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RESUMO

O presente trabdho foi redizado no Depatamento de Quimica e
Bioquimica, do Indituto de Biociéncias da Univerddade Edadud Palliga, Campus de
Botucatu. Teve como objetivo avdiar o desenvolvimento da batata doce (Ipomoea batatas L.)
em meo de cultura modificado por amido e veificar a possbilidade de subdituicdo do agente
gdificante &gar por amido durante a micropropagacdo. O expaimento foi dividido em duss
fases edabdecimento e multiplicacd. Na fae de edabdecimento foram tedtadas trés
metodologias de assepdas para desinfetacdo das microestacas (Assepsa 1 - 40% de solucéo
de hipodorito de sdio com 25% de Cloro aivo, por 20 minutos Assepsa 2 - 50% de solucéo
de hipodorito de sddio com 25% de Cloro divo, por 20 minutos seguido de solugdo de dcool
70% por 1 minuto, Assspsa 3 - 50% de solucio de hipodorito de sodio com 25% de Cloro
aivo por 20 minutos). Na fase de multiplicacdo foram testados 4 tipos de meo de cultura (T1-
06% &gar e sacarose PA 30 gL, T2 7% da mistura de amido e sacaose PA 30 gL?, T3
0,6% &ar e aglcar critd comercid 30 gL, T4 7% da mistura de amido e aglicar crista
comercid 30 glL'). Na primdra fae foi redizada uma avdiagio aos 30 dias de
desenvolvimento, determinando-s2 0 nUmero de microedtacas contaminadas por  fungos e
bactérias, totd de microestacas com desenvolvimento de parte aérea e raiz e 0 nimero de
gemas desenvolvidas. Na segunda fase foram redizadas 4 coletas (aos O dias, 10 dias, 20 dias
e 30) dias onde andisou-se as condiches dos meios de cultura (pH, condutividade eétrica e
aclcares redutores) e o desenvolvimento das microestacas (massa de matéria fresca e proteines
lives). A asspda 2 (50% de lucdo de hipodorito de sadio com 25% de Cloro divo por

20 minutos sguido de lugéo de dcod 70% por 1 minuto) foi a que promoveu mehores
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resultados € 0 uso da mistura de amido (7%) com 30 gL' de sacarose promoveu maior

crescimento das microestacas de batata doce aos 30 dias de desenvolvimento.
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SUMMARY

EVALUATION OF THE DEVELOPMENT POTATO SWEET Ipomoea batatas (L.) Lam. IN
MODIFIED MEDIUM CULTURE FOR STARCH. Botucau, 2002. 62p. Dissartacéo
(Mestrado em AgronomiaHorticultura) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universdade
Estadud Paulista

Author: REGINA SMITH PINHO

Adviser: GIUSEPPINA PACE PEREIRA LIMA

The present work was undertaken a the Depatment of Chemigry and
Biochemistry of the Indituto de Biocdiéndias a the Univesdade Estadud Paulista, Botucatu
Campus. The objective was to evduate the development of the sweet potato (pomoea batatas
L.) in a starch-modified culture and verify the posshility of the subditution of the agar agent
for garch in the micro propagation of the sweet potato. The experiment was divided in two
phases edablisiment and multiplication. During the establishment phese three kinds of
asepss for the dignfection of the micro stakes (Asgpss 1 - 40% of solution of sodium hip
chlorite with 25% of active Chlorine for 20 minutes, Asgpds 2 - 50% of solution of sodium
hip chlorite with 25% active Chlorine for 20 minutes followed by an acohol solution &  70%
for 1 minute, Asgpss 3 - 50% of solution of sodium hip chlorite with 25% active Chlorine),
in the multiplication phese 4 types of medium culture were teted (T1- 06% agar and
sacchain PA 30 gL, T2- 7% of the starch-sacchain mix P.A 30 gL, T3 06% agar and
commercid crystd sugar 30 gLt T4 7% of the starchsaccharin mix PA 30 g.L'%). During

the fird phase an assessment was caried out on the 30th day of devdopment , to determine

the number of micro dakes contaminated with fungi and becteria , the totd of micro stakes
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with aerid pat and root devdopment and the number of developed gepS. During the second
phase samples were collected on the day O, day 10, day 20 and day 30 when the culture
medium were andyzed (pH, dectric conductibility, and reducing sugars) and the development
of micro sakes (fresh matter mass and soluble proteins). The Asgpss 2 (50% of solution of
sodium hip chlorite with 25% active Chlorine for 20 minutes followed by dcohol solution &
70% for 1 minute) was the one to achieve better results and the use of the starch mixture (7%)
with 30 gL' of saccharin has promoted better growth of the micro stakes of Sweet potato on

the 30th day of development.



1- INTRODUCAO

A batata doce Ipomoea batatas (L.) Lam. € uma epécie originaia da
regido noroeste da América do Sul (Huaman, 1992). A FAO divulgou em 2001 que a baata
doce é uma das principas hortdicas produzides no Brasl, com goroximadamente 48.000ha
cultivados, onde foram colhidos 500.000 tondladas de raz. Os paisss em desenvolvimento s2o
responsaveis por 98% da producdo mundid de batata doce, sendo que a China contribui com
90% dese totdl.

A bataa doce € uma cultura amplamente adaptada a diversas condicdes
de solo tanto em termos nutricionals quanto em vaores de pH; em relacdo ao dima, por ser de
origem tropicd requer um periodo sem que hga ocorréncia de geadas. Desta forma, a batata
doce é uma planta faclmente adaptave, de fadl cultvo e com baxo cudo de producéo

(Folquer, 1978).



De acordo com Torres & Texera (199), eta hortdica é propagada
vegetdivamente, 0 que posshilita a ocorréncia de muitas doengas, causadas principdmente
por virus, micoplasmes, bactérias e fungos sendo tranamitides e intendficades em plantios
sucessvos. O virus do mosaico da batata doce SPFMV é congderado a principd virose, com
digribuicio mundid, ecaretando diminuicdo na produtividade da cultura e depreciagdo na
qudidade do produto colhido. Pozzer (1993) relatou que plantas provenientes de cultura de
tecidos agpresentaram maiores producdes totais de raizes e um aumento no nUmero de plantas
sobreviventes no final do cddo. Segundo a FAO (2001), os rendimentos da cultura de batata
doce néo tém mehorado, devido a degeneracéo varietal, em muitas areas produtoras.

O méodo mas pratico para obtencdo de maerid sadio em gendtipos
infectados é a cultura de tecidos, podendo-s= produzir propdgulos sadios geneticamente
uniformes e dedinados a manutencdo in vitro de germoplasma de interesse, redizar
propagacao rdpida para producdo comercid, intercambio e pesquisa (Grout, 1990).

A mdoria dos trabahos conduzidos sob candigbes in wvitro utiliza o
&gar como agente gdificante. Apesr de muitas vezes ser consderado biologicamente inerte, o
&gar comercid vaia de pureza e de poder de gdificacdo, dém do que, como € utilizado em
grande quantidade, € normamente o componente mas caro dos meos de cultura (Ribero e
d., 1996). Assm, a funcdo do &gar € s agente de suporte e regulador osmético, variando de
qudidade e pureza, sendo que edtas caracteridticas et@ diretamente relacionadas com o custo
do produto (Pizaro et d. 1998). O &a € um tipo de agente gdificante de natureza
polissacaridica produzido por dges (Gelidium amansi), sendo que sua composcédo em
polissacarideos pode variar de 50% a 90%, por is0, a procedéncia do mesmo é importante.

Por outro lado, a autodavagem pode hidrolisilo s2 o pH do meo ediver &ido, fazendo com



gue perca firmeza e dependendo da marca, 0 agente gdificante pode gpresentar impurezas,
como, bario, sulfato, etc, que podem afetar o crescimento dos explantes (Cid, 2001).

Diversos tipos de amido vém sendo utilizados como subgtitutos para o
adgar. Tiwai & Rahimbaev (1992) obtiveram sucesso a0 usarem amido de cevada na cultura de
anteras especidmente quando combinado com &garoses. Além disso 0 amido gpresenta prego
menor do que 0 &a, o0 que diminuiria 0 cudo da propagecdo in vitro de diversas espécies

vegetais.



2- OBJETIVOS

Veificae a possbilidade de subdtituicdo do agente gdificante égar por
amido na micropropagacéo de batata doce.

Avdiar 0 desenvolvimento de Ipomoea Batatas (L.) in vitro em meo
de cultura modificado por amido.

Veificar a posshilidade de subdituicdo de sacarose PA por aglcar

crigtd como fonte de energia



3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- Cultura da Batata Docel pomoea batatas L .

A baaa doce € uma planta de dima tropicd ou subtropicd, sendo
também cultivada em regides de dima temperado. A planta € ridica, sau cultivo é faail, de
dta toleréncia a seca gpresentando ampla adaptacdo e baixo custo de producédo. Esta € uma
espécie muito popular, cultivada e apreciada em todo pals sendo a quata hortdica mais
consumida pela populacio braedlera e a principd hortdica do nordeste. Seu rendimento médio
neciond é bastante baixo 1042 t/ha e a &ea cultivada no pais tem diminuido nos Ultimos anos

conforme podeser observado nas Tabdas 1 e 2 (FAO, 2001).



Tabela 01: Produtividede Mundid da Cultura da Batata Doce | pomoea
batatasL (FAO, 2001)

Posicéo Paises kg/ha
Média Mundid 1487

r |srael 329
2 Cook, Idas 28,00
3 Egjto 2747
& Japao 24,73
5 Coréa 2059
6 Grédia 20,00
7 China 1937
g México 1905
30 Brasil 1042

A baaa doce é uma egpécie dicotiledonea da familia Convolvulacese
que goresenta consisténcia herbécea e, embora sga perene, € cultivada como anud. Seu hébito
de crexcimento € predominantemente decumbente, crescendo rgpida e horizontadmente sobre o
solo, embora existam cultivares de porte ereto e semi-ereto (Huaman, 1992).

