem adi¢do de extrato ao meio de cultivo, para ALT, as luzes rosa (2,59)
e azul (2,26) nao diferem estatisticamente e possuem as melhores médias. Para NF,
a melhor média foi observada na luz azul (1,53), mas que também nao difere

estatisticamente da luz rosa (tabela 5).

Tabela 5. Desdobramento da interacéo entre os fatores luz e extrato para as variaveis
altura de plantas (ALT) e numero de folhas (NF), para a avaliacdo de 14 dias.

ALT NF
LUZ
com E** sem E** com E* com E**
VermelhoNS:NS 0,5bB 1,18 bB 0,00 bB 0,20 bB
Amarelo** ** 0,16 bB 1,19 bA 0,00 bB 0,53 bB
Azul** ** 0,00 bB 2,26 aA 0,06 bB 1,53 aA
Rosa** ** 1,06 aB 2,59 aA 0,33 aB 1,33 aA

** * @ NS, significativo a 1%, 5% e n&o-significativo, respectivamente, pelo Teste F.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas colunas (mailsculas) pelo teste F a 5% e
nas linhas (mindsculas) pelo teste de Scott-Knott a 5%.

Na terceira avaliacdo, aos 21 dias ap0s a inoculacdo dos explantes, para a

variavel ALT, luz foi significativa a 5%, extrato ndo foi significativo e a interacao foi
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significativa a 1%; os melhores resultados para luz foi rosa e azul, que néo diferiram

estatisticamente, extrato nao diferiram

seguidos por amarelo e vermelho;

estatisticamente entre si (Tabela 6).

Para as variaveis NF e NG, ndo houve diferenca significativa para os fatores

analisados nesta avaliacao.

Para DES, os fatores luz e extrato foram significativos a 1% e a interacéo entre
os fatores nao foi significativa; rosa e azul obtiveram a melhor média (5,00), seguidos
de amarelo e vermelho (4,66 e 4,42, respectivamente); para extrato, o melhor

resultado foi observado no meio de cultivo sem extrato (4,91) (Tabela 6).

Tabela 6. Analise de variancia para as variaveis altura de plantas (ALT), nUmero de
folhas (NF), niumero de gemas (NG) e desenvolvimento da planta (DES) para a
avaliacao de 21 dias.

v ALT NF NG DES
QM
LUZ (L) 5,22 * 3,04 ns 2,76 ns 0,48 *
EXTRATO (E) 0,15 ns 3,68 ns 1,98 ns 0,66 *
LxE 6,92 ** 1,64 ns 1,08 ns 0,09 ns
erro 1,2 1,2800 1,11 0,13
Média geral 2,58 4,0500 6,92 4,75
CV (%) 42,58 27,96 15,26 7,6
LUZ Médias
vermelho 1,38b 3,00a 6,00a 4,42 b
amarelo 2,32 b 4,05a 6,71a 4,66 b
azul 2,89a 4,18a 7,18a 5,00a
rosa 3,52a 4,81a 7,66a 5,00a
EXTRATO Médias
com 2,50a 3,66a 6,63a 458 b
sem 2,66a 4,45a 7,20a 4.91a

significativo a 1%,

5% e nao-significativo,

respectivamente,

pelo Teste F.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5%.

As melhores médias nesta avaliacdo foram nos tratamentos com adicao do
extrato ao meio de cultivo para a variavel NF, e, em relacdo as luzes, a maior média
foi observada na luz azul (5,76), no entanto, ndo houve diferenga significativa entre os
tratamentos. Ja para a variavel ALT o melhor resultado foi o tratamento sem extrato e

submetido a luz amarela (4,73) (Tabela 7).
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Tabela 7. Desdobramento da interacao entre os fatores luz e extrato para as variaveis
altura de plantas (ALT) e niumero de folhas (NF), para a avaliagdo de 21 dias.

