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RESUMO

A batata-semente € o principal fator de custo e qualidade da producdo da batata, os
produtores vém buscando novas tecnologias para a produgdo de sementes devido ao alto
custo de producéo e a baixa rentabilidade da cultura. O custo elevado das mudas in vitro
reprime a sua demanda. O objetivo desse trabalho foi desenvolver e adaptar métodos
para o estabelecimento de uma tecnologia de producdo de mudas e de microtubérculos
de batata em sistemas biorreatores de imersdo temporaria, a fim de incrementar o
rendimento, a eficiéncia e a seguranca dos processos de manipulacdo dos propagulos,
comparativamente ao protocolo atualmente empregado. Foram desenvolvidos quatro
prototipos de biorreator com mecanismos diferentes de transferéncia da solucéo
nutritiva. A partir de experimentos preliminares, selecionou-se para experimentacao o
sistema biorreator formado por um par de frascos plasticos PET em que um deles se
destina ao cultivo e o outro serve como depdsito da solucdo nutritiva, com rega por
gravidade. Foram implantados em seguida dois experimentos, um com o cultivo de
apices caulinares e outro com segmentos nodais, ambos seguindo o delineamento
fatorial fracionado 1/5 de 5x5x5, com duas repeticGes. Os fatores analisados foram: a)
concentragdo de nitrogénio na forma de NH4NOj3 (Nit); b) sacarose (Sac) e c) 6-Benzyl-
aminopurina (BAP). Com a aplicacdo de doses igualmente espacadas em cinco niveis,
com Nit variando de 0 a 3,22 g.L™* de NH4NO3; Sac variando de 0 a 80 g.L™, e BAP
variando de 0 a 10 mg.L™ Os resultados obtidos indicam forte interacdo entre o
NH4NOs e a sacarose, com melhores rendimentos na combinagéo Nit igual a 1,960 g.L™
de NH4NOj3 e Sac igual a 48 g.L™ para o cultivo de &pices caulinares e para o cultivo de
segmentos nodais com Nit igual a 2,820 g.L™* de NH4NOse Sac igual a 70 g.L ™. O BAP
prejudicou o desenvolvimento das mudas de batata. Os microtubérculos obtidos dos
tratamentos: 254, 342, 421 e 532 nédo foram suficientes para a determinagéo, a partir de
analises estatisticas, um meio especifico para a producdo de microtubérculos em sistema

biorreator.

Palavras Chaves: Imersdo temporéaria, meio liquido, micropropagacao
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1.INTRODUCAO

A batataticultura € uma das atividades mais importantes do mundo sob o ponto
de vista econdmico e social, produzindo-se anualmente 300 milhdes de toneladas dos
seus tubérculos em 19 milhdes de hectares. O Brasil € o maior produtor da América do
Sul, com 2,9 milhdes de toneladas-ano em 162 mil ha, seguido de Peru, Colémbia e
Argentina, sendo esses quatro paises responsaveis por 75% da producdo sul-americana
(AGRIANUAL, 2004 e OSAKI, 2003).

A producéo brasileira de batata concentra-se nos estados de Minas Gerais, Sdo
Paulo, Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. A exploracdo do cultivo tem
ocupado areas com clima mais favoravel, como o Triangulo Mineiro, o cerrado de
Goias e da Bahia, mantendo-se a &rea total cultivada pouco alterada, alcangando porém
maior produtividade e maior rentabilidade (AGRIANUAL, 2004 e OSAKI, 2003).

O cultivo da batata se da através do plantio dos tubérculos convenientemente
brotados, denominados de batata-semente. Elevadas producdes exigem o uso de batata-
semente com alta qualidade fitossanitaria, fisiologica e genética. Com a ocorréncia do
declinio da producgdo devido ao acumulo de patdégenos na batata-semente apds plantios
consecutivos em campo (DANIELS et al., 2002).

O Brasil situa-se em regido climéatica marginalmente adaptada para a producgéo
de batatas-semente e havia até por volta de 1995, a dependéncia de importacdes de
sementes de paises como Holanda, Canadé, Chile e Franga (PAES & SILVA, 2003).

A semente constitui o principal fator de custo e qualidade na producéo da batata
brasileira e, para superar tal adversidade, foram desenvolvidas uma serie de técnicas de
acompanhamento e controle da producdo para a obtencdo de sementes de qualidade,
reduzindo com isso a necessidade da importagdo de sementes. Atualmente, as
importacOes de batata-semente destinam-se a formacdo do estoque béasico, apds o que,
sdo multiplicadas sucessivamente no campo, visando relacdes custo-beneficio mais
favoraveis (PAES & SILVA, 2003).

O elevado custo de producédo da batata e da batata-semente exige dos produtores
a adocdo de novas tecnologias na producao de sementes, visando a reducéo do custo de
produgdo (FERREIRA & BITTENCOURT, 2003 e AGRIANUAL, 2004). E dentre as
técnicas utilizadas, aquela que estabelece a formacao de um matrizeiro indexado in vitro

como base para a produgcdo de micro-estacas in vitro, seguida por seu cultivo em



ambiente protegido para a producdo de tubérculos-semente, se apresenta como a mais
empregada.

Apesar da expansdo dessa tecnologia, observa-se ainda uma certa repressdo na
demanda por mudas micropropagadas de batata devido ao seu custo alto. O prego
elevado da muda é consequéncia dos elevados custos laboratoriais (tais como a mao-de-
obra especializada, energia elétrica, reagentes, agentes gelificantes e da baixa eficiéncia
multiplicativa da micropropagacdo). Ainda que ndo existam estatisticas sobre o assunto,
estima-se que a producdo brasileira de mudas micropropagadas de batata ndo cubra
sequer 10% do mercado potencial.

Neste trabalho foram conduzidos experimentos para avaliar a producdo de
mudas e de microtubérculos in vitro em sistemas biorreatores, utilizando meios
autotrdficos e heterotréficos, de forma a proporcionar maiores rendimentos e eficiéncia
na producdo de mudas em laboratdrio e no cultivo subsequente em casa de vegetacao,
comparados a tecnologia atual de formacéo do estoque basico de batata-semente.

Procurou-se adaptar e desenvolver a técnica de cultivo in vitro em meio liquido
praticada na maioria dos laboratérios de forma estaciondria, para condigdes de
biorreatores de imersdo temporéria. O prot6tipo biorreator utilizado nos experimentos
foi escolhido devido a sua facilidade de construcdo e de manuseio, assim como 0s
resultados obtidos nos experimentos preparatorios desenvolvidos no Centro de
Horticultura do IAC.

Este trabalho teve como principais objetivos otimizar e adaptar o cultivo e a
producdo de mudas micropropagadas e de microtubérculos de batata em sistemas
biorreatores de imersdo temporaria. Adotou-se tecnologias e material de baixo custo,
visando maior retorno econdmico da producdo em escala, com reducdo de méo-de-obra
nas operagdes de repicagens e manutencdo de matrizeiros, visando sua aplicacdo no

cotidiano dos laboratdrios de pesquisa e de producédo de batatas-semente.

2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producao de Batata-Semente

A batateira apresenta como caracteristica evolutiva, uma ampla e diversificada
capacidade de adaptacdo as formas de propagacdo vegetativa. Além da semente

botanica sdo funcionais para a propagacdo vegetativa as estacas caulinares apicais,



segmentos caulinares, apices e segmentos estoloniferos, folhas, tubérculos, brotos
caulinares e brotos destacados dos tubérculos (MIRANDA FILHO et al., 2003).

A legislacdo brasileira compreende as classes Genética, Bésica, Registrada e
Certificada de batata-semente. A Semente Genética é aquela oriunda de melhoramento
genético; a Semente Basica resulta da multiplicacdo da Genética e comporta diversas
Sub-Classes, em que a mais elevada se utiliza de técnicas de micropropagacao in vitro e
o cultivo em ambiente protegido (casa de vegetacdo); Semente Registrada é aquela
produzida a partir da batata-semente importada; Semente Certificada é aquela obtida
pela multiplicacdo no campo, das Classes Basica ou Registrada (BRASIL, 2005).

A producdo de batata-semente Basica com alta qualidade genética, fisioldgica e
fitossanitaria, prevé a formacdo de mudas in vitro e o seu cultivo em ambiente
protegido, utilizando tecnologias modernas como o isolamento e cultivo de meristemas
in vitro, indexagcdo das mudas contra viroses, micropropagacdo de mudas in vitro,
cultivo de mudas em ambiente protegido (FERREIRA & BITTENCOURT, 2003).

A tecnologia mais frequentemente adotada no Brasil envolve o plantio de mudas
micropropagadas in vitro e cultivadas em ambiente protegido contra vetores de virus e
outros patdgenos. Partindo dessas mudas, forma-se um matrizeiro que ap6s sucessivas
repicagens ira fornecer estacas para a formacdo dos lotes de semente Basica. Devido a
baixa taxa de multiplicacdo da batata, a quantidade de sementes necessaria para o
plantio dos campos de cultivo s6 é alcancada apds duas a trés multiplicacBes sucessivas
diretamente no campo (MIRANDA FILHO et al., 2003).

2.2 Micropropagacgao

A tecnologia de micropropagacdo da batata encontra-se bem estabelecida,
podendo fazer uso de meristemas, apices caulinares, segmentos nodais e gemas laterais
para obtencdo de mudas geneticamente idénticas e com alta qualidade sanitaria. Pode-se
também direcionar o cultivo in vitro para a formagdo de calos capazes de regenerar
mudas para o melhoramento genético da batata (SCHILDE-RENTSCHLER &
SCHMIEDICHE 1984; BOXUS & DRUART, 1986 citados por WANG & HU, 1982).