Raizes de batata doce podem ser utilizades na dimentacdo humana e
na animd, tanto na forma in natura quanto na indudridizada para a producéo de etanol e
metano (Torres & Texera, 1996), em indidrias téxtds de cola e de corates nauras

principamente as cultivares com polpa daranjada e roxa (Figueiredo, 1995).



As raizes de batata doce ndo podem s condderadas um dimento
completo devido a0 baixo teor protéico e a deficiéncia em lisna leucing metionina e cigeina
Elas goresentam teores razodvels de mineras, principdmente ferro, cdcio e fésforo. Sua
principd carecterigtica € ser um dimento dtamente energético devido a0 seu dto teor de
caboidrato (em média é superior a 30% em massa fresca) e também ser uma fonte de
vitaminas, principdmente B e C. Os cultivares com polpa daanjada gpresentam devados

teores de b-caroteno (Folquer, 1978).

Tabela 02: Superficie Cultivada de Batata Doce | pomoea batatas L no
Mundo (FAO, 2001)

Posicéo Paises Mil hectares

Mundo 9.621.040

i China 6.310.003

> Espanha 900

3 |lhes Fiji 900

& Paguistzo 825

5 Togo 800

6 Marrocos 765

la Cabo \erde 750

g Zimbéoue 750

48 Brasl 48

Na dimentacdo humana, as raizes tuberosas S0 consumidas in natura
cozidas, fritas e assadas, bem como utilizadas para a producéo de doces e biscoitos, podendo

ainda ser indudtridizadas e utilizadas para a producéo de farinhas, féculas, aglicares e xaropes.



Os méodos tradiciondmente utilizados para a propagecdo da baata
doce sf0 vegetativos por meios de ramas e raizes tuberosss (Folquer, 1978). Porém, segundo
Siva e a. (1991), estes méodos de propagacéo gpresentam s&rios problemas, dentre os quais
destaca-s= a dificuldade de consarvacdo do materid, disssminacdo de pragas e doengas, a
pequena cgpacidade multiplicativa do materid  digponive, desuniformidade nos plantios e a
baixa produtividede. Além disso, podem ocorrer degenerescéncias em decorréncia do acimulo
de doencas, principd mente virdticas, no materia de propagacéo.

Para contornar os problemas advindos do uso da propagaecéo
vegetdiva tradiciond, foram desenvolvides técnicas dterndivas de cultivo de partes da planta
de baaa doce in vitro. Assm, tornou-se possivel a micropropagacdo in \itro desta espécie
dravés de explates de folhas peciolo, limbos nés entrends, pedacos de raizes, &pices
brotos, pedagos de rames e merigemas. Edte Ultimo propagulo € empregado quando se busca a

“limpezd’ de virus e outros patogenos (Sivae d., 1991)

3.2. Propagacéo in vitro

A micropropagecio de espécies de importdncdia agricola tem  grande
gplicabilidade no processo de producdo indudrid. A donagem in vitro € um procedimento
usud, na multiplicacdo de egpécies ornamentas, frutiferas e esncias floredas, tanto em
paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento. Atudmente, milhares de pequenas, médias
e grandes empresas produzem entre 10.000 e 1.000.000 de mudas de plantas in vitro por ano
(Fail & Mdo, 1996). Na América Latina a micropropagacdo industrid comegou nos anos 80,

exigindo auadmente cerca de 404 laboratdrios comercias, dos quas 100 dedicamse



excdusvamente a propagacda com producdo anud edimada em 30 milhGes de plantas, sem
induir Cuba (RedBio, 1998).

A cultura de tecidos in vitro tem Sdo recomendeda como exceente
indrumento  auxiliar no melhoramento de culturas de interesse econdmico, bem como na
propagacdo vegetativa das epécies, dém de influenciar na produtividade agricola, aravés de
vaiantes somaclonais desgéavels, com caracteridicas como resséncia a doengas, condigbes
de armazenamento, etc. (Carta Peatente, 1995).

A micropropagacdo Ou propagecdo in Vitro é vantgosg pois permite a
limpeza do materid multiplicado, dém da dta taxa de multiplicacdo dcancada (Perdra &
Slva, 1986). Edes fatores sGo fundamentais para a formacdo de coleco para manutencéo de
germoplasma

Sgundo Mordes et d. (1998), a produgdo de Ipomea batatas,
Manihot esculenta, Xanthosoma spp., Colocasia esculenta e Discorea spp. encontram-se
deprimides, fundamentamente, pela fdta de disponibilidade de propégulos de dta qudidade
As técnicas biotecnoldgicas S0 uma dternativa paa o rexgate do potencid produtivo des
espécies, cuja perda de produtividede se deve ao envehecimento fisoldgico provocado, entre
outras causss, pda condante multiplicacdo aravés de edacas, rizomas e tubérculos. O
impacto provocado pdo rguvenecimento em  determinadas  epécies  tem  permitido
incrementos de até 40% no seu rendimento.

Dentre os principas problemas da propagacéo vegediva de raizes
tuberosas estéo a dificuldade de consarvacdo do materid de plantio, disseminacdo de prages e
doencas, pequena capaddade multiplicativa,  dificuldade  de  diminacdo  de  virus

desuniformidade nos plantios e risco de introducdo de prages e doengas no intercambio de
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germoplasma (Sihachakr, 1982).

Chiu & d. (1982 consguiram aumentos de produtividade em aé
100% através da utilizacdo de variedades de batatas doces submetidas a0 cultivo in vitro,
usando como explante &pices caulinares (meristemas) com 2-3 primaordios foliares.

Alves (1988) rdaou que a maoria dos trabdhos com cultura de
tecidos em batata doce comegca com 0 estabeecimento de cdos com cdulas diferenciadas,
porém com certo grau de organizacdo. Para a formacdo dos cdos, vaios meios de cultura tém
9do edudados desacando-se 0 de Murashige & Skoog (1962) e suas modificagbes
(Henderson et d., 1984).

Sequndo Alves (1988), ndo exide inibicdo corrddiva entre segmentos
vegetativos contendo gemas apicas e entre gemas axilares, sendo anda 0 meio de cultura ? S
com auséncia de reguladores de crescimento o melo que oferece as melhores respostas para a
obtencéo de plantulas completas de batata doce gptas para o trangplantio e aclimatacdo ao find
de gproximadamente 40 dias de cultivo in vitro.

Apesy da baaa doce edar entre os principas dimentos produzidos
mundidmente, é reativamente pequeno 0 nimero de trabahos na &ea de biotecnologia com
eda cultura Entre estes trabahos, destacamse agueles sobre a utilizacdo de marcadores
moleculares paa a caacterizacdo de gemoplasma e estudos de diversdade genética
(Villordon & LaBonte1995). Alguns trabahos visam incrementar técnicas da cultura de
tecidos paa eda egpécie, objetivando a diminacdo de patdgenos sSstémicos, aravés da cultura
de merigema e 0 aumento da taxa de multiplicacdo deste materid in vitro, através de gemas

axilares e da embriogénese somética (Schultheis & Cantliffe, 1992).
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Diversos fatores podem afetar 0 sucesso da propagacéo in vitro de
especies vegetals, como temperatura, concentracdo de ions, luminosodade, pH, entre outros. O
crescimento in Vitro e a organogénese s dependentes do pH. Vdores entre 6,3 e 5,7 parecem
ser Gtimos especidmente para aformaco de raizes (Aydieh et d., 1999; Ebrahim et d., 1999).

Em baxo pH ocorrem dntomas de deficénca de mineras como
Cdcio nas plantas Com freqiéncia essa condicdo de acidez leva a planta a apresentar

sntomas de deficiéncia de fosato ou molibdato e toxidez de Al ou Mn (Mdavolta, ).

3.3- Caracteristicas dos Agentes Gdlificantes

A cultura de tecidos vegetais in vitro é muito empregada audmente
paa redizar a propagacd0 vegetaiva das egpecies assm como a producio de metabdlitos
secundaios. A micropropagecdo € redizada em meo nutritivo  semi-dlido  que  contém
agentes gdificantes, sendo os mas utilizados 0 &ar e a gdana Esses polissacarideos S0
importados e por eda razéo encarecem anda mas as técnicas de micropropagacdo. Uma
dternativa para a reducdo de custos € a subdtituicdo parcid desses agentes gdlificantes por
outros polissacarideos (Limaet d., 2001)

Os meios didos ou semi-Sdlidos, tradiciondmente, sfo  olidificados
com &ar, um polissacarideo extraido de dgas marinhas, que € disolvido em &ua fervente e
gdificado na presenca de cations quando esfriado. Se for autodavado em pH abaixo de 45,
sofre hidrdlise o que faz com que néo s polimerize a0 edriar. A condgéncia do meio depende
da concentracdo de &ar utilizado (normamente na faxa de 04 a 1,0% pv paa cultura de

tecidos de plantas), do pH, da concentracdo de sais (meos com menor concentragdo de sas
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ficam menos Sdlidos do que meos com concentragBes mais dtas de sas mineras) e da
presenca de certas subgténcias como carvéo divado, que interferem na gdificacdo. Por outro
lado, dtas concentragbes de &gar, ou meios muito conddentes, podem limitar a difusfo de
nutrientes até o explante (Romberger & Tabor, 1971).