LUZ ALT NF
com ENS sem E** com ENS sem ENS
VermelhoNSNS 2,01 bB 2,53 bB 2,6 aA 3,26 aA
AmareloNSNS 3,06 bA 4,13 aA 4,15 aA 3,93 aA
Azul** 1,81 bB 3,98 aA 5,76 aA 3,86 aA
Rosa** NS 0,00 aB 2,77 aA 4,76 aA 3,6 aA

** * e NS, significativo a 1%, 5% e nao-significativo, respectivamente, pelo Teste F.
Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, nas colunas (maiulsculas) pelo teste F a 5% e
nas linhas (minudsculas) pelo teste de Scott-Knott a 5%.

Na quarta, e ultima avaliacdo, aos 28 dias apds a inoculacdo dos explantes,
para a variavel ALT, o Unico fator significativo foi luz, a 5%; sendo a melhor média
observada no rosa (4,71 cm), no entanto, ndo diferiu estatisticamente de azul e

amarelo (Tabela 8).

A variavel NF foi significativa a 5% para luz, sendo a melhor média encontrada

no rosa, novamente (4,71 cm), seguido de azul, amarelo e vermelho (Tabela 8).

Para NF, na luz ndo houve significancia estatistica, e os fatores extrato e
interacdo, foram significativos a 1%; para extrato, a maior média foi observada nos
meios sem o extrato (Tabela 8). Para a variavel NG, todos os trés fatores avaliados
foram significativos a 1%. A maior média para luz, foi no rosa, com uma média de
(8,00), no entanto, sé diferiu estatisticamente do vermelho; no extrato, a melhor média
foi observada em meios de cultivo sem o extrato (Tabela 8). Nado foi realizada a
avaliacdo de DES, na ultima avaliacdo, uma vez que todas as plantas estavam no

estagio 5 de desenvolvimento.

Foi verificado também, que na quarta avaliacédo (28 dias) algumas das plantas
apresentavam flores amareladas e algumas até em senescéncia. O mesmo foi
observado por Neves (2020) em diversos cultivares de batata cultivados in vitro; Flores
et al. (2015) também verificou a clorose das folhas a quarta semana de cultivo in vitro
de batata doce e relatam que é um dado importante para que se possa aprimorar o
intervalo de cultivo, sem que haja danos as condicdes fisiologicas das plantas.

A partir do desdobramento, foi possivel verificar que o melhor tratamento, aos
28 dias de experimento para a variavel ALT, foi o sem extrato e luz rosa. E para a

variavel NF, foi o tratamento com extrato e submetido a luz rosa (Tabela 9).
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Tabela 8. Analise de variancia para as variaveis altura de plantas (ALT), nimero de
folhas (NF) e numero de gemas (NG) para a avaliagdo de 28 dias.

v ALT NF NG
QM
LUZ (L) 5,44 * 1,20 ns 5,68 **
EXTRATO (E) 0,31ns 19,26 ** 30,37 **
LxT 2,58 ns 5,59 ** 9,33 **
erro 1,41 0,5200 0,94
Média geral 3,84 4,1400 7,12
CV (%) 30,97 17,53 13,66
LUZ Médias
vermelho 2,42 b 3,52a 5,60 b
amarelo 3,63a 4,04a 7,14a
azul 4,28a 4,30a 7,50a
rosa 4,71a 4,63a 8,00a
EXTRATO Médias
com 3,72a 3,25b 6,00 b
sem 3,95a 5,04a 8,25a

*»* * e NS, significativo a 1%, 5% e n&o-significativo, respectivamente, pelo Teste F.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5%.

Tabela 9. Desdobramento da interacao entre os fatores luz e extrato para as variaveis
altura de plantas (ALT) e numero de folhas (NF), para a avaliacdo de 28 dias.