Diversas variag0es dos meios de cultivo sdo utilizados para os diferentes tipos de
propagacéo in vitro, desde a utilizacdo do meio basico MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962), alem de variacbes (PEREIRA & FORTES, 2003), como também outros meios



desenvolvidos para situagdes especificas tais como: multiplicacdo rapida, (DODDS &
ROBERTS, 1985), manutencdo de germoplasmas (HUSSEY & STACEY, 1984) e
obtengdo de microtubérculos (WANG & HU, 1982; WANG & HU, 1985;
TAKAYAMA,1991 , DONNELLY, et al, 2003).

As principais técnicas de cultura de tecidos utilizadas na batata envolvem a
eliminacdo de virus, bactérias e fungos endofiticos por intermédio da cultura de
meristemas, desenvolvendo-se mudas através da organogénese direta e indireta para
aumento e para a conservagao de germoplasma (BAJAJ, 1986 e BAJAJ, 1987)

Através da cultura de calos obtém-se maior nimero de plantas, mas essa técnica
tem uso restito ao melhoramento para a obtencdo de novas variedades devido ao
elevado indice de variacdo somaclonal (BAJAJ, 1986 e BAJAJ, 1987).

Para cada tipo de propagulo é empregada metodologia especifica de
multiplicacdo e dentre eles, o cultivo em ambiente protegido, cultivo em campo isolado
para producdo de tubérculos comerciais, micropropagacdo para obtencdo de mudas,
microtuberizacdo in vitro, multiplicacdo de brotos retirados da batata-semente, cultivo
hidroponico por filme de nutrientes, cultivo hidropénico com substrato, cultivo em
tlneis diretamente no campo e muitas outras variagcbes (DODDS & ROBERTS,1995;
GAMBORG & PHILLIPS, 1995 e TORRES et al, 1998).

De acordo com ZOBAYED et al. (2000), as limitacbes da micropropagacao
convencional sdo decorrentes do isolamento do frasco de cultivo que restringe as trocas
gasosas com o0 ambiente, resultando em: a) baixa produtividade pela restricdo ao
sequestro de CO,; b) acumulo de etileno em niveis elevados; ¢) umidade relativa
demasiado elevada no interior do frasco; d) baixa taxa de crescimento; €) baixa taxa de
aclimatacdo das plantas micropropagadas, devido aos estresses acumulados com o mau
funcionamento dos estdmatos, desorganizacdo do tecido palissadico e de camadas de

mesofilo esponjoso, deficiéncia de clorofila, vitrificacdo dos tecidos.

2.2.1 Meios de cultivo

Na cultura de tecidos os explantes regeneram-se em condi¢des assépticas e em
ambiente préximo do ideal. Ha contudo, necessidade do fornecimento de nutrientes de
forma balanceada e de fontes de energia essenciais para o desenvolvimento, e que, em

grande parte, controlam o padrédo de crescimento in vitro (CALDAS et. al., 1998).



Para cada espécie e mesmo ao nivel de genotipo, hd uma necessidade especifica
de nutrientes e substancias essenciais. O meio de cultivo de plantas in vitro inclui um
agente solidificante, com funcdes de sustentacdo das plantas, aeracdo radicular e o
controle osmadtico (GAMBORG & PHILLIPS, 1995 e TORRES et al, 1998 ).

Nos anos recentes tem havido um aumento das referéncias na bibliografia
internacional a utilizacdo de cultivo em meio liquido, por proporcionar melhor
desenvolvimento das plantas, reducdo nos custos de mdo-de-obra e do agente

gelificante, e maior facilidade na aclimatacdo das plantas.

2.2.1.1 Cultivo em meio sélido

O meio de cultivo solidificado ¢ o mais utilizado na micropropagacéo
convencional. Composto por agua, nutrientes e um agente solidificante que pode ser
agar, phytagel, ou algum derivado de amido, algas ou substancias sintetizadas para esse
fim (CALDAS et al., 1989; DODDS & ROBERTS,1995 e GAMBORG & PHILLIPS,
1995).

As principais caracteristicas que 0s agentes solidificantes conferem ao cultivo
s80: a) suporte para o sistema radicular das plantas in vitro; b) favorecimento de trocas
gasosas no sistema radicular, assim como entre 0 meio de cultivo e o interior do frasco
de cultivo; c) favorece o controle osmatico do meio sobre o explante cultivado, evitando
a vitrificacdo por excesso de umidade (CALDAS et al., 1989; DODDS &
ROBERTS,1995 e GAMBORG & PHILLIPS, 1995).

Alguns fatores sdo limitantes para o cultivo em meio sélido: a) o elevado custo
do gel; b) alta demanda por de mao-de-obra, devido a elevada frequéncia de
subcultivos; c) formagéo de um gradiente de nutrientes a medida gque o tecido absorve o
nutriente; d) acimulo de substancias fitoalelopaticas e de exudados radiculares que
podem prejudicar a absorcdo de nutrientes e o desenvolvimento e crescimento (LEVIN,
et al.,1997; CID et al.,2002; TEIXEIRA,2002).

Plantas e mudas micropropagadas em meio de cultivo solido tém o custo
inflacionado pelo preco do agente solidificante e pela limitacdo da area de cultivo
dentro do frasco. Soma-se a isso a dificuldade de automatizar a substituicdo do meio
nutritivo esgotado para a otimizagédo do processo (KOZAI, 1991a; ZIV, 1995 ; LEVIN,
etal.,1997 e CID et al., 2002).



Quanto maior a quantidade de plantas cultivadas por frasco, maior a eficiéncia
econémico-financeira do empreendimento. Enquanto o frasco utilizado com meio de
cultivo sdlido situa-se ao redor de 500ml, no cultivo em meio liquido, chega-se até 5000
ml em escala industrial (LEVIN, et al.,1997; CID et al.,2002; ETTIENE &
BERTHOULY,2002e TEIXEIRA,2002).

2.2.1.2 Cultivo em Meio Liquido

A micropropagacdo convencional em meio solidificado tem apresentado ganhos
de eficiéncia com sua adaptacdo ao meio liquido e j& vem sendo utilizado em diversas
espécies como o café e a cana de aglcar (LORENZO et al.,1998), banana (LEVIN, et
al.,1997 e LEMOS, et al., 2001), abacaxi (ESCALONA, 2003), morango e até mesmo
batata (AKITA & TAKAYAMA, 1988).

O cultivo em meio liquido é muito semelhante ao cultivo em meio solidificado,
exceto pela necessidade de oxigenacdo do meio de cultivo para prevencdo da morte de
células por asfixia. No cultivo em meio liquido, deve-se tomar cuidados para evitar
hipoxia (baixas concentracfes de O,) que estdo associadas com a vitrificacdo ou
hiperhidratagéo do tecido (HVOLSLEF — EIDE et al., 2003).

As vantagens dos meios de cultura liquidos, de acordo com AITKEN-
CHRISTIE & DAVIES, 1988 e ZIV (1995) sdo: a) o contato fisico entre a planta
(explante) e o meio de cultivo é melhorado; b) ha uma queda na restricdo de trocas
gasosas para as raizes; c) proporciona um melhor controle da composicdo do meio e de
trocas gasosas; d) o crescimento das plantas € mais homogéneo.

A principal desvantagem do cultivo em meio liquido resulta da baixa pressdo
osmotica do meio, em que a planta tende a absorver mais liquidos, reduzindo assim as
trocas gasosas. Esse problema pode ser solucionado adicionando-se um sistema de
oxigenacdo (KOZALI, 1991a; ZIV (1995); LEVIN, et al.,1997; TEIXEIRA, 2002).

Altos rendimentos de microtubérculos de batata sdo obtidos com a hidroponia in
vitro, que consiste na tuberizacdo de segmentos nodais dispostos em suporte de algodéao
e papel filtro, nutrindo o explante com o meio liquido. (NHUT et al, 2006).

N&o existem relatos na literatura brasileira da utilizacdo de meio liquido em

sistemas de biorreatores para a producdo em larga escala, embora esta técnica seja



empregada rotineiramente em diversos paises como a Estados Unidos, Coréia, Cuba e
Taiwan para a producdo industrial ( WANG & HU, 1982, JIMENEZ et. al., 1999).

2.3 Biorreatores

Os biorreatores sdo sistemas de cultivo in vitro cuja funcdo basica é promover
condicBes 6timas de crescimento através da regulacéo de fatores quimicos e, ou, fisicos.
Sdo0 compostos por um meio de cultivo liquido, um mecanismo de oxigenagédo
(opcional) e um mecanismo de suporte ou fixacdo para o organismo a ser cultivado
(opcional) (CID et al., 2002; TEIXEIRA,2002).

Foram derivados dos tanques de fermentacdo utilizados na producéo de bebidas
a partir de substrato (mosto) e nutrientes e, inicialmente adaptados para a cultura de
células in vitro e na producdo de metabdlitos secundarios. E depois, otimizados para a
formagéo de mudas, pelo cultivo de gemas e microestaquias (HALE et al., 1992; CID et
al., 2002).

Os principais argumentos para a adaptacdo dos biorreatores para o cultivo de
células e plantas foram: a) necessidade do cultivo em larga escala, com maior taxa de
crescimento e desenvolvimento; b) reducdo de custos com agentes solidificantes,
repicagens sucessivas e mao-de-obra; c) automatizacdo do cultivo (AITKEN -
CHRISTIE & DAVIES, 1988; PREIL, 1991; CID et al., 2002 e TEIXEIRA,2002).

Isso sO foi possivel com adocgdo de estratégias para a diminui¢do de custos de
producéo in vitro a partir da introducdo de novos materiais como substratos artificiais,
frascos de cultivo, de lampadas mais apropriadas, substituicdo da sacarose (principal
fator contaminante do cultivo in vitro), injecdo de CO,, melhor controle ambiental, para
a promocdo do crescimento autotréfico das plantas in vitro e para delimitar desordens
fisioldgicas durante os estagios de multiplicacdo e preparacdo (KOZAI 1991a; HALE et
al., 1992; BUDDENDORF-JOOSTEN & WOLTERING, 1995; PAEK et al., 2001,
ETIENNE & BERTHOULY, 2002 e GRIGORIANDOU & LEVENTAKIS, 2003).