Uma diferenca entre os agentes de solidificagéo esta nas impurezas que
0s acompanham, vaiando de acordo com a maca e com 0 grau de pureza (Kordan, 1988).
Dados de vérios fabricantes indicam concentragBes de 1 a 2 mM Na'; 0,2 a09 mM Ca™ e01
a 07 mM Mdg™" no &a, bem como concentragdes relaivamente dtas de sulfeto e doreto. O
Boro também esta presente em concentragdes fisologicamente divas, 1 a 12 ppm (Kordan,
1986). Uma nova cdasse de polimeros esta sendo usada com melhores resultados do que o &gar
enm dgumas culturas, as gomas do tipo “gdan’, produzides por cetas bectéias e
comecddizadass com os nomes Gd-Gro (ICN Biochemicds) e Gdrite (Kdco Divison of
Merk & Co, Inc, comercdizado como “Phytagd” pda Sgma Chemicd Co). Gdrite ndo
contém materiais contaminantes, tals como compostos fendlicos, os quais podem ser tdxicos
(Rerk, 1997). Edas gomes s polissacaridens de &cido glucurdnico, ramnose e glicose, com
grupos O-acetil. Também sdlidificam ou gdificam na presenca de céions mono ou divaentes,
numa reecdo termo-reversvd. Os meos preparados com  estas  gomas  utilizam,
goroximadamente um quato da concentracdo do &gar, para a mesma condsténcia, sendo os
melos mas transparentes do que agueles feitos com agar. As gomas 2o atoxicas e resgem a
degradacdo enzimética (Cddas et d., 1998). O “Gdrite’ possui 30 vezes mas potésso e 40
vezes mas magnésio do que o Bacto-dgar (Pasqudetto et d., 1988). Apesar de surgirem novas
dterndtivas para subgtituirem o &gar no meio de cultivo in vitro, o dto cugto anda limita 0 seu

Uso em cultivos comercias.
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O &a tem ddo preferido para gdificacdo de meios, embora 0 amido
também tenha ddo utilizado com vantagens na cultura de anteras e em explantes de tubérculos
de Solanum tuberosum (Sorvari, 1986 a, b.

Quando amido de milho, cevada, aroz, trigo e baaa foram usados
como subdtituto do &gar para cultura de atteras de cevada, somente 0 amido de cevada
proporcionou as condigdes fidcas necesshias paa manter 0 crextimento  especidmente
quando combinado com agaroses (Tiwari & Rahimbaev, 1992).

Bhatacharya et d. (1994) tedaram a eficiéncia do amido de sagu
(Metroxylon sagu Rotth.) e do &gar como agentes gdificantes na propagacdo de plantas de
crisintemo (Dendranthema grandiflora Tzvdev). Os resultados demondraram que 0 aumento
na porcentagem de peso fresco foi mehor nos meios gdificados com &gar do que nos meos
com amido de sagu.

Embora ja exigam subgitutos para o &gar, 0s pregos anda o muito
elevados. O amido representa uma dternativa vdiosa paa 0 sdor de micropropagecéo de
plantas, porém edudos mas gorofundados sBo necessxios para que s possam determinar
diversos fatores que influenciem na qualidade do meio de cultura

Ribaro et d. (1996) rdaaram gque 0 melo de amido proporcionou O
suporte fisico e a estabilidede exigida para a cultura in vitro de Arabidopsis thaliana, mediante
0 emprego de 7% de amido por litro de meo de cultura A eficénda dessa migdura foi
comprovada para a cultura, quando comparada com 7 outros agentes gdificantes. dois tipos de
agar, dois tipos de “gelam gum” e trés tipos de agaroses O meo de cultura contendo a nova
proporcdo dos amidos de mandioca e fdjéo guandu induziu maor producéo de biomaessa em

plantas intactas e aumentou o potencid morfogenético de cdulas e tecidos cultivados.
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3.4- Caracterigicasda Mistura de Amido

O amido é quimicamente condituido por dois polissacarideos
edruturdmente  diferentes, a amilose e a amilopecting embora possa corter  outros
condituintes em menor quantidade que podem influenciar as propriededes dos granulos. O
amido tem como uma de suas agplicagbes a formacdo de gd, que o caracteriza como agente
espessante; essa propriedade basdia-se em suas propriedades fisicas e quimicas e tem origem
nes reecbes do amido com suas prépriass moléculas ou com moléculas de outras substéncias
(Lehninger e 4d., 1995). Algumas propriedades do amido esdo diretamente correlacionadas
com a qudidade do meio de cultivo in vitro, vido que o amido pode ser utilizado como agente
gelificante.

A trangparéncialopacidade da pada de amido € um aributo importante
de qudidade deste produto e varia consderavelmente com a fonte boténica Maiores teores de
amilose no amido resultam em padas mas opacas enquanto teores menores propiciam padas
mais claras (Ziembra, 1965). A trangparéncia da padta é afetada também peo pH, presenca de
sais e procedimentos de solubilizacdo (Greenwood, 1964).

Quando uma sugpensio agquosa de amido € aguecida a carto nivel de
enagia, as ligagdes relaivamente fracas em &eas amorfas entre as micdas crigdinas
disocianse, ocorrendo expansio tangencid e hidratacdo progressiva paa  formar,
eventudmente, uma rede de moléculas dtamente debilitada, mantides juntas por micelas ainda
persgentes (Ziembra, 1965). A temperatura de gdificacdo do amido referese a uma faixa,
porque os granulos de amido diferem ndo somente em tamanho e forma, mas também na

energia necessiria para que s produza a expansio (Hodge & Osman, 1985).
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Quando a temperatura de uma suPensdo de amido supera a margem de
gdificacdo, os grénulos continuam  expandindo-se, eventudmente embebendo toda a &gua
livre e assm aglomeramse uns aos outros, tornando a pasta de amido mas viscosa (Ziembra,
1965).

Acima da temperatura de gdificacdo 0 processo de expansio €
irreversivd devido a perda da edrutura crigdina no gd expandido. Entretanto, dguma ordem
indefinida € mantida neste gel gdificado, a menos que hga rompimento mecanico, pois o
poder de expanséo € dependente da temperatura e € reprodutivel (Morrison, 1995).

A trandcéo de uma sugpensio de amido em agua para pada, quando
cdor é glicado, € acompanhada por um grande aumento de viscosdade Alteragbes de
viscosdade também acompanham a formacdo de gd pedo resfriamento das mesmas. Quando
uma pasta de amido € deixada em repouso, sem agitacdo antes ou depois de edfriar, a tendéncia
€ que s edabdecam ligagdes intermoleculares, formando um gd. As regides de tais ligagbes
nos gés aumentam em ndmero durante o periodo de repouso tornando a rede mais firme e
compacta, em diferentes graus segundo 0 nimero, tamanho e didribuicdo das regides
micdares (Hodge & Osman, 1985). A condsténcia das padas de fécula de mandioca aumenta
muito pouco sob resfriamento, indicando baixos potencias de formecéo de gd (Rickad et d.,

1991), ao contrério do que ocorre com cereals € leguminosas.
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Os pases tropicas possuem uma grande quatidade de espécies
amildceas pouco pesquisadas, e cujas caracteridicas poderiam aender a nichos de mercado
anda ndo preencidos. Essa hipdtee se consolida quando se veifica que, das cinco matérias
primas mas utilizades na producdo mundid de amido, quaro sBo de origem tropica: batata,
milho, mandioca e aroz. A probabilidade de se encontrar amidos nativos com propriedades
especificas € bagtante dta

A midura de amido utilizada nese trabaho foi basseda na midura
proposta pela patente Pl 9003880-0, em nome da Fundacdo de Amparo a Pesquisa — FAPESP e
da Universdade Pauliga Jlio de Mexita FHlho — UNESP, sendo inventora a Prof. Dra
Maney Pascoli Cereda Essa patente propde uma mistura de 50% p/v de amido de semente de
faejdo guandu (Cajanus cajanus) ou amido de pinhd (Araucaria angudtifolia) e 50% de

amido de mandioca (Manihot esculenta Crantz).

3.5-Mercado do Agente Gdlificante

E esimado que o &gar contribui com o maior custo do meio de cultura,
Na india, derivedos de amido de sagu (Metroxylon sagu) tém custo inferior a 3% quando
comparado a0 preco do &gar, sendo uma alternaiva de agente gdificante de baixo cudto para a
escda industrid de micropropagecio (Bhatacharya et d., 1994). O preco do &gar na india e

no Bras| podem ser observados nas Tabelas 3 e 4 respectivamente.
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Tabela 03- Custo dos Agentes Gdlificantes na india

Agente Gdlificante PrecoAproximado  Quantidade para Precollitro

(US$)/kg 1litro meio meio cultura
cultura(g) (USY)
Stigma purified &gar (n° A7921) 146,0 8,00 117
Hi-Media purified &gar (f RM201) 1440 7.00 101
Sagu (Metroxylon sagu Roittb) 05 130,00 0,06

Fonte: Bhattacharya et d., 194

Tabela 04- Cugto dos Agentes Gdlificantes no Brasil.

Agente Gelificante PrecoAproximado  Quantidadepara Prego/litromeio

(US$)/kg 1 litro demeio cultura (US$)
cultura (g)
Purificado A 7049 231,50 5,00 1,16
TypeM —A679 135,60 7,00 095
TypeA —A6549 123,60 8,00 099
Misturade Amidos * 105 70,00 0073
Fonte: Sgma, 2001.
* veor cdculado

O amido é uma dterndiva de baixo cugto entre os agentes gelificantes
estudados. Seu uso € importante por representar uma reducdo de custo na escda indudrid para
a cultura de tecidos de plantas. O maor problema da sua utilizacdo € a hidrdlise causada pea
planta cao esa tenha enzimas amiloliticas Para contornar esse problema, a solugdo €

aumentar a troca de a no frasco e conseqlientemente a evgporacdo do exceso de &gua

(Ribeiro, 1995).



18

3.6- Utilizagéo da Sacarosein vitro

A scaose € 0 caboidrato mais utilizado nos meios nutritivos, sendo
Que ese aglicar suporta as mas dtas taxas de crescimento na maoria das egpécies. A
concentracdo de sacarose normamente varia entre 1 - 3%, mas, por eféto da autoclavagem e
do pH, sua concentracd no meo pode vaiar, ja que é hidrolizada em glicose e frutose, sendo
gue esses limites ndo sfo claros e esse problema pode tornar-se limitante para 0 explante ou
paraaplanta (Cid, 2001).