LUZ ALT NF
com ENS sem E* com E** sem E**
VermelhoNS 2,73 aA 2,21 bB 4.1 bA 3,13 bA
AmareloNs * 4.48 aA 4,03 aA 4,62 bA 3,26 bB
Azul* NS 2,53 aB 4,74 aA 4,66 bA 4.6 aA
RosaNs ** 4,58 aA 4,84 aA 6,60 aB 2,00 bB

*»* * e NS, significativo a 1%, 5% e ndao-significativo, respectivamente, pelo Teste F.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas colunas (maiulsculas) pelo teste F a 5% e
nas linhas (mindsculas) pelo teste de Scott-Knott a 5%.

Nas duas ultimas avaliagdes de NG, os melhores resultados foram obtidos nos
tratamentos com adicdo do extrato ao meio; resultados semelhantes foram
encontrados por Rossarolla et al. (2013), onde o extrato induziu maior nimero de
brotos em estacas de mudas de acerola.

Para a variavel ALT, notou-se que suas melhores médias, em todos as
avaliacdes foram observadas nos tratamentos sem adi¢cdo do extrato, 0 mesmo foi
observado por Deomedesse et al. (2019), quando compararam o desenvolvimento

aéreo de plantulas de alface (Lactuca sativa), pepino (Cucumis sativus), milho-doce
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(Zea mays var. saccharata) e corda-de-viola (Ipomoea grandifolia), com e sem adi¢cao

do extrato.

De modo geral, a varidvel altura de plantas (ALT), foi significativa em todas as
avaliacoes para luz, corroborando com Oliveira (2017) que, estudando a influéncia da
luz na morfogénese de Cedrela fissilis, observou que é um dos fatores que mais sofre

influéncia em funcéo da qualidade luminosa.

Em quase todas as variaveis, os melhores tratamentos foram sem adicdo do
extrato ao meio de cultivo e, tal inferioridade das plantas quando comparadas as sem
0 extrato, pode ser explicado pelo efeito alelopéatico que o extrato consegue causar
em certas concentracdes. Muniz et al. (2007) observou que o extrato de bulbos de C.
rotundus inibiu a germinacdo de sementes de alface e milho e reduziu a porcentagem
de plantulas normais e a matéria seca de radiculas de milho nas plantas que foram
tratadas com o extrato. O mesmo foi observado por Aratjo, Fagundes e Moreira
(2013), onde o extrato influenciou de forma negativa a germinagéo e desenvolvimento
de sementes de cenoura. Cavalcante et al. (2018) verificaram que o extrato de C.
rotundus acima de 500 mL/L proporcionou reducdo na germinacdo de sementes de
rabanete, mas na concentracdo em torno de 25%, o extrato promoveu aumento na

germinacao e desenvolvimento inicial das plantulas de rabanete.

3.4 Concluséo

O extrato de C. rotundus nao € téao eficaz ao crescimento aéreo de plantas de
batata doce, quanto para o crescimento radicular, como é descrito na literatura. A partir
dos 21 dias, ndo houve diferencas estatisticas entre as plantas cultivadas com e sem
extrato de tiririca para altura de plantas.

O espectro que teve o melhor desenvolvimento geral das plantas de batata
doce cultivadas in vitro foi o espectro misto (azul e vermelho), seguido do azul.

O extrato de C. rotundus promove um aumento no tamanho da planta e no
namero de folhas, no entanto, € necessario um estudo aprofundado sobre a

concentracéo ideal do extrato.
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4 EXPERIMENTO 1: INFLUENCIA DE DIFERENTES DOSES DO EXTRATO DE
Cyperus rotundus SOBRE O CULTIVO DE BATATA DOCE IN VITRO

4.1 Objetivo
O objetivo do presente estudo foi analisar a influéncia dos extratos de bulbos e
de folhas de Cyperus rotundus no crescimento e desenvolvimento de Ipomea Batatas,

no cultivo in vitro.