Os diversos tipos de biorreatores sdo classificados de acordo com 0 mecanismo
de renovacdo do meio de cultivo, tipo de aeracdo, funcionamento e exposicdo do
explante, de acordo com as exigéncias da espécie, do tipo de célula ou érgdo a ser
propagado (ETIENNE, 2002; TAKAYAMA, 1991, PREIL, 1991).



Os sistemas biorreatores podem ser divididos em quatro categorias, de acordo
com o funcionamento: mesas inclinadas e agitadores, imersdo completa do material
vegetativo com renovagdo do meio nutritivo; imersédo parcial com mecanismo de
renovacdo do meio de cultivo; imersdo completa por mecanismo pneumatico de
transferéncia do meio de cultivo sem renovacdo do meio (ETIENNE, 2002).

Os principais tipos de biorreatores para a cultura de tecidos descritos na
literatura, (TAKAYAMA, 1991; TEISSON et al. 1996; LEVIN et al..1997 e
TEIXEIRA, 2002) compreendem:

a) Biorreator do tipo aerador agitador (Aeration agitation bioreactor), em que o
meio liquido é agitado por uma hélice localizada na parte inferior do frasco
de cultura, esse tipo de biorreator ¢ mais parecido com os fermentadores
convencionais;

b) Biorreator tipo Tambor rotatério (Roller drum bioreactor), utilizado no
trabalho de microtuberizagdo de AKITA & OHTA, 1998. Onde foram
colocados explantes de batata para a inducéo de microtuberizacao;

c) Biorreatores do tipo borbulhamento (Air Driven bioreactor), onde no fundo
do frasco possui um tubo, que promove o borbulhamento e homogeneizagédo
do meio de cultura;

d) Biorreatores de aeracdo simples e coluna de bolha (Bubble column
bioreactor), desenvolvido por TAKAYAMA (1991), onde se cultivavam
hastes, bulbos cormos e tubérculos de plantas;

e) Biorreatores com levantamento de ar (airlift bioreactor), sdo biorreatores
desenvolvidos para suprir a necessidade de aeracdo e estresse por excesso de
umidade. Funcionam com bolhas de ar que suspendem o meio de cultura,
promovendo a aeracdo, homogeneizacdo e poucos danos ao material em
cultivo.

O sistema de biorreator de imersdo temporéaria resultou da adaptacdo de diversos
biorreatores visando melhorar as condi¢fes de oxigenacdo da solugdo nutritiva para o
cultivo de plantas, no qual o explante fica imerso ou em contato com o0 meio, por um
curto espaco de tempo (TEISSON et al., 1996 e LEVIN et al., 1997).

Alguns biorreatores de imersdo temporaria utilizam um mecanismo pneumatico
para transferéncia do meio de cultivo do frasco de estoque para o frasco de cultivo, esse
procedimento melhora as trocas gasosas e o arejamento do meio de cultura, além de

evitar que as raizes figuem em constante contato com o meio, evitando-se assim a



vitrificacdo dos tecidos cultivados (TEISSON et al., 1996; TEIXEIRA, 2002,
TAKAYAMA, 1991).

A principal vantagem desse sistema ¢ facilitar as trocas gasosas, 0 que reduz a
incidéncia de vitrificacdo dos explantes, causada pelo estresse hidrico e falta de aeracéo.
Geralmente nesse tipo de biorreator é acoplado um filtro tipo ceramico de 0,22 micra.

O biorreator desenvolvido a partir desse sistema e patenteado por TEISSON et
al. 1999, é denominado RITA. Esse sistema utiliza material nobre e tem custo bastante
elevado. Entre suas principais vantagens esté a facilidade de utilizacdo, a economia de
espaco (pois o reservatorio do meio nutritivo fica dentro do frasco de cultivo) e
facilidade para sua esterilizacdo uma vez que todos os componentes que tém contato
direto ou indireto com a cultura séo autoclavaveis.

Foram desenvolvidos no Brasil, pelo menos dois sistemas de biorreatores para o
cultivo de plantas, o biorreator de imersdo temporaria e 0 de imersdao permanente,
ambos desenvolvidos pela Embrapa, utilizando diversos tipos de plantas e explantes
(CID et al., 2002 e TEIXEIRA, 2002). No entanto, ndo se tem noticia do uso dessas
técnicas em laboratérios privados na producdo de mudas de batata.

O sistema biorreator de imersdo permanente adotado por CID et al. (2002),
mostrado na Figura 1, é utilizado para a producdo de mamao, abacaxi, café, morango,
alamo e orquidea. Este sistema é composto por frascos de 500 a 1000 ml, com as tampas
adaptadas para entrada e saida de ar, acoplados em filtros milipore (0,2 um) ligados a
um microcompressor de ar (aproximadamente 3 L/min) por meio de tubos de silicone

até o fundo do frasco, onde produzirdo bolhas de ar no meio de cultivo liquido.

o

Fonte: Cid et al. 2002
Figura 1. Esquema de biorreator de imersdo permanente.

JIMENEZ et al, 1999, descrevem a construgdo de um biorreator de imerséo

temporéaria contendo um compressor de ar, tubos de PVC de 10 mm de didmetro, 1



regulador de presséo, valvulas solenoides, timer, tubos de silicone autoclavaveis de 6
mm de didmetro, filtros de ar e frascos para o cultivo e para o meio de cultura, conforme

a Figura 2.

Cultura de Explantes

. o

Meio de cultura

2 1- Bomba
2- Tubos e Conexdes

3- Reservatorio de Meio de cultivo

3 4- Frascos de Crescimento das Mudas

1 Meio de Cultivo 5- Tubos e Conexdes

Figura 2. Esquema de Biorreator de Imersdo Temporaria.

Diversas outras metodologias estdo disponiveis para a producdo de mudas de
batata através da micropropagacdo por biorreatores, conforme KOZAI (1991b),
KITAYA et al. (1995a), KITAYA et al. (1995b), NIU et al. (1996), ROCHE et
al.(1996), WOLF et al. (1998) e ZOBAYED et al. (2000).

2.3.1 Contaminacao

A contaminacdo € o principal fator limitante na cultura de tecidos. Mesmo sem
potencial fitopatogénico e sem desenvolver além do cultivo in vitro, compete com 0s
cultivos por nutrientes, COg, luz, espago, trocas gasosas e outros fatores do crescimento
de plantas (DEBERGH et al., 1988; CASSELLS, 1991 e CASSELLS, 2001).
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2.3.1.1 Métodos de Esterilizacéo

Para que a esterilizacdo seja eficiente, sdo necessarios cuidados com a higiene do
local e na manipulacdo dos materiais (GAMBORG & PHILLIPS, 1995). A esterilizacao
pode ser feita a seco, com temperaturas em torno de 160 a 190 °C (por 45 a 1,5 min,
respectivamente). A esterilizacdo por calor tmido envolve o uso de autoclave, em que o
tempo e a temperatura sdo dependentes do volume do objeto a ser esterilizado,
normalmente para volumes de até 50 cm? utiliza-se presséo de 103,4 kPa a temperatura
de 121°C por 15 min (DODDS & ROBERTS, 1985; GAMBORG & PHILLIPS, 1995 e
TORRES et al., 1998).

Para a esterilizacdo de objetos que sdo degradados pelo calor, pode se utilizar
substancias quimicas para a esterilizagdo, como o alcool etilico 70% (v/v), solucdes
saturadas de hipoclorito de sodio e cloro e misturas contendo essas substancias. Para
substancias liquidas que sdo instaveis na presenga de calor, pode se utilizar o método da
ultrafiltragem com poros de 0,22 um (DODDS & ROBERTS, 1985; GAMBORG &
PHILLIPS, 1995 e TORRES et al., 1998).

2.3.2 Producao de Mudas Micropropagadas

Uma das vantagens da producdo de mudas em laboratorio consiste na otimizagéo
do escalonamento na multiplicacdo dos propagulos em casa de vegetacao, 0 que permite
produzir durante o ano todo (DODDS & ROBERTS, 1985; GAMBORG & PHILLIPS,
1995 e TORRES et al., 1998).

As principais razdes para a utilizacdo da micropropagacao in vitro, segundo
TAKAYAMA, (1991) estdo relacionadas ao fato de que as plantas obtidas sé&o
geneticamente homogéneas, potencialmente livres de viroses e de outros patdgenos
causadores de declinio.

Algumas desvantagens tém que ser consideradas, como a variagcdo somaclonal

que ocorre quando se expde a muda a um el
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Na producdo de mudas in vitro de batata, a técnica mais utilizada € a micro-
estaquia, que utiliza segmentos de apices caulinares e segmentos nodais com gemas
definidas. Isso agiliza o processo de resposta do explante, pelo fato das células ja
estarem diferenciadas, ter tamanho relativamente maior e serem menos afetadas pelo
estresse da repicagem. Obtém-se assim, maior quantidade de mudas num curto espaco
de tempo (GAMBORG & PHILLIPS, 1995; BAJAJ, 1987 e DODDS & ROBERTS,
1995).

2.3.2.1 Carboidratos como fontes de energia

Células, tecidos e plantas cultivadas in vitro, na maioria das vezes nao
encontram condi¢es Otimas de iluminacdo e concentracdo de CO, para 0 Sseu
desenvolvimento, gerando plantas com baixos teores de clorofila, insuficientes para
realizar fotossintese capaz de sustentar o crescimento. Por esse motivo, todo meio de
cultivo requer uma fonte de carbono e de energia, que é dado pela sacarose. Que atua
ndo s6 como fonte de carboidrato mas também como regulador do potencial osmético
do meio (DODDS & ROBERTS, 1985 e CALDAS et. al., 1998).