Olivera Junior e d. (2001) tedaran duas fontes de carboidrato em
cdulas de Rudgea jasminoides, e observaram que 0 crescimento cdular cessou quando os
teores de aclcares atingiram vadores muito baixos, observaam anda que a sacarose foi
quebrada extracdulamente em glicose e frutose, sendo a glicose absorvida preferencidmente,
enquanto a frutose foi acumulada no meo e somente utilizada quando os outros aclicares
extracelulares atingiram nivel's proximaos a zero.

A sxcaose por ser utilizada em grande quantidade no meio de cultura
(1 a 3%), também representa um grande custo em laboratdrios de micropropagacéo indudtrias.
Dessa mandra noves fontes de carboidretos tem ddo tedada visando reduzir o cuso de
producdo. Em diversos laboratdrios comercias, a sacaoe PA. vem sendo subdtituida por
acUcar cristd comercid.

Kodym & Zgpaa (2001), rdaaran que o uso de aglicar comercid,
tanto em cana de aglcar como de beterraba, em combinacd com amido de milho ou batata,
subgtituindo secarose PA. e &a ou gdrite, reduziram em 90% o cuso de producdo de

bananas por cultura de tecidos.
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4- MATERIAISE METODOS

O expeaimento foi conduzido no Laboratdrio de Biotecnologia Vegeta
do Depatamento de Quimica e Bioguimica do Indituto de Biodéncias da UNESP, em

Botucatu.

4.1- Fase de Estabelecimento

4.1.1- Obterngédo do Material Vegetal

O maerid utilizado como fonte de explate foi obtido no Centro de

Raizes e Amidos Tropicais (CERAT) — UNESP. O gendtipo utilizado foi o CNPH 314.
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4.1.2- Obteng&o dos Explantes

As raizes tuberosas foram lavadas em &gua corrente com a utilizagdo
de escova de cerdas macias para a completa remocdo de detritos. Em seguida, foram colocadas
em caxas plégicas (30 x 15 cm) ocontendo vermiculita, permanecendo em condigdes
ambientais normais (25 £1°C) e recebendo irrigacdo duas vezes por semana aé que os brotos
aingissem um desenvolvimento satisfadrio (7 — 15 cm), ou sga por goroximadamente 30

dias.

4.1.3- Assepsado Material

Sdecionaram-s2 0s brotos mas vigoros e sadios, que foram lavados
abundantemente em &gua corrente. Com auxilio do bigturi, estes foram seccionados em micro
edacas de 0,5 a 1,0 cm contendo uma ou duas gemas. Foram testadas trés metodologias para a
obtencdo de uma completa assepsia do materid vegetd.

Os segmentos nodais foram desinfestados em camara de fluxo laminar,
em sda asséptica. Na assepsa 1, 0s segmentos nodas foram submetidos a uma solugéo de
hipodorito de sodio comercid (QBoa 25% de Cl divo) a 40% durante 20 minutos ob
agitacdo. A assepda 2 foi semehante a primeira, porém a solugédo de hipodorito de sodio
comercid fo a 50%, seguindo de uma solugdo contendo dcool 70% por um minuto. A
assepsa 3 também foi semdhante a primeira, porém a solucdo de hipodorito de sodio foi a

0%.
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Nas trés metodologias de asspsias testadas, gpds os explantes serem
submetidos aos tratamentos denominados assepsia 1, 2 e 3, edes foram enxaguados trés vezes
em &gua deionizada estéril e em seguidainoculados emmeio de cultura

As metodologias de assepsias testadas podem ser observadas na Tabda

05 e 0 esquema gerd de assepsias pode ser observado na Figura O1.

Tabela 05: Metodologias testadas para desinfestagéo de |pomoea batatasL. durante afase de

estabelecimento
Assepsias Concentragéo da Solucéo de Tempo de E’xposi cao a
Hipoclorito Solucdo de Alcool 70%
de Sodio * e Tempo Exposicéo
1 40% por 20 -
2 50% por 20 N
3 50% por 20 -

*Q-Boa, 25% de Cloro aivo.
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| pomoea batatas

Lavagem em H,O corrente
Ccom escovamecia

Caixas plégticas com vermiculita

30 dias comirrigacéo
v
Brotos sadioscom 7 a15 cm

v

Explantesde0,5a1,0cm
com 1 ou 2 games

!

CamaraAsséptica
v v v

ASSEPSIA 1 ASSEPSIA 2 ASSEPSIA 3

Hipoclorito Sodio 40% por 20° Hipoclorito Sodio 50% por 20° Hipoclorito Sodio 50% por 20°

’

Alood 70% por 17
v

v
Agua Deonizada Estéril
(trés vezes)

Agua Deionizada Etéril Agua Deionizeda Bl
(trés vezes)

(trés vezes)

Inoculacdo em meio
cultura

Figura 01: Esquema de metodol ogias de assepsa testadas no trabaho
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4.1.4- Meo de Cultura para a Obtegdo de Plantas

O meo de cultura utilizado condgiu nos sas bascos propostos por
Murashige & Skoog (1962) conforme a Tabda 06, acrextido de 1 mgL™ de tiamina como
fonte de vitaminas, suplementado com 30 gL' de sacarose, 100 mg.L? de inositol, sendo
solidificado com 6 gL de &gar. O pH foi gustado para 58 e 0 meio autodavado durante 15
minutos a 121 °C e 1,0 am de pressfo. Apbs a edteilizacdo do materid, os explantes, foram
inoculados em tubos de ensaio contendo 15 ml de meio de cultura Os tubos permaneceram em

sdas de creximento asspticas com fotoperiodo de 16 horas, intensdade luminosa de 2000

lux etemperaturade 25 + 2 °C.
Ao find de 30 dias as plaitas goresentavam um  desenvolvimento

saidadrio conforme modra a Fgura 02, podendo s trandeidas paa o meo de

multiplicacéo.



Figura 02: Plantade |pomoea batatas L. obtida na fase de estabdecimento, gpds 30 diasem
mdo ? Shésico.
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4.2- Fase de M ultiplicac&o in vitro

As plantas obtides na fase de edtabdecimento foram seccionadas em

microestacas contendo de 1 a 2 gemeas e trandferidas para os diferentes tratamentos em camara

asséptica.

4.2.1- Obtergdo da Misturade Amido

A midura de amido foi extrada no Cetro de Raizes e Amidos
Tropicais (CERAT) — UNESP. A fécula de mandioca fol adquirida no comércio locd e 0 amido

de felj&b guandu foi extraido a partir de sementes conforme a Figura 03.



Semente de Feljdo Guandu
Cajanus cajanus

imeso en H,O por
2 horas

Trituracdo completa. em liquidificador
comercid com H,O corrente
Passar na peneira
média
v
Dexar decantar por 2 horas

v

Retirar com cuidado a&gua

v

Lavar novamente em H,O
corrente, deixar decantar por

2 horas e retirar aagua

l Repetir este processo até que
aH,0 saatransparente

Retirar 0 méximo possive da
H,O sem perder 0 amido

}

Levar paraaestufaa60° C
até acompletasecagem

Figura 03: Esguema pararetirada do amido da semente de feijéo guandu (Cajanus cajanus).
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4.2.2 —Meo de Cultura e Condic¢des de Cultivo

O meo de cultura foi condituido peos sas béscos de Murashige &
Skoog (1962), suplementado com agumas vitaminas e carboidratos camno modraa Tabda 06.

Os agentes gdificantes utilizados no meio de cultura foram migdturas de
amidos, sendo 40% p/v de amido de semente de feljéo guandu (Cajanus cajanus) e 60% pv
de amido de mandioca (Manihot esculenta Cratz) e agar comercid , 0s quais juntamente com
asacarose, condituiram os tratamentos (Tabea 07).

A sxcaosee adiconada @ meo de cultura variou de acordo com 0s
tratamentos, sendo utilizado dois tipos de sacarose: PA. e aclicar crigtd (Tabda07).

O pH do meo fo gudado para 58 + 0,2. Apds a adicio do &ar o
meio foi aguecido para sua completa dissoluggn. Os meios com adicdo da misura de amidos,
foram aguecidos aé 75°C para sua completa dissolugdo. Em seguida, os meios foram
autoclavados a 120°C e 1 am de pressio durante 20 minutos.

No Traamento 1, utilizouse 30g.L™? de sacarose PA. e 0,6% de agar
Merck; no Tratamento 2, 30g.L™" de sacarose PA e 7% da mistura de amido; no Tratamento 3,
30g.L! de aclicar cristd e 0,6% de 4gar Merck e no Tratamento 4, 30gL* de aclicar aistd e
7% damistura de amido.

Os meos foram didribuidos em frascos de vidro a um volume 40 mi
de meio por frascq que receberam trés microestacas. Os frascos permaneceram em sda de
creximento assfptica com fotoperiodo de 16 horas, intenddade luminosa de 2000 lux e

temperaturade 25+ 2 °C.



Tabea 06: Sais Componentes e Suplementac@o para Congtituicdo do meio Basico de
Murashige & Skoog (1962), modificado por Piza (1996)

Sais Concentracdo (mg.L ™)

NH4NO3 1650
KNOs 1900
CaCl,.2 H,O 440
MgSOy.7 H,O 370
KoHPO, 170
NaEDTA 373
FeSO,.7 HO 278
HBOs 6,2
MnSOy.4 H,O 23
Zn0,.7 HO 8,6
Kl 083
NavioO4.2H,0 025
CuS0,.5 H,05 0,025
CoS0,.6 HO 0,025
Suplementos

Tiamina 05

l-inogitol 100,0
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Tabda 07: Composcéo do meo de cultura dos diferentes tratamentos durante a fase de
multiplicacéo de | pomoea batatasL.