4.2 Metodologia

4.2.1 Preparo do experimento

Para o preparo da solucéo estoque com extrato de C. rotundus (tiririca () foram
utilizados bulbos e as folhas na concentracédo de 1 g 10 mL-1 (p/v) (1g de bulbos e
folhas para 10 mL de agua destilada). Estes foram primeiramente desinfetados com
etanol 70% (40 s) e hipoclorito de sédio 0,2% (15 min) e lavadas 3 vezes com agua
deionizada esterilizada em seguida foram triturados em liquidificador com &agua
destilada. A mistura foi deixada em repouso por 48 horas em geladeira, para posterior

filtragem.

As plantas tiveram partes coletadas, estas foram desinfetadas com etanol 70%
(40 s) e hipoclorito de sédio 0,2% (15 min) e lavadas 3 vezes com agua deionizada
esterilizada. Para o estabelecimento in vitro utilizaram-se de microestacas, com 1 cm
de comprimento, contendo gemas axilares. Estas foram cultivadas em frascos com 30
mL dos tratamentos. O cultivo foi realizado sob condi¢6es de fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 27 + 1 °C e densidade de fluxo de fétons de 22 pE.m2.s1,

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial 2 x 5 +1, duas fontes (das folhas e dos bulbos de tiririca), cinco niveis de extrato
(50, 100, 150, 200 e 250 mL de extrato) e uma testemunha (%2 MS) com 25 repetigdes.
A cada 7 dias que se seguiram a incubacao dos explantes nos tratamentos foram
avaliadas: altura de plantas (ALT), o numero de raizes (NR), niamero de folhas (NF),
comprimento da maior raiz (CR), numero de gemas (NG), niumero de calos (NC),
contaminagcdo (CONT), coloracao das folhas (COR) e score de desenvolvimento do
explante (DES); sendo estas duas ultimas de acordo com Faria et al. (2019).

Essas escalas utilizam notas, que variam de 1 a 5 para quantificar a viabilidade
dos explantes. Para DES considerou-se a escala 1 = gema néo desenvolvida mais

vigorosa; 2 = gema em desenvolvimento; 3 = plantula em crescimento; 4 = planta com
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folhas e 5 = planta completa, e para CF considerou-se: 5 = folhas verde-escuro; 4 =
folhas verde-médio; 3 = folhas verde-claro; 2 = folhas verde-amareladas; 1 = folhas

amareladas.

4.2.2 Anélises estatisticas

Foi testada a hipotese da normalidade dos erros pelo teste de Shapiro-Wilk,
apos comprovada normalidade, os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANAVA) pelo teste F considerando o modelo e esquema experimental. Quando
encontrado efeito significativo (P<0,05), em cada fator isolado ou na interacdo, os
efeitos da fonte (parte) foram comparados pelo mesmo teste e, o efeito das doses (D)
isolado ou na interacéo entre fatores foram avaliados por analise de regresséo, sendo
a qualidade de ajuste dos modelos verificada a partir do p-valor do desvio da
regressédo (n&o significativo) e os modelos de regressao polinomial selecionados
basearam-se nos coeficientes de determinacéo (R?), dentre as significativas pelo teste
F a 5% de probabilidade. Encontrada a diferenca da testemunha em relacdo ao
fatorial, as médias foram comparadas utilizando o teste de Dunnet a 5% de
probabilidade. Para andlise dos dados utilizou-se o programa de analise estatistica
SISVAR.

4.2.3 Resultados e discusséao

Na tabela 10 é possivel nota que o fator dose foi significativo a 1% para as
variaveis ALT, NF, CR, NR e DES. Koefender et al. (2017) verificaram também que a
concentracédo de 100% de extrato de C. rotundus proporciona melhor crescimento e
desenvolvimento de estacas de fisalis, quando comparado as outras concentracdes.
No entanto, resultados diferentes foram encontrados por Alves et al. (2017) e Dias et
al. (2012), que testando diferentes concentracdes do extrato do tubérculo da C.
rotundus em horteld e em cafeeiro, respectivamente, ndo encontraram diferencas
significativas entre os tratamentos para altura de plantas, quantidade de raizes e
namero de folhas. As varidveis significativas para o fator dose evidenciam o efeito

auxinico positivo dos extratos.