Cultivos heterotroficos sdo aqueles que dependem do fornecimento de fontes de
carboidratos como os agUcares para sintese de energia, dependendo também da energia
luminosa para formacdo de compostos energeéticos. Cultivos fotoautotréficos sao
capazes de produzir os compostos energéticos através da captura de CO, atmosférico a
partir dos nutrientes fornecidos, e utilizando energia da luz (PUGA et al., 1991).

Os carboidratos fornecem energia metabodlica e esqueletos carbdnicos para a
biossintese de aminoacidos e proteinas, polissacarideos estruturais como a celulose,
enfim, todos 0s compostos organicos necessarios para 0 crescimento das células
(CALDAS et. al., 1998).

As principais fontes de carbono utilizadas na cultura de tecidos estdo
relacionadas com o suprimento de CO, e sdo carboidratos como a sacarose, frutose e
glicose e outras substancias organicas. A sacarose € a principal fonte de carbono no
crescimento heterotréfico in vitro (DODDS & ROBERTS, 1985 e CALDAS et. al.,
1998).

As plantas na micropropagacdo convencional se desenvolvem como organismo

heterotréfico, ou seja, presenca de sacarose como principal fonte de carbono, realizando
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pouca ou nenhuma fotossintese, para a producdo de carboidratos (KOZAI, 1991b e
KITAYA et al., 1995).

Na micropropagacdo fotoautotréfica, em funcdo do fornecimento de CO, e da
maior intensidade luminosa, a planta consegue desenvolver num sistema que reduz a
evapotranspiracdo, formando maior quantidade de estdmatos (ZOBAYED et al. 2000).

Toda planta ou explante in vitro tem poder fotoautotréfico, contanto que existam
clorofilas fotossinteticamente ativas e concentra¢es adequadas de CO,, intensidade
luminosa e fotoperiodo (KITAYA et al.,, 1995a; DESJARDINS, 1995 e NIU et al,
1996).

A suplementagdo de CO, no frasco da cultura de tecidos se da pelo incremento
das trocas gasosas através de filtros membranosos ou do aumento da concentracdo do
CO, atmosférico no ambiente exterior ao frasco (KITAYA et al.,1995b)

A contribuicdo da fotossintese para 0 aumento de matéria seca em mudas de
batata pela elevacdo da concentracdo de CO, de 350 a 1000uMol.Mol é mais visivel que
a resposta pelo aumento da concentracdo de sacarose (FUJIWARA et al. 1995).

Aceita-se a hipotese de que a contribuicdo da fotossintese para o ciclo completo
do metabolismo do carbono de cultura de tecidos € limitado por causa da baixa
intensidade luminosa e pelo esgotamento do CO, causado pelo fechamento do frasco.

Os baixos indices de sobrevivéncia e da taxa de crescimento de plantas no
estagio de aclimatacdo, segundo KOZAI (1991a), estdo relacionados com: a) baixa taxa
fotossintética das plantas in vitro; b) ciclo autotroéfico incompleto; c¢) alta taxa de
transpiracdo combinada com uma fina parede cuticular, baixa resisténcia cuticular e
funcionamento anormal dos estdmatos; d) enraizamento incompleto; e) desordens

fisiologicas como vitrificacdo e estiolamento.

2.3.3 Producéo de Microtubérculos

A aplicacdo da técnica de cultura de tecidos para producdo de microtubérculos
de batata, em escala comercial, ja é utilizada em diversos paises, destacando-se a
Europa Ocidental, Taiwan e nos Estados Unidos (WANG & HU, 1982, DONNELY et
al.,2003). Nesses paises, os laboratorios de producdo de mudas de batata in vitro
surgiram a partir de associagdes com produtores e viveiristas que tinham como objetivos

a producdo de mudas livre de doencas ou de acelerar os métodos convencionais de
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propagacao vegetativa. No Brasil a aplicacdo dessa técnica é relativamente recente e,
sd0 poucas as empresas que trabalham nessa area e ainda sdo poucos os laboratdrios
associados aos produtores, porém com tendéncia de crescimento (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998).

Os beneficios da utilizacdo de microtubérculos in vitro para a propagacgéo estdo
relacionadas ao fato de serem obtidos em condi¢des assépticas e por se poder produzir o
ano todo em condi¢fes ambientais controladas. Apos a quebra da dorméncia, podem ser
transplantados diretamente para o campo, sem a necessidade de passar por processo de
aclimatacdo e multiplicagdo em estufas, sdo conservados mais facilmente e
proporcionam maior facilidade de transporte e planejamento (AKITA & TAKAYAMA,
1988; AKITA & OHTA, 1998).

Microtubérculos sdo tubérculos de pequeno tamanho, produzidos através de
explantes de segmentos nodais ou &pices caulinares cultivados in vitro em meios de
cultivo especificos (PRUSKI, 2003). A producédo é feita em duas etapas (AKITA &
OHTA, 1998; TAKAYAMA, 1991, HULSHER et al., 1996 ). A primeira delas consiste
na multiplicacdo das estacas micropropagadas em meio MS liquido contendo 30g.I™ de
sacarose, sob imersdo continua e fotoperiodo de 16 horas. A segunda etapa consiste na
adicdo de meio MS com 90 g.I™* de sacarose, no escuro.

A adocao da producdo de microtubérculos em frascos convencionais se restringe
pela pequena quantidade de microtubérculos formados e pelo seu reduzido tamanho e
vigor que limitam seu transplante para o campo (NHUT, 2006).

Segundo PIAO et. al.(2003), a producdo de microtubérculos em biorreatores
envolve duas etapas: a) Inoculacdo da planta matriz em meio de crescimento e
multiplicagdo, composto por Meio MS, 3% sacarose, pH 5.8, imersdo de 12 vezes ao dia
e 60 min por vez, 25 °C; 100 pmol.m?s™ PPFD, fotoperiodo de 16h; b) Transferéncia
apos quatro semanas, para 0 meio de indutor da tuberizagéo, alterando a sacarose para

8%, com ou sem BAP (4,44 pM = 1,00 mg.L™), no escuro, colhendo apés 8 semanas.

2.3.3.1 Tuberizacéo in vitro

Para a inducdo a tuberizacdo in vitro da batata diversos aspectos sdo relevantes,
como fatores ambientais, fisicos e quimicos, dadas pela concentracdo de nitrogénio,

potassio, sacarose, variacdo de fotoperiodo, intensidade luminosa, temperatura,
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concentracdo de reguladores de crescimento enddgenos e externos. (HUSSEY &
STACEY, 1984; GOPAL, 1998; KERBAUY, 2004)

Sdo trés as etapas de tuberizagdo in vitro: a) inducdo por fotoperiodo, sem
modificacbes morfoldgicas; b) iniciacdo da tuberizacdo, marcada pela parada do
alongamento do estoldo e alteracdo do plano de divisdo celular na regido subapical do
estolho; c) divisdes celulares e acumulo de reservas. O tubérculo ¢ um caule
modificado, com noés, entren0s e um eixo muito curto e espessado, onde ocorre 0
acimulo de amido nos plastidios especiais, os amiloplastos (CUTTER, 1992;
FIGUEIREDO - RIBEIRO et al., 2006).

A tuberizacdo in vitro € afetada por uma combinacéo de fatores, como o volume
do meio de cultivo, a taxa de aeracdo do frasco de cultivo, o tempo de exposi¢do dos
explantes aos fatores indutivos, periodicidade de emergéncia dos explantes (quando em
sistemas de biorreatores imersos), renovacdo de meio de cultivo (HUSSEY &
STACEY, 1984; GARNER & BLAKE, 1989; HULSCHER et al. 1996 e GOPAL &
MINOCHA,1998), onde a maior limitacdo para a producdo de microtubérculos esta na
escolha de indutores de tuberizacdo in vitro (DONELLY, 2003).

Os principais agentes de indugé@o de microtuberizacao in vitro estdo relacionados
a fatores exdgenos como a temperatura, fotoperiodo e luminosidade, além de fatores
enddgenos de acdo hormonal (produzidos pelas folhas e translocados) e fontes de
carboidratos como sacarose, frutose e lactose que podem induzir modificacdes
morfofisioldgicas, que resultariam em tuberizacdo da planta (HUSSEY & STACEY,
1984; FORTI, 1991; EWING, 1995 e FIGUEIREDO - RIBEIRO et al., 2006).

2.3.3.2 Fonte de energia luminosa

Conforme COLEMAN & COLEMAN (2000), a inducdo a microtuberizacdo €
mais efetiva quando a planta é submetida ao fotoperiodo de 8h ao invés do escuro total,
reduzindo-se assim o periodo de dorméncia dos microtubérculos. A concentracdo de
sacarose também tem efeito sobre a dorméncia dos microtubérculos, quando se aumenta
a concentracdo de sacarose, conservando o fotoperiodo de 8h luz, reduz-se a dorméncia.

Inducdo da microtuberizacdo em dias curtos tem mais eficiéncia que a indugéo
em condicdo de escuro completo, e nem sempre a indugdo por meio de mudanga de

fotoperiodo € eficaz. Noites longas sdo favorecedoras da inducédo a tuberizacéo (planta
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de dias curtos). Em fotoperiodo longo hd um maior crescimento das porcOes aéreas, e
maior numero de estoldes e ramificacdes, gerando assim um atraso na tuberizacdo. Ha
necessidade da inducéo por estimulo, com a adigdo de altas concentragdes de sacarose e
citocininas (GARNER & BLAKE, 1989 e EWING, 1995).

A microtuberizacdo pode ser mais rapida em condi¢bes de escuro, mas a
porcentagem de gemas induzidas em relacdo a quantidade de microtubérculos
produzidos é baixa. A presenca de luz na microtuberizacdo pode influenciar a formacéo
dos olhos nos microtubérculos, assim como diminuir o periodo de dorméncia
(DONNELLY et al. 2003).