Tratamentos Agente Gdlificante Sacarose
T1 agar 0,6% PA.-30g.L*
T2 mistura amido 7% PA.-30g.L?
T3 agar 0,6% aclicar Cristd —30 gL
T4 mistura amido 7% actcar Cristd —30 gL

4.3- Determinagdes Quimicas e Bioguimicas

Foram redlizadas nas plantas de batata doce, andlises da massa fresca e
teor de proteinas sollveis totas aos 10, 20 e 30 dias gods a tranderéncia paa os diferentes
mei0s que condtituiram os tratamentos.

As andisss de pH, condutividede eétrica e aglcar redutor foram
redizadas nos meios nutritivos. Tanto o pH como condutividade foram medidos 4 horas gpds a
autoclavagem dos meios de cultura e aos 10, 20 e 30 dias gods a trandferéncia das plantas para
0S meos definidos como tratamentos, enquanto que o aglcar redutor somente foi andisado
aos 10, 20 e 30 dias. Esx fao = deve as possiveis mudancas de pH e minerais que podem
ocorrer gps a autoclavagem, os teores de aglcares redutores foram andisados aos 10, 20 e 30

dias porgue poderia ocorrer degradacdo do amido, devido a exoenzimas oriundas das plantas.
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4.3.1- Massa Fresca

O materid vegetd (planta intera) foi coletado, lavado para a retirada
do meo de cultura aderente as raizes, secos com papd todha e pesados em badanca anditica

Os resultados foram expressos em gramas (g).

4.3.2- Teor de Proteina Soltveis Totais

Os teores de proteinas solUveis totais foram determinados nes plantas
inteiras (parte aérea eraiz).

As amodras foram obtidas a partir da maceracdo da matéria fresca em
5ml de tampdo fodao pH 6,7 02M gdado, seguida de centrifugacdo por 20 minutos a 4°C,
onde obteve-se 0 extrato bruto. O sobrenadante foi utilizado para a determinacdo do teor
protéico.

De acordo com 0o méodo de BRADFORD (1976), as andises foram
conduzidas utilizando 100 m da amostra (sobrenedante) e 5 ml do reativo de Bradford seguido
de 5 minutos de repouso. As leturas foran efetuadas em espectrofotometro a 595 nm, e
comparadas com a curva padréo de caseina, sendo o teor protéico da amostra expresso em Jg

de proteina.. g de matériafresca ™.
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4.3.3- Determinag&o de AgUcar es Redutores

Para determinacdo dos aglicares totais utilizouse 0 méodo da antrona
proposdo por Yemm e Willis (1954), com agumaes modificagbes Amacstras do meio de cultura
foram coletadas e diluidas 6 vezes em &ua deionizada estéril, 1ml desta solugdo foi colocado
em tubo de ensao permanecendo 5 minutos em &ua com gdo. ApGs esse periodo adicionou
s 5 ml do reagente de antrona, permanecendo por mas 5 minutos em &ua com geo, g0s
agitacio suave, os tubos foram colocados em banho-maia a 100 °C por 10 minutos As
leituras foram efetuadas em espectrofotdmetro a 620 nm e comparadas com a curva padréo de

frutose sendo o resultado expresso em ng de frutose.

4.3.4- pH

O vdor do pH foi determinedo de acordo com 0 méodo descrito por
Bhattacharya et d. (1994). Apds a coleta da planta (0, 10, 20 e 30 dias) o pH foi determinado

colocando-se 0 potencidmetro diretamente no meio de cultura.
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4.3.5- Condutividade Elétrica

A ocondutividede eérica foi determinada de acordo com o méodo
descrito por Bhattacharya et d. (1994), com adgumas modificagbes. ApGs cada coleta (O, 10,
20 e 30 dias) foram sdecionados 59 do meo de cultura e homogenizados em 15ml de agua
degilada A seguir foi detleminada a condutividede em condutivimetro digitd com

compensacao automética de temperatura, sendo expressaem pS.cm™.

4.4- Delineamento Experimental

O ddineamento expeimenta adotado foi o interamente casudizado,
sendo cada tratamento composto por 4 repeticoes.

O expaimento foi conduzido por 30 dias, onde foram redizadas 4
coletas, com intervdos de 10 diass Em cada coleta e nos 4 traamentos, 3 plantas foram
removidas deatoriamente, sendo andisados 0 meio de cdtura (agente de contaminagdo, pH,
condutividede eétrica, aclicares redutores) e a planta (nUmero de plantas com raiz e pate

afrea, massa de matéria fresca e proteinas solUveis totals).
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5- RESULTADOSE DISCUSOES

5.1- Fase de Estabelecimento

5.1.1- Por centagem de Contaminagao e Desenvolvimento das Gemas

A porcentagem de contaminecdo foi obtida aravés de andise visud,
sendo determinada aos 30 dias de desenvolvimento a quantidade de frascos contaminados por
fungos e bactérias e 0 desenvolvimento através @ nimero de gemas com desenvolvimento de

parte aérea e do nUmero de plantas com desenvolvimento de raiz.



34

Um dos fatores limitantes a0 sucesso da micropropagacdo in \itro é a
adequacdo da metodologia de assgpsa dos explates Segundo Gratgpaglia e Machedo
(1990), uma das dificuldades da micropropagecéo resde no fato de s obter um explante
descontaminado sem conduzi-lo amorte, quando isolado.

A asspda 2, usando solugdo de hipodorito de sidio comerdd (Q-boa
com 25% de Cloro divo) a 50% seguido de imersio em dcool 70% por um minuto, foi
satisfatdria para a desinfestacéo e desenvolvimento adequado dos explantes (Quadro 01).

Das 45 microestacas inoculadas em cada tratamento, observouse a
contaminagéo por fungo em 20% dos explantes na assgpsa 1, austncia de contaminagZo na
assepsa 2 e resultados semehantes a0 da assepsia 1 foi notado para aassepsa 3 gpos 30 dias
de desenvolvimento.

O Cloro é o principio aivo mas utilizado na forma de hipodorito de
s0dio para a desnfetacdo de explantes em cultura de tecidos mas a utilizacdo de outras
0lugdes desinfestantes devem ser condderadas, porém podem s menos efetivas (Sweet e
Bolton, 1979).

A oontaminacdo por bactéias ocorreu em 40% dos explates na
assepda 1 e 20% tanto na asspsia 2 como na assepsia 3. Os resultados obtidos podem ser
observados no Quadro 01 e na Figura 04.

A contaminacdo por fungos muites vezes eda asociada a fdhes na
manipulacd do materid vegetd utilizado, assm como a edeilizacdo inadequada de vidrarias
ou indrumentos utilizados nos procedimentos laboraorias A contaminacdo por bactérias et
asociada a microorganismos  enddgenos presentes nos tecidos vegdtas, judificando a maior

contaminacdo por bectérias, as quais podem muitas vezes ser de origem endogena (Pza
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2000), como € muito comum em plantas de batata doce. Neste trabdho, a dta taxa de
contaminacdo por bactérias encontrada, principdmente na assspda 1 (40% hipoclorito de
sOdio por 20 minutos) e nas demas, mesmo em menor proporcdo, pode ser devido a presenca

de bactérias enddgenas e a fdta de antibidticos.

Quadro 01: Resultado das assepsias tedtadas na fase de estabeecimento da cultura de
|pomoea batatas L. aos 30 dias de desenvolvimento.

Assepsias Total de Gemas Contam. Fungo Contam. Bactéria
1 45 9 18
2 45 9
3 45 9 9

TOTAL 135 18 36
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E Fungo Bactéria

Figura 04: Porcentagem de contaminacdo nas diferentes Assgpsas aos 30 dias de
desenvolvimento de  Ipomoea batatas L. durante a fase de
estabelecimento

Em rdacdo a0 desenvolvimento das gemes foi observado que apds 30
dias de edabdecimento, 33% dos explantes que foram submetidos a Assspsa 2 e 3
goresentaram  gemas  desenvolvidas (com emissfio de raiz e pate afrea). Pode-s2 notar na
Fgura 05 e no Quadro 02 que a Assepsa 2 e a Assepsa 1 promoveram 0s maiores nimeros de
gemas com emissfo de parte aérea (20%) e a Assgpsa 2 promoveu 0 maor nimero de gemas

com emissio deraiz (13%) seguidada Assepsa 3 (11%).
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Quadro 02 Resultado das desenvolvimento dos explantes durante fase de estabeecimento da
cultura de |pomoea batatasL .. aos 30 dias de desenvolvimento.

Assepsias Gemas ¢/ emissdo Gemas ¢/ emissdo Total de gemas
departe aérea deraiz desenvolvidas *
1 9 4 9
2 9 6 15
3 6 5 15
TOTAL 24 15 39

* foram cong derados as plantas com desenvolvimento de raiz e parte aérea

16
14+
o u
= 12
g
£ 104
=
= o)
[«}]
oo
N 4-/
2-/
0 . .
1 2 3
Assepsias

Gemas c/ emisséo parte aérea B Gemas c/ emisséo raiz 0 Gemas desenvolvidas

Figura 05: Porcentagem de gemas desenvolvidas, com emissio de parte afrea e com
emissfo de raizes nes diferentes Assepsas aos 30 dias de desenvolvimento
delpomoea batatas L. durante a fase de estabe ecimento.
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5.2- Fase de Multiplicacdo

5.2.1- Massa Fresca

Durante a fase de multiplicacdo, a cada coleta (10, 20 e 30 dias) foram
redizadas pesagens do materid coletado a fim de se condruir uma curva de crescimento do
materia submetido a cada um dos tratamentos.

As andises edaigticas que foram redizadas para massa fresca aos 0
(explante inicid), 10, 20 e 30 dias et goresentades no Quadro 03, 04, 05 e 06
respectivamente.