Observou-se que o fator parte obteve significancia estatistica de 1% para as
varidveis ALT, NF, COR e DES. Para a variavel CR, NR, NG, NC e CONT o fator ndo

obteve significancia, indicando que ndo houve diferenca estatistica entre os extratos
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de bulbos e folhas de tiririca. Pereira et al. (2012) avaliando o enraizamento de estacas
de maracujazeiro tratadas com extratos de C. rotundus, também observou que ndo

houve diferenca significativa entre os extratos para comprimento de raiz.

Neste trabalho foi encontrada interacéo significativa (P<0,01) entre os fatores
dose e parte, apenas para as variaveis altura de plantas e comprimento de raiz, nas
demais o efeito foi nao significativo (P>0,05).

Para o fator avaliacdo, todas as variaveis, exceto numero de gemas, numero
de calos e contaminacao foram significativas a 1%. Essa significancia das variaveis
era esperado, ja que houve a diferenca de dez dias entre cada avaliagdo e, houve o

desenvolvimento dos explantes nesse periodo entre as avaliagcdes.

As interagBes entre avaliacdo e dose foram significativas para as varidveis ALT,
NF, NR, COR e DES. Ja a interacdo entre avaliacao e parte da planta foi significativa
(P<0,05) ALT, NR e COR. Verificou-se que a interacdo entre os trés fatores (dose x

parte x avaliacdo) foi significativa para ALT, NR, COR e DES.

Tabela 10. Andlise de variancia para as variaveis altura de plantas (ALT), o nimero
de raizes (NR), numero de folhas (NF), comprimento da maior raiz (CR), nimero de
gemas (NG), numero de calos (NC), coloracdo das folhas (COR), contaminacao
(CONT) e desenvolvimento (DES).

GL ALT NF CR NR NG COR NC DES CONT
QM
DOSE (D) 5 7,92%* 1,57* 1,29** 56,50** 0,01ns 3,64ns 0,00ns 12,32**  0,05ns
PARTE (P) 2 22,82 1,71% 0,31ns 17,91ns 0,00ns 17,91  0,00ns 30,89**  0,03ns
Dx P 3 5,16** 0,38ns 0,71* 40,76** 0,00ns 40,76  0,02ns 1,41ns 0,03ns
Testemunha x fatorial 1 6,26**  0,332989ns  0,86** 75,57* 0,00ns 2,54ns 0,00ns 8,26** 0,01ns
Erro a 200
(Parcela)
AVALIACAO (A) 2 57,11%* 5,35%* 5,10** 300,57** 0,05ns 21,80**  0,03ns  124,15**  0,06ns
Testemunha x avaliagéo 3,96** 0,30** 1,345** 20,89** 0,00** 0,216**  0,00ns 2,71* -0,00ns
Ax D 10 9,51** 1,02* 0,14ns 14,42% 0,01ns 1,65** 0,01ns 5,85%* 0,09ns
AxP 4 5,02  0,63535ns  0,05ns 58,10** 0,00ns 3,27** 0,00ns 0,69ns 0,05ns
AxDxP 6 5,35%* 0,49ns 0,17ns 26,67+ 0,00ns 3,62** 0,02ns 2,58** 0,03ns
Erro b 365
Média 0,51 0,1345 0,61 2,8 1,01 1,69 0,01 1,97 0,02
CV1 parcela 217,6 374,6 76,9 128,47 27,73 75,25 775,28 65,26 995,48
CV2 subparcela 126,9 329,12 73,9 120,59 21,92 66,05 817,88 51,03 905,28

** * e NS, significativo a 1%,

5%

e nao-significativo,

respectivamente,

pelo Teste F.