Fotoperiodo longo causa atraso na tuberizacdo in vitro, aumenta o crescimento
da parte aérea, 0 numero de estoldes e a quantidade de ramificacdes. A inducdo pode
estar relacionada a um estimulo produzido pelas folhas onde um grupo de folhas ja
expandidas pode ser a fonte de indugdo para um grupo de estolGes. EstolGes de idades
diversas possuem diferentes niveis de sensibilidade aos hormonios, sintese de
giberelinas em diferentes periodos e diferentes tempos de inducdo.(KERBAUY, 2004)

O estimulo produzido pelas folhas, que apresentam idades diversas e diferentes
potenciais, resulta na sintese de giberelinas em diferentes periodos e acarreta diferentes
tempos de inducédo de tuberizacdes. A folha que € o sitio receptivo, quando recebe um

ou mais estimulos, sdo translocados para os locais de resposta (EWING, 1995).

2.3.3.3 Carboidratos no meio de cultivo

Culturas in vitro apresentam geralmente uma baixa taxa fotossintética, por isso
precisam dispor de uma fonte de carboidratos, que geralmente é a sacarose e dependem
da luz, que é fundamental para a morfogénese (GRATTAPAGLIA & MACHADO,
1998). A sacarose € a fonte de carboidrato mais utilizada, pois suporta maiores taxas de
crescimentos na maioria das espécies (CALDAS et al.1998).

De acordo com DONELLY et al (2003), que cita diversos autores, o estimulo
mais critico se dd com a presenca de sacarose no meio de cultivo, pois interfere na
pressdo osmotica, € a principal fonte de energia e em altas concentracfes induz a
formagdo de microtubérculos. Geralmente a inducdo ocorre com o aumento da
concentracdo de sacarose de 2 a 3% para 8 a 9%, enquanto maiores aumentos nédo
trazem efeito na inducéo a microtuberizacdo (KHURI & MOORBY, 1995).
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O crescimento dos tubérculos segundo YU et al. (2000), se d& com a
disponibilidade de sacarose no meio de cultura, e a sacarose contida no meio nutritivo é
hidrolisado rapidamente em glucose e frutose, dificultando a desempenho da
multiplicacdo in vitro.

Fatores predisponentes a uma tuberizacdo mais eficiente segundo (XU et al.,
1998), compreendem: a) aumento da relacdo C/N; b) aumento da concentracdo de
sacarose no meio de cultivo para concentracdo superior a 2%; c) concentracdo de
sacarose a 8% produzem tubérculos maiores, onde a sacarose regula a formacéo de

tubérculos influenciando o nivel de giberelina endogeno.

2.3.3.4 Relagéo Carbono - Nitrogénio

A batata tuberiza em condicdes de elevada relacdo C/N, o que justifica a adicao
de agentes reguladores de crescimento para essa indugdo (DONELLY et al.,2003).

O aumento do fornecimento de nitrogénio favorece o crescimento das ramas,
inibindo a tuberizacdo num sistema competitivo de relacdes fonte-dreno. A adicdo de
citocinina no meio de cultivo, inibe o crescimento das ramas e estimula o
desenvolvimento de estoldes. Em contrapartida, o fornecimento de nitrogénio pode
suprir a auséncia de estimulo por fotoperiodo abaixo do critico (KRAUSS, 1985 e
EWING, 1995).

2.3.3.5 Temperatura

Em cultura de tecidos, a temperatura utilizada em camaras de crescimento varia
de acordo com as espécies cultivadas, sendo que na cultura in vitro da batata, a
temperatura é em torno de 25°C e para a inducdo da microtuberizacdo, a temperatura
recomendada por autores citados por DONELLY et al (2003) varia de 15-18°C, que
pode interferir na disponibilidade de sacarose e agentes reguladores de crescimento
como auxinas e citocininas enddgenas.

Temperatura e fotoperiodo sdo varidveis de acordo com cada cultivar, mas de
modo geral, temperaturas altas durante o dia, aumenta a taxa fotossintética e a
diminuicdo da temperatura, induz o comec¢o da translocacdo de solutos produzidos. A

amplitude térmica desempenha papel fundamentag nesse processo (EWING, 1995).
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A batata necessita de temperaturas em torno de 17° C para tuberizar. Sendo que
a interacdo temperatura e fotoperiodo sdo dependentes da irradiancia sob a qual a planta
estd crescendo. Altas temperaturas favorecem a producéo de giberelinas nas gemas em
maior proporgéo que nas folhas, inibindo a tuberizagdo (EWING, 1995).

2.3.3.6 Reguladores de crescimento para a indugéo de tuberizacao

As giberelinas estdo relacionadas com a multiplicacao celular e o elongamento
dos estoldes. Reducdo da concentracdo de giberelina na planta da inicio ao processo de
inducdo da tuberizacdo. As giberelinas tém correlagdo negativa com concentragdo de
sacarose. A giberelina é um regulador dominante em relagdo a formacao de tubérculos,
que age interagindo com o0 ABA (XU et al., 1998).

Citocininas exogenas nao afetam o elongamento de estolfes e a formacdo de
tubérculos. BAP induz a formacdo de grande numero de brotos e alta taxa de
multiplicacdo em sistemas de micropropagacdo (CALDAS et al., 1998). As citocininas
sdo responsaveis pelo estimulo das divisGes celulares, que é a primeira alteragdo morfo-
fisioldgica da tuberizacdo (KERBAUY, 2004).

De acordo com COLEMAN & COLEMAN (2000), o uso de retardadores do
crescimento no meio de cultivo, como a 6-benzilaminopurina (BAP) e o cycocel (CCC),
tem a capacidade de acelerar a microtuberizacéo, e diminuir o tempo de dorméncia.

De acordo com GOPAL et al.(1998) ha um aumento na quantidade e peso dos
microtubérculos obtidos a partir do cultivo com BAP sob condigdes de baixa
temperatura e fotoperiodo curto.

2.3.4 Vitrificacao

A vitrificacdo se caracteriza por mudancas morfo-fisiologicas relacionadas com
0 acumulo de agua intercelular nos tecidos, e que resulta de diferentes condigcdes de
estresse (SAHER, et al.,2005) como: a) alteragdes nos meios de cultivo; b) utilizacdo do
meio liquido (alta umidade relativa interna do frasco de cultivo); c) altas concentragdes
de NHy, sacarose e BAP (Z1V, 1991); d) altas concentracdes de sais; €) desbalanco de
nutrientes; f) concentracBes inadequadas de hormonios e reguladores de crescimento

vegetal.

18



As desordens fisiologicas sdo manifestadas principalmente nas folhas, afetando a
maior parte dos processos metabdlicos destes locais, como a fotossintese e a troca
gasosa (DEBERGH et al.,1981 e DEBERGH et
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Utilizou-se o meio MS modificado com pantotenato de célcio (2 mg.L™), glicina
(2 mg.L™), sacarose (30 g.L™Y) e agar (5,8 g.L™"), sem adicdo de fitorménios, pH
ajustado a 5,8 e autoclavado por 20 minutos. Os explantes foram mantidos em camara
de crescimento, sob fotoperiodo de 16 horas e temperatura média de 25 °C.

Na segunda etapa de experimentacdo utilizou-se a variedade Agata. Nessa
ocasido, devido a indisponibilidade de matrizes proprias do IAC, foram repicadas
mudas matrizes cedidas pela empresa Agricola Wehrman, até a obtencéo da quantidade

de explantes necessaria para a implantacdo dos experimentos.

3.2 Experimentos da etapa preliminar

Foram realizados uma série de experimentos experimentos exploratorios para a
verificacdo da viabilidade do cultivo de mudas e microtubérculos in vitro de batata em
sistemas biorreatores.

O primeiro grupo de experimentos teve como objetivo avaliar os tipos de
explante (apices caulinares e segmentos nodais com uma ou duas gemas), sua adaptacéo
e desenvolvimento no cultivo em meio liquido. O segundo grupo de experimentos
destinou-se a desenvolver e avaliar a eficiéncia de protdtipos biorreatores de imersao

temporaria.

3.2.1 Avaliacgao de tipos de explantes e inducéo a tuberizacdo em meio

liquido e meio solido

As principais conclusdes e recomendacdes deste primeiro grupo de experimentos
direcionaram os futuros experimentos para adotarem 0s seguintes procedimentos: a)
utilizacdo de explantes formados por apices caulinares e segmentos nodais contendo
duas gemas; b) uso de algodao hidréfilo para a sustentacdo dos explantes; ¢) posicionar
0s explantes com as gemas voltadas para cima; d) o nivel de solucdo nutritiva deve ser o
suficiente para 0 molhamento do substrato; e) evitar o turbilhonamento da solugédo
nutritiva para que nao haja a movimentacdo dos explantes; f) o turno de molhamento
dos explantes depende da evapotranspiracdo das mudas in vitro, mas ndo deve ser

superior a uma semana, para evitar deficiéncia de nutrientes; g) a temperatura da camara
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de crescimento ndo deve ultrapassar a 25 °C (+3). Os principais resultados e conclusdes

desse grupo de experimentos sdo apresentados no Anexo |.

3.2.2 Desenvolvimento e avaliacdo dos sistemas bioreatores

Ap0s a verificacdo da adaptabilidade dos explantes no cultivo em meio liquido, e
escolhido o tipo de explante a ser utilizado, a etapa seguinte foi o desenvolvimento, a
avaliacdo e a adaptacdo dos biorreatores. Para isso 0s protétipos de biorreatores foram
desenvolvidos e otimizados a partir daqueles descritos e idealizados por AKITA &
TAKAYAMA (1988), HALE et al (1992), HULSHER et al (1996), TEIXEIRA (2002),
CID et al (2002), HVOSLEF-EIDE et al (2003), NHUT (2003), PIAO et al (2003) e
RODRIGUES et al (2006).

Descreve-se no Anexo Il os prot6tipos desenvolvidos para estes experimentos.
Dentre os quatro protétipos desenvolvidos, trés deles foram considerados aptos a rotina
de producdo de mudas micropropagadas de batata em escala industrial. O Prototipo 1V
foi escolhido para uso nos experimentos da segunda fase deste trabalho devido a
facilidade de manuseio e de aplicagdo dos tratamentos.