Quadro 03: Vdores médios obtidos para massa de maéria fresca (g) de Ipomoea batatas L.
nos explantes iniciais (0 dias) na fase de multiplicagéo.

Tratamentos Médias ()
T1- &gar 0,6% + sacarose 0,0350°
T2—amido 7% + sacarose 004502
T3— &gar 0,6% + aglicar 00267 2
T4 — amido 7% + aglicar 003422

As médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade
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Quadro 04: Vdores médios obtidos para massa de maéria fresca (g) de Ipomoea batatas L.
a0s 10 dias de desenvolvimento durante a fase de multiplicacéo.

Tratamentos Médias ()
T1 - &gar 0,6% + sacarose 0,04% 2
T2—amido 7% + sacarose 006592
T3— &gar 0,6% + aglicar 002562
T4 — amido 7% + aglicar 007152

As médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade

De acordo com o tete de Tukey (p< 005), os traamentos ndo
promoveram resultados que diferiram ggnificativamente entre S aos explantes inicias e aos
10 diss de deservolvimento, porém aos 10 dias de desenvolvimento notase maor teor de
massa fresca nos tratamentos T2 e T4

Quadro 05: Vdores médios obtidos para matéria fresca (g) de Ipomoea batatas L. aos 20 dias
de desenvolvimento durante a fase de multiplicacéo.

Tratamentos Médias ()
T1- &gar 0,6% + sacarose 01373°
T2 — amido 7% + sacarose 022504
T3 - &gar 0,6% + aclcar 009482
T4 — amido 7% + aglicar 013252

As médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade

Os tratamentos promoveram resultados semelhantes aos obtidos aos 10
dias id0 € nd promoveram resultados que diferiram dgnificativamente entre 9 aos 20 dias
de desenvolvimento, entretanto no tratamento T3 pode-se notar 0 menor teor de massa fresca,

também smdhante aos vaores ohtidos aos 10 dias de desenvolvimento.
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Quadro 06: Vdores médios obtidos para massa de maéria fresca (g) de Ipomoea batatas L.
aos 30 dias de desenvolvimento durante a fase de multiplicacéo.

Tratamentos Médias (g)
T1- &gar 0,68% + sacarose 01465 "™
T2—amido 7% + sacarose 043392
T3 - &ar 0,6% + aclcar 0,0320°¢
T4 — amido 7% + aglicar 02093°

As médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade

Pda andise dos reaultados notase que 0s tratlamentos promoveram
resultados que diferiram dgnificativamente entre § aos 30 dias de desenvolvimento. Nesta
fase as plantas sob 0 efedto do tratamento 2 agpresentaram massa fresca superior aquelas
cultivadas nos traamentos 4, 1, 3 nesta ordem. O tratamento 2 também promoveu maior
massa fresca aos 10 diss de desenvolvimento e o tratamento 3 mosra a mesma tendéncia
observada nas coletas anteriores, iSto € menor desenvolvimento.

Eges resultados podem ser mdhor visudizados na Fgura 06, onde
obsarva-2 que os tratamentos 2 e 4 que continham como agente gdificante a midura de
amido promoveran maor aclmulo de massa de matéria fresca, principdmente o tratamento 2
quando comparados aos tratamentas com &gar.

E bem conhedido que o &ar como agette gdificante pode afetar
podtiva ou negdivamente o crexiimento e desenvolvimento de plantas cultivadas in vitro

(Sdltz, 1971; Romberger & Tabor, 1971).
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A sensihilidade das epécies vegetais ao &gar € determinada por fatores
complexos, que induem os mineras presentes, compodtos inibidores, forca iGnica, entre
outros (Shechekr, 1982; Scholten & PRerik, 1998, Kohlewach & Waernicke, 1978). Um
problema relacionado a0 &gar que causa diminuicdo na produtividede das plantas in vitro € a
vitrificagdo (Pasqualetto et d., 1986; Pierik et d., 1997).

Algumas culturas ndo S0 sendiveis @ tipo de &a  utilizado, como
Gubera e Syringa, nesses casos, provavedmente o vigor das culturas € dto o suficiente para
srem dfetadas pea qudidade do &gar (Scholten & PFierik, 1998). De acordo com diversos
estudos, nenhuma reacéo foi descrita entre 0 preco e a qudidade dos &gars testados (Merck
1614, Dashin, DifcoBacto, MC29, Bacto Dickinson grade A, Bacto Dickinson granulado e
Bacto Dickinson purificado) (Scholten & PRerik, 1998) e a performance de &gars pode ser
melhorada pelalavagem antes do uso (Shillito et d., 1983).

Neste trabaho, a batata doce foi sendve a0 &ar utilizado, mantendo
menor crescimento e desenvolvimento em rdagéo a midura de amido, mesmo utilizando-se o
&a Meck 1614 condderado por Scholten & Pierik, (1998) um bom agente gdificante e um
dos que mosrou mehores resultados em experimentos com substéncias solidificantes no
desenvolvimento de Lilium Rosa e Sulcorebutia (cactus). Provavdmente o agar imohbilizou
nutrientes através de ligagbes quimicas (Scholten & PRierik, 1998), em rdacdo ao amido, 0 que
teria promovido menor crescimento.

Em relacéo a fonte de energia, a sacarose P.A. parece ter promovido
mehores resultados do que 0 aglicar cridd, tanto no meo lidificado com &a como no
solidificado com a misura de amido. Embora os resultados tenham demondrado que aos 10 e

aos 20 dias de desnvolvimento as diferencas de crescimento ndo eram sSgnificativas, notarse
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gue a longo do desenvolvimento, essas diferencas e tornaram dgnificatives podendo s um
faor determinante do ponto de visa econdmico, pois observando-se os resultados obtidos da
misura de amido com o aglcar crigtd, estes mostraran mehores resultados do que nos dois

tratamentos com &gar.

0,50

0,40 A
0,30

0,20 /
0,10 /

Massa Fresca (g)

0,00 - . . |
O dias 10 dias 20 dias 30dias
agar + sacarose —@— amido + sacarose
agar + acucar —m— amido + agucar

Figura 06: Curva de crescimento em cada Tratamento, durante a fase de multiplicacéo de
|pomoea batatasL . baseada em massa fresca.
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Deda manara pode-se inferir que a misura de amido representa uma
boa dternativa para a subgituicdo do égar como agente gelificante na micropropagecéo de
plantas de batata doce.

As Figuras 07 e 08 demondram as diferencas de crescimentos entre 0s
tratamentos, onde dém do desenvolvimento diferenciado da pate afrea nos meos contendo
amido, as raizes também modranmse mas grossss e curtas, com maor nimero de pelos, 0 que

poderia dar condigdes melhores de adaptacéo na aclimatacéo.



Tratamento 1 Tratamento 2

Figura 07: Planta de Ipomoea batatas L. aos 30 dias de
desenvolvimento durante  a  fae  de
multiplicacdo, sob efdto dos  tratamentos

1(&gar 0,6% e sacarose) e tratamento 2 (amido
7% e sacarose).
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Tratamento 3 i\“ Tratamento 4
s |

Figura 08: Planta de Ipomoea batatas L. aos 30 dias de
desnvolvimento  durante a  fase  de
multiplicac@o, sob efeito do tratamento 3 (&gar
0,6% e aglcar crigd) e tratamento 4 (amido
7% e aclcar crigd).
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5.2.2-Proteinas Sollveis Totais

Os Quadros 07, 08 e 09 goresentam as andises de vaiancia e os

resultados do teste de Tukey para o teor de proteinas sdveis totais.

Quadro 07: Vdores médios obtidos para teor de proteines sollves totas nos explantes de
|pomoea batatas L. aos 10 dias de desenvolvimento.

Tratamentos M édias (mg.g?)
T1- &gar 0,6% + sacarose 1722562
T2—amido 7% + sacarose 1.824,38°2
T3— égar 0,6% + aglicar 1780532
T4 — amido 7% + aglicar 116948 °

CV%45

As médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade

De acordo com o teste de Tukey (p< 0,05) os traamentos promoveram
resultados que diferiram dgnificativamente entre 9 aos 10 dias de desenvolvimento, sendo
gue o tratamento 2 mesmo ndo diferindo Sgnificativamente dos tratamentos 1 e 3 foi 0 que

promoveu malor teor protéico nos explantes.
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Quadro 08: Vdores médios obtidos para teor de proteines sollvels totas nos explantes de
|pomoea batatasL . aos 20 dias de desenvolvimento.

Tratamentos M édias (mg.g?)
T1- &gar 0,6% + sacarose 189627 "
T2 — amido 7% + sacarose 2007,262
T3— &gar 0,6% + aclicar 1.91386°
T4— amido 7% + aglcar 151569°¢

CV% 217

As médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade

Aos 20 dias de desenvolvimento obteve-se resultados semehantes aos
obtidos aos 10 dias de deswolvimento, onde pode-s2 notar que o tratamento 2 diferiu
sgnificativamente dos demais tratamentos seguido pelos tratamentos 3, 1 e 4 respectivamente.
As plantas de batata doce sob efeito do tratamento 4 (amido 7% + aglcar) gpresentaram menor

teor protéco.

Quadro 09: Vdores médios obtidos para teor de proteines sollves totas nos explantes de
|pomoea batatas L. aos 30 dias de desenvolvimento.

Tratamentos M édias (mg.g?)
T1- &gar 0,6% + sacarose 208520"
T2 — amido 7% + sacarose 257820°
T3— &gar 0,6% + aclicar 1.881,02°
T4— amido 7% + aglicar 183237°

CV% 6,91
As médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade

Acs 30 dias de deswvolvimento obtive-se resultados semelhantes aos
reslltados obtidos aos 20 dias O tratamento 2 continuou diferindo  dgnificativamente  dos

demais, seguidos pelos tratamentos 1, 3 e 4 respectivamente.
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A Fgura 9 gresenta a vaiagdo do teor protéco dos explantes

submetidos aos diferentes tratamentos durante a fase de desenvolvimento.