Na figura 1-A é possivel notar que para a variavel ALT, a maior média foi

observada na dose de 50 mL do extrato (0,85 cm). Ja para as variaveis NF, CR, DES

e NR (0,27, 0,75, 2,7 e 4,0 respectivamente) as melhores médias foram observadas
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na dose de 150 mL do extrato (Figura 1-B, C, D, E e F). Filho (2019) estudando o
enraizamento em estacas de amoreira preta observou que concentracfes acima de
60% do bioextrato de C. rotundus favoreceram o nivel de enraizamento em estacas

de amoreira preta.

Avaliando o desdobramento da interacdo tripla (dose x parte da planta x
avaliacdo) foi possivel observar que os melhores resultados foram obtidos nas
terceiras avaliagcdes, como ja era 0 esperado, e nos extratos provenientes dos bulbos
das plantas de C. rotundus (exceto para a variavel COR); as variaveis ALT e DES
obtiveram os melhores resultados na dose de 50 mL do extrato, ja a variavel NR, foi
na dosagem de 150 mL do extrato (tabela 11, 12 e 14). A variavel COR obteve o
melhor resultado na dose de 250 mL do extrato de parte aérea de plantas (tabela 13).
Estes resultados se assemelham aos resultados encontrados por Silva et al. (2011),
0s autores observaram que o extrato de C. rotundus néo afetou significativamente o
namero de folhas de cafeeiro quando comparado com a testemunha, observando
também o efeito inibidor do enraizamento na maior dose (1200 g/L), ou seja, a

ocorréncia de alelopatia negativa em maiores concentracoes.
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Figura 2. Altura de plantas, numero de folhas, comprimento da maior raiz,
desenvolvimento dos explantes e nimero de raizes em funcdo de doses dos
extratos de tiririca.
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Fonte: Préprio autor.

Para altura de plantas, na primeira e na segunda avaliacdo ndo houve diferenca
significativa dos extratos com a testemunha, ja na Ultima semana, 0s extratos que

diferiram estatisticamente da testemunha foram os extratos de folha, nas doses de
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100, 200 e 250 mL (4,509, 1,207 e 1,267 respectivamente) e o de bulbo na dose de
50 mL (2,277) (Tabela 11).

Tabela 11. Desdobramento da interacgdo tripla para a variavel altura de plantas (ALT).

Altura de plantas

Avaliacéo (dias)

Parte 30 40 50
o Folha NS NS ”
7]
Dosel 2.3 Bulbo NS " ”
SONS NS, = Folha* 00187  0,0627 0,976 15
Bulbo** 0,040 %5 0,200 %5 2,277 ¥4
100NS: NS, * Folha* 0,000%  0,166% 4,509},
BulboNs 000075 02217 0,572
§ 150NS, NS, ** Folha** 0;050 ZISB 0;4042§ 0'393251
©
5 Bulbots 020052 07503 057}
L
JOONS NSNS ol 000945 028033,  1,207%,
250NS, NS, NS Folha** 0:00 ZISB 0'44 21543 1'267 fla
BulboNS 0,208™  0,879%, 0,838 7
TestemunhaNS 0,000 o5 0,036 o5 0,245 45
Linear Folha 0,001Ns 1,446Ns 0,044ns
Bulbo 0,261Ns 3,716** 119,652**
o Quadratica Folha 0,007Ns 0,074Ns 0,048Ns
{4}
P Bulbo 0,006%  0,008N  17,645*
(]
2 Cubica Folha 0,002Ns 0,044Ns 0,245Ns
4
Bulbo 0,002Ns 0,283Ns 11,968**
Desvio Folha 0,022Ns 0,346Ns 8,467Ns
Bulbo 0,325Ns 2,555* 32,049**

significativo a 1%,

5% e ndo-significativo,

respectivamente,

pelo Teste F.

ns,# nao significativo e significativo a 5% pelo teste de Dunnet. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si, nas colunas (mindscula) pelo teste F a 5% e nas linhas (maitscula) pelo teste de Tukey
a 5%.
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Na variavel COR é possivel notar que os apenas o extrato de bulbo na dose de
250mL (2,538), na terceira avaliacdo diferiu da testemunha (Tabela 13). Os demais

foram nao significativos.