O Protétipo 1V utiliza um par de potes plasticos PET com 2900 ml e 1000 ml,
bicos nebulizadores com filtro milipore de 0,22 um em seu interior, conectores de
irrigacdo e tubos de silicone de 6mm de didmetro, conforme esquema da Figura 3. A
rega e drenagem e feita por gravidade, com a inversdo dos frascos.

O sistema biorreator foi esterilizado com hipoclorito de sodio a 0,01% por
contato, durante 72 horas, e enxaguados por trés vezes em camara de fluxo com agua
destilada autoclavada. O enxague foi realizado através da circulagdo de agua destilada
autoclavada nos sistemas.

- 1- Reservatério de Meio de Cultivo

| —— 2- Tubo de Silicone
3- Frasco de Cultivo
4 4 Filtrg de Ar

- - - - _ -
Figura 3. Biorreator de imersdo temporaria por gravidade
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3.3 Experimentos da etapa final

Foram instalados dois experimentos inteiramente casualizados em arranjo fatorial
fracionado 1/5 x 5°, com duas repeticdes, para avaliar a formacéo in vitro de mudas de
batata e a producdo de microtubérculos.

O cultivo foi feito em meio MS liquido, utilizando como fatores as concentra¢Ges
de sacarose, BAP e nitrogénio. A variacdo das doses de nitrogénio limitou-se apenas a
mudanca na concentracdo de NH4;NOs. As parcelas foram formadas por um conjunto
biorreator do Protétipo IV, contendo 10 &pices caulinares num experimento e 10
segmentos com duas gemas axilares no outro.

A formagcdo do fatorial fracionado adotou o conjunto basico de 25 tratamentos (do
tipo I-111-V) conforme descrito por CONAGIN & JORGE (1977). O teor de sacarose
variou de 0 a 80 g.L™, o nitrato de amdnio variou de 0 a 3220 mg.L™ e o de BAP variou

de 0,0 a 10,0 mg.L™, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 Tratamentos do delineamento fatorial fracionado 1/5 x 5° com as dosagens
aplicadas por litro de meio.

Tratamento Quantidade para 1L de Meio
do Fatorial  Sacarose NH;NO; BAP
Fracionado

g mg mg
111 0 0 0,0
125 0 805 10,0
134 0 1610 7,5
143 0 2415 5,0
152 0 3220 2,5
213 20 0 5,0
222 20 805 2,5
231 20 1610 0,0
245 20 2415 10,0
254 20 3220 7,5
315 40 0 10,0
324 40 805 7,5
333 40 1610 50
342 40 2415 2,5
351 40 3220 0,0
412 60 0 2,5
421 60 805 0,0
435 60 1610 10,0
444 60 2415 75
453 60 3220 5,0
514 80 0 7,5
523 80 805 50
532 80 1610 2,5
541 80 2415 0,0
555 80 3220 10,0
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Utilizou-se para cultivo o meio MS acrescido de 2 mg.L™ de pantotenato de célcio
e 2 mg.L™ de glicina. Cada biorreator recebeu 500 ml desse meio, como o pH ajustado
para 5,8 e autoclavados a 121 °C por 20 min.

Os explantes foram plaqueados no biorreator IV, em camara de fluxo laminar de
ar esteril, vertendo logo ap6s o0 meio liquido no frasco reservatorio. O plaqueamento foi
realizado sobre algodao hidréfilo, na posicéo correta para a manutencdo da polaridade,
visando sua sustentacdo e manutencdo do contato com o meio, sem que este fique
inteiramente mergulhado na solucéo nutritiva.

A primeira rega dos explantes foi realizada logo apds o plaqueamento, elevando
0 reservatorio de solucdo acima do frasco de cultivo, promovendo-se em seguida a
drenagem. As demais regas tiveram intervalo semanal.

Realizaram-se avaliagOes aos 4, 10, 17, 24 e 32 DAP, quando foram verificados
o desenvolvimento (variavel DES), que foi a contagem de gemas de &pices e segmentos
caulinares em desenvolvimento (brotacdo de desenvolvimento de gemas axilares e de
apices caulinares); o enraizamento (varidvel ENR), a contagem dos explantes que
apresentaram enraizamento; foram dadas notas individuais para a qualidade do
enraizamento (variavel NTR) e para a ocorréncia de vitrificagdo (varidvel NTV).
Atribuiu-se notas de 1 a 8 para a qualidade do enraizamento (NTR), conforme critérios
descritos no Quadro 1. Atribuiu-se também notas que variaram de 1 a 8 para a

ocorréncia de vitrificacdo (NTV), cujos critérios encontram-se descritos no Quadro 2.

3.3.1 Analise dos resultados

Os dados foram tabulados em MS-Excell e a anélise estatistica realizada com o
auxilio do programa SAS v8.0. Utilizou-se o procedimento GLM (General Linear
Model) com soma de quadrados do tipo | para a analise da variancia e o procedimento
REG (Regression) com a diretiva MAXR (Méximo Coeficiente de Determinacdo) para
a anélise da regresséo polinomial multipla (Anexo Il e Anexo V).

As superficies de resposta foram geradas pela transcricdo da funcao-resposta
obtida pelo SAS para o programa Mathcad v.13. O ajuste das médias de avaliacdes
sucessivas a uma funcgdo continua foi realizado com o programa Curve Expert v.1.3.

Procurou-se ajustar fungdes caracteristicas do comportamento de cada uma das

variaveis estudadas, realizando assim um ajuste “dentro de tratamentos”, agrupando
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todas as datas de avaliacOes. Esse tipo de ajuste propicia uma melhor distribuicdo do

erro experimental e permite substituir as médias observadas de cada tratamento por suas

respectivas médias ajustadas. Uma vantagem adicional seria permitir a avaliacdo dos

resultados em qualquer data dentro do intervalo estudado no experimento.

Nota Critério

1 Auséncia de raizes de modo geral;

5 Inicio d(? enraizamento (circunferéncia basal inferior a 0,2 cm) e auséncia de
raizes aéreas;

3 Eqraizamento com circunferéncia basal entre 0,2 - 0,5 cm e auséncia de
raizes aéreas;

4 Er]raizar,nento com circunferéncia basal entre 0,5 — 1,0 cm e auséncia de
raizes aéreas;

5 Er]raiza[nento com circunferéncia basal entre 1,0 — 1,5 cm e auséncia de
raizes aéreas;

6 Enraizamento com circunferéncia basal maior que 1,5 -2,0 cm e relagéo
entre raizes normais e aéreas menor que 1:3;

7 Enraizamento com circunferéncia basal maior que 2,0 e relagdo entre raizes
normais e aéreas de 1:2;

8 lc;lo:r)’n:lal, ocupando a base do frasco e relacdo entre raizes normais e aéreas

e 3:4;

Quadro 1. Descricdo da escala de notas para NTR

Nota Critério

1 Tamanho de folhas varidveis com auséncia de vitrificacdo e caules sem
intumescimento;

9 Tamanho de folhas varidveis com auséncia de vitrificacdo e caules pouco
intumescidos;

3 Tamanho de folhas variaveis com auséncia de vitrificacdo caules
intumescidos;

4 Tamanho de folhas varidveis com inicio aparente de vitrificagdo, caules
intumescidos;

5 Tamanho de folhas variaveis com aparéncia de vitrificacdo, caules
intumescidos;

5 Tamanho de folhas variaveis com muita aparéncia de vitrificagdo e caules
intumescidos;

- Tamanho de folhas variaveis com muita aparéncia de vitrificagdo e caules
muito intumescidos;

8 Tamanho de folhas variaveis com muita aparéncia de vitrificagdo e caules
muito intumescidos e inicio de desenvolvimento de calos.

Quadro 2 Descricdo da escala de notas para NTV
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Multiplicacdo de mudas e microtuberizacéo in vitro

O ajuste dentro de tratamentos indicou, frequentemente, fungdes cujo sentido
biologico inexiste (poliondmios de terceiro grau) e em diversos outros casos ndo
ocorreu significancia do ajuste a qualquer funcdo. Consequentemente, 0 uso dessa
ferramenta ficou prejudicado, restando como alternativa a discussdo dos resultados da
analise da variancia e da regressao polinomial multipla em uma Unica data
caracteristica, aos 24 DAP (quarta avaliacéo).

Nas tabelas 2 até 9 sdo apresentados os resumos das analises da variancia das
variaveis DES, ENR, NTR e NTV, para o cultivo de segmentos e de apices nas cinco
datas de avaliacdo.

As discussGes dos dados que serdo apresentados em seguida correspondem a
quarta avaliacdo, realizada aos 24 DAP, em que séo também apresentadas as superficies
de resposta e suas respectivas projecdes e os valores estimados dessas mesmas

variaveis.
4.1.1 Formacéao de Mudas in vitro de Batata

Essa primeira parte da discussdo compreende os resultados obtidos das variaveis
DES, ENR, NTR e NTV de acordo com os niveis de Nit, BAP e Sac, relacionados com

a formacédo de mudas in vitro de batata nos sistemas BIT.
4.1.1.1 Desenvolvimento de Explantes de Apices Caulinares.

A andlise da variavel DES no cultivo de apices caulinares, apresentou na analise
da variancia (Tabela 2) um modelo (regressao linear) altamente significativo, com F =
0,008, elevado coeficiente de determinacdo, com R? = 0,727 e média igual a 8,16 para
um coeficiente de variagdo de 51%. Esses valores podem ser considerados como
perfeitamente adequados para esse tipo de andlise, ressaltando ainda que o valor
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aparentemente elevado do coeficiente de variacdo corresponde a amplitude de respostas
aos niveis dos tratamentos

A anélise da regressdo polinomial multipla apresentou uma equacgédo de resposta
altamente significativa no step (passo) de nimero quatro, indicando quatro parametros
(BAP, SacNit, BAP? e Sac’Nit?) significativos além do termo independente.