2500

2200
1600 /\i/

1300 /

Hg de proteina.g materia fresca

1000 T
10 dias 20 dias 30 dias
—e— jgar + sacarose amido + sacarose —a— agar + aclcar —@—amido + agUcar

Figura 09: Variagdo do teor de proteina solivels totais em cada Tratamento, durante afase de
multiplicacéo de Ipomoea batatasL .

Obsavandose a Fgura 09 podese notar que O teor maximo de
proteina ocorreu aos 30 dias, com excegdo do tratamento 3 (égar com aglicar cristd) que néo
maostrou variacdo em relacdo aos 20 dias.

Diante dos resutados o0 amido combinedo com sSacarose, teria
promovido o mehor desenvolvimento para a baaa doce, como observado anteriormente, g0

€ massa de matéria fresca, quando analisada através de proteinas solUveis totais.
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O teor de proteines em plates tem ddo demodrado por Vvaios
pesquisadores, edar diretamente relacionado com 0s processos de divisso cdular e
crecimento. Blanco & d. (1997) veificaam que a andise de proteina totd solivel poderia
possivemente servir como indicador de estadios epecificos de desenvolvimento em vegetais.

Edtas observagbes podem ser confirmadas em diversos trabahos, como
0 de Sybno (1965) onde condaou inibicdo da formecdo de brotos em cdos de cenourg,

quando utilizou doramfenicol, um inibidor de sintese protéca

5.2.3- Determinag&o de AgUcar es Redutores

Os Quadros 10, 11 e 12 e 13 goresentam as andises de variancia e os
resultados do teste de Tukey para o teor de aglicarestotais.

Quadro 10: Vaores médios de agticares redutores no meio de cultura gp0s a autodavagem
durante a fase de desenvolvimento de |pomoea batatasL .

Tratamentos M édias (mg.g?)
T1- &gar 0,6% + sacarose 1641,75%
T2 —amido 7% + sacarose 166750
T3 — &ar 0,6% + aglicar 1704502
T4— amido 7% + aclicar 1.55550°

CV% 367

As médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade

De acordo com o teste de Tukey (p< 0,05) os tratamentos gpresentaram
vaiagies dgnificativas. O tratamento 3 agpresentou 0s maiores teores de aglcares reditores
néo diferindo ggnificativamente dos tratamentos 1 e 2. O tratlamento 4 fol 0 que resultou em
menores teores de aglicares redutores e também ndo gpresentaram diferenca Significativa em

relacdo apstratamentos 1 e 2.
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Quadro 11: Vdores médios de aglicares redutores no meio de cultura aos 10 dias de
desenvolvimento de | pomoea batatas L.

Tratamentos M édias (mg.g?)
T1 - &gar 0,6% + sacarose 2872,710%
T2 — amido 7% + sacarose 2515462
T3— &gar 0,6% + aglicar 260822°
T4 — amido 7% + aglicar 2227302

CV% 19,29

As médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade

De acordo com o teste de Tukey (p< 0,05) os tratamentos promoveram
reslltados que néo diferiram  significativamente entre § aos 10 dias de desenvolvimento,

porém houve uma tendéncia do tratamento 1 em manter maior teor de aglicares redutores.

Quadro 12: Vdores médios de aglicares redutores no melo de cultura aos 20 dias de
desenvolvimento de Ipomoea batatas L.

Tratamentos Médias (mg.g?)
T1 - &gar 0,6% + sacarose 3455922
T2 — amido 7% + sacarose 271085
T3— &gar 0,6% + aglicar 316480
T4— amido 7% + aglcar 250559°¢

CVv% 918

As médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade
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Aos 20 dias de desenwvolvimento os tratlamentos apresentaram
vaiacles dgnificativas. Os tratamentos 1 e 3 modraran 0s maores teores de aglicares

redutores e néo apresentaram diferenca Sgnificativa

Quadro 13: Vdores médios de aglicares redutores no melo de cultura aos 30 dias de
desenvolvimento de | pomoea batatas L.

Tratamentos M édias (mg.g?)
T1- &gar 0,6% + sacarose 3026642
T2— amido 7% + sacarose 284506 ®
T3— &g 0,6% + aglicar 3097,702
T4— amido 7% + aglcar 254802°

CV% 691

As médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade

Aos 30 dias de desenvolvimento ocorreram resultados semelhantes aos
resultados obtidos aos 20 dias Os traamentos também modraram diferencas sgnificatives,
sndo que o tratamento 3 foi 0 goresentou maiores teor de aglcar redutor ndo diferindo néo
diferindo gpenas do tratamentos 4, o qua mostrou 0 menor teor de aglicar redutor.

A Figura 10 goresenta a vaiagcdo dos vaores medios de aglicares
redutores obtidos nos melos de cultura, durante o desenvolvimento de Ipomoea batatas L.

durante a fase de desenvolvimento.
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Figura 10: Vaiacdo da quantidede de aclcares redutores totas no meio de cultura durante a
fase de multiplicac@o de |pomoea batatasL.

Obsarvandose a Figura 10 pode-se notar que oS tratamentos que
utilizaoam o0 &a como agente gdificante no melo de cultura goresentam um pico no teor de
aclcar redutor aos 20 dias de desenvolvimento da cultura, decrescendo aos 30 dias de
desenvolvimento. Os tratamentos que possuem a midura de amido como agente gdificante
mosram aumento gradativo no teor de aglcar redutor, embora 0 teor sga menor, quando

comparado aos tratamentos com agar.
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O uso de scaose PA ou comercid ndo promoveu resultados que
pudessem diferencia- o, para a caracterigtica de agUcar redutor no meio de cultura.

Aclcares so fonte de carbono disponivel para as plantas cultivadas in
vitro, especidmente nos primeros estadios, onde hd necessdade de dta energia e esqudeto
cabdnico paa que hga divisio cdular e desenvolvimento, pois a taxa fotossntéica anda é
pequena, Ndo suprindo a necessdade da cdula Em dguns trabadhos h& rdatos de que a
subgtituicio de sacarose por glicose principdmente durante a Ultima fase do cultivo in vitro
(enraizamento e pré aclimatacdo) pode aumentar a fotossintese (Ziv, 1995).

De acordo com Vind ¢ d. (1999) o tipo de aglcar € importante para 0
desenvolvimento de espécies vegetais in vitro. Capdlades e d. (1990, 1991) observaram
maior acimulo de amido e menor taxa de fotossintese em folhas micropropagedas de Rosa
crescidas em meio contendo atas concentragdes de sacarose.

Assm em rdagcdo aos resultados encontrados, plantas mantidas em
meio contendo &gar agpresentaram aumento do aglicar redutor, assm como as cultivadas em
meio com amido, aos 20 dias Provavdmente, pode ter ocorrido hidrdlise da sacarose em
aclicar redutor. Entretanto, durante o desenvolvimento des plantas em meo com &a, a
disponibilidede desses aglicares diminui, 0 que ndo € notado para oS meos contendo amido, o
gue podeia levar a uma hipdtese de que possvdmente estaria ocorrendo um degradacéo do

amido, um polissacarideo em agUcares Smples (glicose e frutoss).
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5.2.4- pH

O vdor do pH fo determinado diretamente N0 meio de cultura apGs
cada coleta (4 horas gpds autoclavagem, 10, 20 e 30 dias).

Os meos nutritivos utilizados para cdtura de cdulas vegetais, por
ocedd de sau prepao, sfo infetados por microorganismos exidentes no a, na &ua, nos
recipientes e em outras fontes de contaminacdo. A assepsa do meo € obtida aravés da
autodavagem a 120° C por 20 minutos. Segundo Skirvin et d. (1986), ha uma diminuicdo do
pH, com a autodavagem, de 03 a 05 unidades, en média, podendo chegar a 1,3 unidades
Durante 0 armazenamento dos melos, antes da sua utilizagdo, também ha uma tendéncia de
addificacio, provavelmente devido a dissoluco do gés dioxido de cabono (Mdlor & Stace
Smith, 1969).

O Quadro 14 goresenta os resultados obtidos para 0 pH apo6s 4 horas da
autoclavagem. De acordo com os resultados, o tratamento 1 diferiu dgnificativamente dos
demas, sendo que o tratamento 3 seguido pelos tratamentos 4 e 2, foran os que tiveram

menor variacéo em relacéo ao pH inicid antes da autodlavagem (5,8 + 0,2).

Quadro 14: Vdores médios do pH obtidos 4 horas gods a autocdlavagem dos meios de cultura

dos diversos tratamentos.

Tratamentos Médias (g)
T1- &gar 0,6% + sacarose 46950°
T2 — amido 7% + sacarose 55500 &
T3 - &a 0,6% + aglicar 582002
T4 — amido 7% + aglicar 558502

CV% 289
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Pasqudeto e d. (1988) observaram reducéo de pH gpds o processo de
autodavagem do meo de cultura na presenca ou auséncia de &gar. A autoclavagem causou
decréscimo de pH de 0,1 unidade em meio ? S; em pH muito baixo (menos que 4), réo houve
dteraghes e =2 0 pH fosse gustado antes da autoclavagem, gerdmente ocorria um decréscimo
de 03 unidades durante as primeiras 24 horas e depois permanecia condante por um periodo
de amazenagem de 48 horas, podendo ocorrer poderiormente novas mudancas ou
adidificacdno. Edas mudangas poderian s causadas por desdratacdb do meio ou  por
precipitacdo de componentes mineras ou anda pda diminacdo de ions pea plata para
promover o equilibrio de pH no meo.