Tabela 12. Desdobramento da interacéo tripla para a varidvel Coloracdo das Folhas
(COR).

Coloracéo das folhas

Avaliacao (dias)

Parte 30 40 50
o FOlha NS NS NS
Dosel 23 @ Bulbo NS NS **
1,687 5
5ONS. NS, FolhaNS 195 1 P 2,0007
’ aB
1,909™ 1,909 7%
BulboNs a® P2 1,000 75
1,440 2,000
100NS: NS. * Folha* a® PAB 22917
BulbolS 1,153%  1,78575 1,785
§ 150NS: NS. Ns FolhaNS 1480cs 188055  1916%;
©
% BulbolS 12387, 12727  1,3637%
L.
1,333 7%
200NS: NS, NS Folha** @ 2,238 1,380 7
1,650 2,400 75,
BulboNs ¢ 1,8007 a8
1,076 2,500 7,
250NS: NS, * Folha** ®®  1,538ms a8
1,000
Bulbo** ® 12017 2538%,
Testemunhals 1,000 .5 1,454 45 1,818 45
Linear Folha 0,077Ns 7,00* 1,220Ns
Bulbo 2,845NS  2.487NS 21 811%
o Quadrética Folha 2,363N\S 0,273N\s 2,560NS
©
@ Bulbo 0,336N  0,087%S 0,009V
()
> Cubica Folha 0,051*  0,261Ns 0,719Ns
@
Bulbo 5,885NS  0,696NS  0,096NS
Desvio Folha 0,000Ns 0,556Ns 3,345Ns
Bulbo 0,179NS  2,931* 6,109

** * e NS, significativo a 1%, 5% e nao-significativo, respectivamente, pelo Teste F. ns# néo
significativo e significativo a 5% pelo teste de Dunnet. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si, nas colunas (mindscula) pelo teste F a 5% e nas linhas (maidscula) pelo teste de Tukey a 5%.
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Na variavel DES, é possivel observar na segunda avaliagdo o unico extrato que
obteve diferenca significativa foi o de bulbo na dose de 50 mL (2,772), se acordo com
o teste de Dunnet. Ja na terceira avaliagdo, os extratos de folhas nas doses de 100,
200 e 250 mL (4,450, 3,283 e 3,041, respectivamente) foram significativas, bem como
o extrato de bulbo na dose de 50 mL (4,045) (Tabela 14).

Tabela 13. Desdobramento da interacao tripla para a varidvel Desenvolvimento dos
explantes (DES).

Desenvolvimento

Avaliacéo (dias)

Parte 30 40 50
Folha NS NS "
Dosel 23 @ Bulbo NS NS ”
ns ns ns
5ONS. NS, ** FolhaNS L062hs 1750 261555
A 1,090%  2,772%, 4,045 %,
ns ns #
LOONS. 5.~ Eolhas 1,000 14167 4,450 %,
S 1,000 2,000 75, 2,050 ™
ns ns ns
§ LEONS S, Eolhass 1,0807 2,200} 2,082 15
©
% N 1,33378 2,772 1,950 75
LL
ns ns #
JOONS, NSNS Folhar 1,000 1,904 7 3,283%,
N 11,0507  1,9507 2,689 15
ns ns #
SN S, NS Eolhass 1,153 %5 2,000 75, 3,041 %,
N 1,66675  2,666155 2,661 75
1,545 5
Testemunha's 1,000 45 “ 1,909 45
Linear 1 0,062Ns 1,816NS 0,008Ns
o 2 2,350NS 4,529* 47,400**
©
A Quadratica 1 0,099Ns  0,065Ns 0,252Ns
(O]
QE)) 2 0,741Ns 0,329Ns 0,297NsS
o
Cubica 1 0,015Ns 0,981Ns 0,104Ns
2 0,368NS 1,502Ns 0,761NS
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Desvio 1 0,129Ns 3,569NS 13,089**