As superficies de resposta e as suas respectivas projecdes encontram-se na
Figura 4. Sdo apresentados cinco graficos contendo a projecdo no plano horizontal das
interacGes entre os fatores Nit e BAP, com suas respectivas isolinhas. Cada grafico
corresponde a um dos cinco niveis de Sac. Ao lado de cada grafico sdo apresentadas as
estimativas de DES para cada cruzamento dos niveis de Nit e de BAP, de modo a
facilitar a visualizacdo dos resultados. Essa forma de apresentacdo repete-se ao longo
deste trabalho.

O maior valor estimado para DES foi igual a 18,956 apices desenvolvidos,
atingido com Sac igual a 3,65, Nit igual a 3,65 e BAP igual a 1. Estabelecendo-se um
intervalo de confianca ao nivel de 10%, estima-se o valor critico de 17,06 apices
desenvolvidos, que podem0.0.7( dn¢a ao )hco no-19.32 0 TD0.0004 Tc0.0845 Tw68(suas rvariao nobin
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4.1.1.2 Enraizamento de Explantes de Apices Caulinares.

A andlise da varidvel ENR no cultivo de apices caulinares, apresentou na analise
da variancia (Tabela 3) um modelo altamente significativo, com F = <0,0001, elevado
coeficiente de determinacdo, com R? = 0,835 e média igual a 1,84 para um coeficiente
de variagdo de 104%. A média do experimento demonstra que o nimero de explantes
perfeitamente enraizados foi pequeno até os 24 DAP mas conforme sera mostrado a
seguir, algumas combinac@es de tratamentos foram mais eficientes nesse aspecto.

A andlise da regressdo mostrou-se altamente significativa (F<0,0001) e elevado
coeficiente de determinacdo (0,821), levando a uma equagdo composta por cinco
parametros (SacNit, NitBAP, SacNitBAP, NitSac® e SacNitBAP?).

O efeito médio de BAP, na média das interaces de Sac e Nit, foi decrescente,
com maximo igual a 6,6 na dose 1 e proximo a zero nas doses 3,4 e 5. Esse resultado
indica o efeito de inibicdo do enraizamento pelo BAP.

O efeito médio de Nit ajustou-se a uma funcédo linear, com méaximo igual a 3,0
na dose 5. Esses resultados indicam que o acrescimo de Nit pode contrapor a0 menos
em parte o efeito depressivo do BAP.

O efeito médio de Sac ajustou-se a uma fungdo quadratica com mé&ximo no nivel
3,41 valor préximo ao da concentracdo de sacarose utilizada no protocolo de cultivo em
meio gelificado.

O ponto de méaxima foi igual a 13,126 4&pices caulinar enraizados,
correspondente as doses Sac-Nit-BAP iguais a 4,23-5-1. Considerando-se o intervalo de
10% desse maximo, identificou-se como mais eficientes as combinagdes dos seguintes
niveis dos fatores Nit e Sac, na dose zero de BAP: Sac3-Nit5, Sac4-Nit5 e Sac5-Nit5
(Figura 5).

4.1.1.3 Notas do Enraizamento de Explantes de Apices Caulinares.

A andlise da variancia (Tabela 4) das notas de enraizamento de &pices caulinares
apresentou modelo altamente significativo (F = 0,001) aos 24 DAP, com média igual a
1,92 em uma escala que variou de 1 a 8. O coeficiente de variacdo de 62,4% indica uma

grande amplitude das médias e a possibilidade de identificar os tratamentos superiores.
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A andlise da regressdo levou ao step seis a uma equagao com cinco parametros
(BAP, SacNit, BAP?, SacNitBAP e SacNitBAP?), altamente significativa (F < 0,0001) e
com coeficiente de determinacdo igual a 77,5%, cujas superficies de resposta
encontram-se na Figura 6.

O efeito médio de Sac mostrou-se crescente, ajustando-se a uma reta com
maxima observada em Sac5, com nota 2,2.

O efeito médio de BAP mostrou influéncia negativa sobre a qualidade do
enraizamento, enquanto o ponto de maxima, igual a 4,8 foi alcancado na dose BAP1, ou
seja, na auséncia de BAP. O efeito mais depressivo se deu nos niveis BAP4 e BAP5,
inferiores a 1,0.

O efeito médio de Nit ajustou-se a uma funcdo sigmoidal (crescente) com
maxima igual a 2,2 nos niveis Nit4 e Nit5.

O ponto mais elevado da superficie de resposta foi igual a 8,3 e foi alcangado no
tratamento SacbNit5BAP1. A presenca de BAP foi sempre prejudicial a qualidade do
enraizamento. As respostas de Nit e de Sac foram crescentes, obedecendo cada qual a
uma funcéo linear. Considerando o nivel de 10% da resposta maxima, seleciona-se além
da combinacdo Sac5-Nit5, os tratamentos Sac4-Nit5 e Sac5-Nit4, ambos com resposta

igual a 7,4.
4.1.1.4 Notas de Vitrificacdo de Explantes de Apices Caulinares.

O resumo da andlise da variancia da varidvel NVR (Nota de vitrificacdo) nas
cinco datas de avaliacdo é apresentado na Tabela 5. Observa-se elevada significancia do
modelo (F = 0,028) e coeficiente de variacdo (CV = 42,9%), para uma média igual a
3,40 (em uma escala que variou de 1 a 8).

A andlise da regressao polinomial multipla revelou no step sete um coeficiente
de determinacdo (R? igual a 57,0%, considerado adequado para fins de ajuste. As
significancias encontradas sdo listadas na Tabela 5. Selecionou-se uma equagao de
resposta com quatro parametros (Nit?, NitSac?, SacNitBAP e SacNitBAP?) cujas
superficies de resposta sdo apresentadas na Figura 7.

O ponto mais elevado das superficies de resposta, igual a 7,8 foi observado com
Nit e Sac iguais a 5 e BAP na dose 3,335. Doses mais elevadas de BAP originaram

calos, diminuindo consequentemente a vitrificagéo.
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Considerou-se que a nota 3,0 corresponde a um nivel aceitavel de vitrificagéo,
no qual os explantes conseguem retomar o desenvolvimento sem a formacédo de calos.
Esses valores foram observados em todas as combinacOes das doses de BAP1, nas
combinagOes de BAP2, BAP3, BAP4 e BAP5 associadas com Sacl, independentemente

do nivel de Nit e nas combinagdes de BAP5 com Nitl independente das doses de Sac.

4.1.1.5 Desenvolvimento de Explantes de Segmentos Nodais.

As analises da variancia da variavel DES sdo apresentadas na Tabela 6, onde se
observa efeito significativo do modelo (F = 0,027) e média de 8,36 explantes
desenvolvidos, com coeficiente de variacdo igual a 68,1%. A média obtida é muito
proxima daquela alcangada com o cultivo de apices.

A analise da regressdo mostrou no step seis, um modelo altamente significativo
(F < 0,0001), formado por quatro pardmetros (BAP, BAP?, SacNit e Sac’Nit?) com as
correspondentes superficies de resposta apresentadas na Figura 8. Pela equacéo,
percebe-se que o fator BAP néo interage com os outros dois e que este apresentou efeito
depressivo ao desenvolvimento dos explantes.

O ponto de maior resposta foi igual a 20,78 segmentos nodais desenvolvidos,
quando Sac = 4,68; Nit = 4,67; BAP =1. Considerando-se o intervalo de 10% desse
méaximo, identificou-se o valor de 18,70 e selecionou-se as seguintes combinacfes de
tratamentos como 0s mais responsivos, todos eles situados no nivel BAP1: (Nit2-Sac5,
Nit3-Sac3, Nit3-Sac4, Nit3-Sac5, Nit4-Sac3, Nit4-Sac4 e Nit5-Sac3).

4.1.1.6 Enraizamento de Explantes de Segmentos Nodais.

A andlise da variancia da varidvel ENR cultivada por segmentos mostrou-se
significativa ao nivel de 18,7%, média igual a 2,20 e elevado coeficiente de variacéo
(180%). Os valores obtidos na avaliacdo aos 24 DAP foram considerados como
representantes de uma fase de transicdo, onde os explantes tém uma retomada do
desenvolvimento e do enraizamento, dai a variacdo observada (Tabela 7).

Porém, ndo houve impedimento para a realizacdo da analise da regressdo, que
mostrou no step quatro uma equacao com quatro parametros (Sac, BAP, Sac’ e BAPZ) e

coeficiente de determinagéo igual a 41% (Tabela 7 e Figura 9).
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Obteve-se para ENR de segmentos uma equagcdo composta por quatro
parametros (Sac, BAP, Sac’e BAP?) , independente portanto do fator Nit.

O ponto de mé&ximo foi igual a 7,84 foi alcancado com Sac = 3,67 e BAP = 1.
Considerando o intervalo de 10% para 0 maximo, identificou-se os tratamentos a partir
de Sac = 2,20 e até 3,67 como os mais eficientes para o enraizamento.

Nota-se que a adi¢cdo de BAP foi sempre prejudicial ao enraizamento, o que

restringiu os estudos a variacdo das doses de sacarose dentro do nivel 1 de BAP.

4.1.1.7 Nota de Enraizamento de Explantes de Segmentos Nodais.

A andlise da variancia para as notas de qualidade do enraizamento apresentou
modelo altamente significativo (F = 0,003) média de 1,88 e coeficiente de variacédo
igual a 60,7%. A meédia alcancada é proxima daquela obtida com o cultivo de apices
caulinares (1,92), conforme mostra a Tabela 8.

A analise da regressdo mostrou no step seis um modelo altamente significativo
(F<0,0001), coeficiente de determinacdo igual a 77,5% e cinco parametros
significativos (BAP, SacNit, BAP?, SacNitBAP e SacNitBAP?). O ponto de maxima
igual a 7,9 obtida na combinacgéo de fatores Nit-Sac-BAP igual a 5-5-1 (Figura 10).