Durante a micropropagacéo de Maranta leucinera, Ebrahim & Ibrahim
(2000) observaram que pH levemente &cido € preferido para o crescimento e desenvolvimento,
embora, pH 57 tenha resultado em uma taxa de multiplicacd méxima (formacdo de brotos e
diferenciacdo foliar), nem dongamento de pate afrea, nem enraizamento, goresentaram
melhores resultados pela mudancga do pH do meio.

Os Quadros 15 e 16 gpresentam os resultados do teste de Tukey
obtidos para 0 pH aos 10 e aos 20 dias de desenvolvimento respectivamente. De acordo com
0s resultados do tete de Tukey, o traamento 3 diferiu dgnificativamente dos demas

tratamentos, nas duas épocas estudadas.
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Quadro 15: Vdores médios obtidos para pH nos meios de cultura dos diversos traamentos aos
10 dias de desenvolvimento, na fase de multiplicag@o de |pomoea batatas L.

Tratamentos Médias ()
T1- &gar 0,6% + sacarose 46950°
T2 — amido 7% + sacarose 4,8350°
T3— &gar 0,6% + agcar 557252
T4— amido 7% + aglcar 4,7600°

CV% 3

Quadro 16: Vdores médios obtidos para pH nos meios de cultura dos diversos tratamentos
aos 20 dias de desenvolvimento na fase de multiplicacdo delpomoea batatas L.

Tratamentos Médias (g)
T1- &gar 0,6% + sacarose 40775°
T2 — amido 7% + sacarose 42025"
T3— &gar 0,6% + aglicar 5,3200 2
T4 — amido 7% + aclicar 4.2205°

CV%59%5

O Quadro 17 gpresenta os vaores obtidos para 0 pH aos 30 dias de
desenvolvimento. De acordo com os resultados do teste de Tukey, o tratamento 1 e 3 diferiram
entre 9§ e dos tratamentos 2 e 4, 0s quas ndo goresentaram variagdo Sgnificativa. Embora o
tratamento 1 e 3 tenham diferido entre 9, apresentaram os maiores vaoresde pH,

Singha (1982) observou que a presenca de &gar no meio de cultura
confere menor grau de acidez. A reducdo depende do vdor do pH d&erido aites da
autodavagem, e que mudangas nos vaores de pH provocadas pda austoclavagem e pdo
acondicionamento acontecem com maior intensdade nos vaores de pH que variam entre 52 e

58. Entretanto o fao de conferir menor grau de acidez pdo égar é observado no presente
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trabaho, onde notase que o tratamento que contem &ar e aglicar comercid mantém o0s mas
dtos vdores de pH durante toda a fase experimentd, enquanto que &gar e sacarose P. A.

mostram maior acidez

Quadro 17: Vdores médios obtidos para pH nos meios de cultura dos diversos tratamentos 30
dias de desenvolvimento na fase de multiplicagéo de |pomoea batatasL.

Tratamentos Médias ()
T1- &gar 0,6% + sacarose 42350P
T2 — amido 7% + sacarose 39650°
T3 - &ar 0,6% + aclcar 52060 2
T4 — amido 7% + aglicar 4,0650 ¢

CV% 165

A Hgura 11 pemite visudizar mehor os resultados obtidos Pode-s
observar que os traamentos onde utilizou-se como agente gelificante o &gar (T1 e T3) foram
0s que mantiveram a mehor estabilidade do pH, porém, o uso de &gar e de aglcar crigd nédo
promoveu grandes variaghes ou diminuicdo podendo ser ede, um tratamento eficiente quando
s busca uma pequena vaiacdo no pH. Os tratamentos que utilizaram a mistura de amido
tiveram uma queda acentuada no vador do pH inicd, goresentando aos 30 dias 0s menores

vaores.
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Figura 11: Vdores médios de pH obtidos durante a fase de multiplicacdo de | pomoea batatas L.
nos diferentes tratamentos

Objetivando  determinar as variagbes de pH que ocorrem durante O
periodo de cultivo de cana de aclicar, Piza e d. (2002) notaram diminuicdo nos vaores de pH
em todos os tratamentos gpds a autocdlavagem até o find do periodo de cultivo (45 dias) de 58
paa 36 em madia independente do pH inicidmente gudado. Resultados semehantes S0

descritos por La & Singh (1995) também em cana de aclicar.
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5.2.5- Condutividade Elé&rica

Os vdores médios de vaiancia obtidos para condutividede détrica e

os resultados do teste de Tukey s20 apresentados nos Quadros 18, 19, 20 e 21.

Quadro 18: Vdores médios de condutividede eérica obtidos gods quaro horas da
autoclavagem dos meios de cultura.

Tratamentos M édias (uS.cmit)
T1- &gar 0,6% + sacarose 164175 %
T2 — amido 7% + sacarose 166750
T3— égar 0,6% + aglicar 1704502
T4— amido 7% + aglcar 1.55550°

CV% 367

De acordo com o teste de Tukey, pode-se notar que gods 4 horas da
autodavagem os vaores obtidos para condutividede dérica diferiram sgnificativamente entre
d. O traamento 3 foi 0 que mostrou maor vaor de condutividede dérrica seguido pelos
tratamentos 2, 1 e 4 respectivamente.

Quadro 19: Vdores médios obtidos para condutividede elétrica nos meios de cultura dos

diversos tratamentos aos 10 dias de desenvolvimento na fase de multiplicacéo
de Ipomoea batatasL.

Tratamentos M édias (uS.cm?)
T1- &gar 0,6% + sacarose 149275 °
T2— amido 7% + sacarose 1414,25°
T3— agar 0,6% + accar 1789752
T4— amido 7% + aglcar 1.30450°

CV% 6,8
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Aos 10 da de deswovimento o traamento 3 diferiu
sgnificativamente dos demas tratamento sendo, que O tratamentos 3, gpresentou novamente o

maior vaor de condutividade elétrica seguido pelos traiamentos 1, 2 e 4 respectivamente.

Quadro 20: Vdores médios obtidos para condutividede dérica nos meos de cultura dos
diversos tratamentos aos 20 dias de desenvolvimento na fase de multiplicacdo
de Ipomoea batatasL.

Tratamentos M édias (uS.cnit)
T1 - &gar 0,6% + sacarose 1450002
T2 — amido 7% + sacarose 1.259,00°
T3— &gar 0,6% + aclicar 116050 °
T4 — amido 7% + aglcar 1.395002

CV% 487

Aos 20 dias de desnvolvimento os tratamentos 2 e 3 diferiram
dgnificativamente dos traamentos 1 e 4. O traamento 1 foi 0 que goresentou maor

condutividade détrica

Quadro 21: Vdores médios obtidos para condutividede dérica nos meos de cultura dos

diversos tratamentos aos 30 dias de desenvolvimento na fase de multiplicacéo
de Ipomoea batataslL.

Tratamentos M édias (uS.cm?)
T1- &gar 0,6% + sacarose 151925%
T2 — amido 7% + sacarose 1465252
T3— &gar 0,6% + acucar 1.260,25"
T4 — amido 7% + aglcar 1547,002

CV% 308

Na Fgua 12 pode-s= visudizaa 0s reslltados obtidos paa

condutividade dlétrica durante a fase de desenvolvimento.
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Figura 12: Vdores médios de condutividade € étrica obtidos durante a fase de multiplicacéo
de |pomoea batatas L. nos diferentes tratamentos

Na Utima colea, o traamento 3 (&gar 0,6% com aglcar crigd)
goresentou menor  condutividade  eérica, diferindo  dos demas tralamentos, 0s quas néo
modtraram diferencas Sgnificativas entre S.

Notase pdos resultados que ocorreu diminuicdo na condutividade
détrica a0 longo do deservolvimento em todos os tratamentos propostos. Possvemente, as
plantas edariam absorvendo os ions livres, 0 que ocesonaria diminuicdo da condutividade
gérica Neste trabaho, os resultados indican que houve absorcdo de ions tanto em meo

lidificado com &a como com amido, porém Debergh (1983) rdaou que o uso de 0,8% de
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dgars Difco Bacto e purificados exibiram vdores de condutividade de 0,17 a 0078 p Scm’t
respectivamente.

De acordo com Bhatachaya e d. (1994) a condutividede détrica €
menor em mdo olidificado com &gar, que vaia entre 0,29 a 0,33 puScm' quando comparado
com amido de sagu, onde os vaores estfo em torno de 0,38 a 040 pS.cmit, entretanto todos os
agentes gdificantes usados, id0 € sagu e &a, modraamse dgnificantes taxas de

contaminacdo por ions, o que dteraria a condutividade eétrica

5.3- Custo

O amido é uma dternativa de baixo custo entre os agentes gdificantes
estudados. Seu uso é importante por representar uma reducdo de custo na escaa indudrid para
a cultura de tecidos de plantas, Cereda e d. (1998) por ocasd do “lll Encuentro Latino
Americano de Biotecnologia Vegetd” em Cuba, onde foi gpresentado o trabdho “La Busqueda
de Nuevos Almidones para Indudrias de Alimentos’, obtiveram informagbes que esimam o
nimero de Bio-fébricas e a patir da producdo destas, 0 mercado potencid do amido como
subdtituto do &gar empregado nos meios de cultivo em 20.000 toneladas anuas.

A subdtituicdo do &gar por amido como agente gdificante goresentou
uma reducdo de mas de 90% no cugo find do meio de cultura basco (Ribeiro, 1996). Neste
trabadho o cuso da mistura de amido representou uma reducéo de 94% em relacdo a0 cudto do
&gar, demondrando que a subdtituicio do &gar por midura de amido em meo de cultura é

vidve do ponto de vista econdmico.
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6- CONCLUSOES

1 A utilizacdo da midura de amido com agente gdificante no meio de cultura durante a fase
de multiplicacdo de Ipomoea batatas L. promoveu aumento de massa fresca e proteinas
llveistotas

2. O meo de cultura modificado por amido foi eficénte para micropropagacdo de Ipomoea

batatas L.
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