2 1,521NS 6,753* 25,024**

** * e NS, significativo a 1%, 5% e ndo-significativo, respectivamente, pelo Teste F. ns,# néo
significativo e significativo a 5% pelo teste de Dunnet. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si, nas colunas (mindscula) pelo teste F a 5% e nas linhas (mailscula) pelo teste de Tukey a 5%.

E possivel notar na tabela 14 que para nimero de raizes, na primeira e na
segunda avaliacdo ndo houve diferenca entre os extratos e a testemunha. Na terceira

avaliacdo, apenas o extrato de bulbo na dose de 50 mL (7,00) diferiu da testemunha.

Para Lajus et al. (2007) a qualidade do sistema radicular é essencial para
garantir o vigor das plantas, ou seja, quanto maior nimero de raizes primarias, maior
o indice de sobrevivéncia, percentual de enraizamento e maior aproveitamento do

material vegetativo futuramente.

De modo geral, o extrato de C. rotundus é capaz de promover incremento no
desenvolvimento vegetal de plantas de batata doce cultivadas in vitro. Sua facilidade
de obtencéo e baixo custo de producéo torna o extrato de C. rotundus, principalmente
das folhas, um bioestimulante organico, eficiente e acessivel aos mais diversos tipos

de producéo.
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Tabela 14. Desdobramento da interacdo tripla para a variavel numero de raizes (NR).

NUmero de raizes

Avaliacao (dias)

Parte 30 40 50
Folha NS " NS
Dosel 23 o Bulbo NS " "

5ONS: NS, NS Folha* 1312m L7273, 42727
BulboNs 1,636 3,5385; 7,000 #,

100NS: " NS FolhaNS 0960™  3,04175 23337

@ BulboNs 2,5381 34287 4,64275
= 150NS: NS, NS Folha** 2,200 1,9547 52007
S Bulbo** 2,714™S 45837  4,62575
* 200NS: " NS Folha** 0,700% 1,200}  1,9507
BulboMs 1,1427% 4,333 4,142 75

250NS. ™ Folha** 0,153 1,200}  2,0837
BulboMs 22507, 433373, 56927

TestemunhaNs 0,00 45 1,545 45 2,454 4

Linear Folha 8,530NS  28,946Ns 83,497**

Bulbo 0,608Ns 0,417Ns 0,880Ns

o Quadratica Folha 17,046Ns  18,774NS  74,069**
i Bulbo 0,930 0,002 24,1434
:g; Cubica Folha 4,350Ns  12,116NS 17,058NS
. Bulbo 29,970NS  0,104Ns 22,542NS
Desvio Folha 10,464NS  64,794NS  115,285NS

Bulbo 12,117Ns 0,621** 11,591**

*»* * e NS, significativo a 1%, 5% e ndao-significativo, respectivamente, pelo Teste F.
ns,# nao significativo e significativo a 5% pelo teste de Dunnet. Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem entre si, nas colunas (minascula) pelo teste F a 5% e nas linhas (mailscula) pelo teste de Tukey
a 5%.

4.3 CONCLUSAO

O extrato de folhas de tiririca na dose de 50 mL se mostrou eficiente para altura
de plantas de batata doce cultivadas in vitro.

O extrato de folhas de tiririca ha dose de 100 mL se mostrou eficiente para o
desenvolvimento dos explantes, no entanto, sdo as doses em que as plantas

desenvolveram as maiores quantidades de calos.
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O extrato de bulbos de tiririca na dose de 250 mL obteve melhor resultado no

fator coloracéo das folhas.
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