Os fatores Nit e Sac ajustaram-se a uma funcdo linear, sugerindo que doses mais

elevadas poderiam conduzir a notas ainda mais favoraveis.

4.1.1.8 Nota de Vitrificacdo de Explantes de Segmentos Nodais.

A Tabela 9 contém um resumo das analises da varidncia para a nota de
vitrificacdo. Aos 24 DAP obteve-se um modelo significativo ao nivel de 3,84%, com
média de 3,36 e coeficiente de variagdo igual a 45,0%. A exemplo das variaveis
anteriormente estudadas, a média obtida com o cultivo de segmentos mostrou-se
proxima daquela resultante do cultivo de apices (3,40).

A regressdo mostrou no step trés, coeficiente de determinacdo de 44,8% e uma
equacdo composta por trés parametros (SacNit, SacNitBAP e SacNitBAP?), com

méaxima de 8,53 obtida quando Sac igual a 5; Nit igual a 5 e BAP igual a 3,27.
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A regido de maxima vitrificacdo, situada a 10% do maximo, corresponde a
médias superiores a 7,68 e compreende os tratamentos Sac e Nit no nivel 5 e niveis de
BAP superiores a 2,45 (Figura 11).

A exemplo do cultivo de &pices caulinares, foi estabelecido como favoraveis as
combinacgOes de tratamento que produziram notas de vitrificacdo inferiores a 3,0. Esses
resultados sdo alcancados em todas as combinag6es de Nit e Sac com auséncia de BAP
e pelas combinacgdes de Nitl com Sac3, Sac4 e Sac5 quando BAP é iguala 2, 3,4 e 5.

Os tratamentos mais indicados seriam portanto combinagfes das doses Nit e de
Sac, na auséncia de BAP. Caso seja interessante por algum motivo acrescentar BAP ao
meio de cultivo, deve-se tomar o cuidado de adotar baixos niveis de Nit combinados

com doses médias de sacarose para evitar a vitrificacao.
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Tabela 2 Resumo da andlise da variancia e da analise da regressdo da variavel DES, para o
cultivo de apices.

Avaliacdo 1 Avaliacdo 2 Avaliacdo 3 Avaliacdo 4 Avaliacdo 5
GLM
Significancia do modelo 0,087 0,385 0,038 0,006 0,001
Coef.de Determinagéo 0,567 0,410 0,626 0,727 0,807
Coef. de Variagdo 51,1 9,8 33,0 51,0 50,5
Média 6,32 9,72 9,28 8,16 8,52
Fonte de Variacéo (F)
S - 0,05510 0,01890 0,05570 0,04640
B 0,07920 - 0,03570 0,00040 <0,0001
N 0,10020 - - 0,11650 -
SB? 0,04380 - - - -
s? 0,02550 0,09920 0,00760 0,01550 0,00260
B? - - - 0,08580 0,04190
REG
STEP 6 7 6 4 10
Coef. de Determinagao 0,511 0,451 0,630 0,666 0,888
Significancias (F)
Modelo 0,005 0,064 0,001 0,0001 <0,0001
Interseco 0,001 <0,0001 0,226 0,00210 0,15270
S - 0,0740 0,001 - -
B 0,006 - 0,0052 0,00770 -
SN - 0,4138 - 0,00310 <0,0001
NB - - 0,1281 - <0,0001
SN? - - - - 0,00610
SB? - 0,3739 - - -
NS?2 0,016 - - - <0,0001
NB2 - - 0,0627 - -
SNB 0,002 - - - 0,07550
B? - - - 0,04030 -
s2 - 0,0325 0,0017 - -
SN2B? 0,015 - - - -
N%B2 - - - - 0,00020
SN2 - - - 0,01190 -
s%B2 - 0,3897 - - -
SBN? - 0,3853 - - -
Coef. da Equacdo
Intercecio 7,759 9,088 4,110 15,150 3,169
S - 1,332 8,152 - -
B -2,178 - -2,166 -8,852 -
SN - -0,073 - 1,584 5,897
NB - - -0,543 - -2,392
SB? - -0,022 - - -
SN? - - - - -0,280
NS? -0,116 - - - -0,700
NB? - - 0,155 - -
SBN? - 0,004 - - -
SNB 0,474 - - - -0,149
B? - - - 1,079 -
§? - -0,276 -1,184 - -
SN2B? -0,103 - - - -
N2B? - - - - 0,084
SN2 - - - -0,054 -
5%B? - 0,006 - - -

32



8.90567 10.32695 11.63993 12.84461 13.94099\
3.28942 4.7107 6.02368 7.22836 8.32474
=| -0.16937 1.25191 2.56489 3.76957 4.86595
—1.4707 -0.04942 1.26356 2.46824 3.56462
—-0.61457 0.80671 2.11969 3.32437 4.42075)

A)

10.32695 12.84461 14.92907 16.58033 17.79839\
4.7107 7.22836 9.31282 10.96408 12.18214
=| 1.25191 3.76957 5.85403 7.50529 8.72335
—0.04942 2.46824 4.5527 6.20396 7.42202
0.80671 3.32437 5.40883 7.06009 8.27815)

B)

11.63993 14.92907 17.24351 18.58325 18.94829\
6.02368 9.31282 11.62726 12.967 13.33204
y3 =| 2.56489 5.85403 8.16847 9.50821 9.87325
1.26356 4.5527 6.86714 8.20688 8.57192
2.11969 5.40883 7.72327 9.06301 9.42805 )

C)

9P SPAIN

12.84461 16.58033 18.58325 18.85337 17.39069\
7.22836 10.96408 12.967 13.23712 11.77444
y4' =| 3.76957 7.50529 9.50821 9.77833 8.31565
2.46824 6.20396 8.20688 8.477 7.01432
3.32437 7.06009 9.06301 9.33313 7.87045)

D)

13.94099 17.79839 18.94829 17.39069 13.12559\
8.32474 12.18214 13.33204 11.77444 7.50934
y5 =| 4.86595 8.72335 9.87325 8.31565 4.05055
3.56462 7.42202 8.57192 7.01432 2.74922
4.42075 8.27815 9.42805 7.87045 3.60535)

E)

: I\'ivcifz de N )

Figura 4 Superficies de Resposta da varidvel DES, para o cultivo de apices, aos 24 DAP, incluindo os
valores estimados para os niveis de S = S: A) Para S1; B) Para S2; C)Para S3; D)Para S4 e E)Para S5.
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Tabela 3 Resumo da analise da variancia e da analise da regressdo da variavel ENR, para
o cultivo de &pices.

Avaliagdo 1 Avaliagdo 2 Avaliacdo 3 Avaliagdo 4 Avaliacdo 5

GLM

SignificAncia do modelo 0,378 0,031 0,005 <0,0001 0,009
Coef.de Determinacéo 0,413 0,640 0,909 0,835 0,703
Coef. de Variagdo 377,1 180,0 97,2 104,2 120,2
Média 0,52 1,28 2,08 1,84 2,24
Fonte de Variacao (F)

B 0,08040 0,00780 0,00010 <0,0001 0,00050
NB - 0,09110 - - -
SN? - - 0,07150 - -
SB? - - 0,07190 - -

s? - - 0,09100 0,09060 0,10400
B2 - 0,00880 0,00120 0,00030 0,00950
N? - - - 0,12580 -
REG

STEP 5 4 4 7 4
Coef. de Determinagdo 0,292 0,610 0,707 0,821 0,620
Significancias (F)

Modelo 0,1242 0,00060 < 0,0001 <0,0001 0,00050
Interseco 0,0090 0,15310 0,00440 0,27830 0,01050
S - - 0,03450 - -

N - 0,01060 - - 0,13290
B 0,0297 0,01110 0,00040 - 0,00100
SN - - - <0,0001 -

NB - 0,03840 - 0,03810 -

N? - - - - 0,16290
B2 0,0730 0,00330 0,00090 - 0,00660
SNB 0,3036 - - <0,0001 -
NS?2 - - - 0,0120 -
BS? - - 0,07310 - -
SNB? - - - <0,0001 -
SN2 0,2279 - - - -
Coef. da Equacdo

Interseco 5,971 4,260 10,363 0,915 10,000
S - - 1,692 - -

N - 1,940 - - 3,023
B -3,482 -4,591 -7,826 - -7,443
SN - - - 1,864 -
NB - -0,460 - -0,315 -

N2 - - - - -0,457
B? 0,433 0,829 1,129 - 0,957
SNB 0,042 - - -0,668 -
NS?2 - - - -0,152 -
BS? - - -0,070 - -
SNB? - - - 0,100 -
SN2 -0,007 - - - -
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Figura 5 Superficies de Resposta da variavel ENR, para o cultivo de apices, aos 24 DAP,
incluindo os valores estimados para os niveis de S = S: A) Para S1; B) Para S2; C)Para S3;
D)Para S4 e E)Para S5.
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Tabela 4. Resumo da analise da variancia e da analise da regressdo da variavel NTR,
para o cultivo de apices.

Avaliagdo 1 Avaliacdo 2 Avaliagdo 3 Avaliacdo 4 Avaliacdo 5
GLM
SignificAncia do modelo 0,054 0,073 0,048 0,001 0,108
Coef.de Determinacéo 0,603 0,581 0,835 0,789 0,549
Coef. de Variagdo 25,7 80,0 68,0 62,4 65,0
Média 1,16 1,48 1,68 1,92 1,60
Fonte de Variacao (F)
N - - 0,07900 - -
B 0,07730 0,01180 0,00480 <0,0001 0,00520
NB - 0,09860 0,05020 - -
SN? - - 0,10170 - -
NB2 - - 0,04870 - -
N? 0,02960 - - - -
B2 0,00590 0,02860 0,01680 0,00060 0,03630
REG
STEP 5 4 4 7 9
Coef. de Determinacio 0,47390 0,51250 0,58240 0.7752 0,688
Significancias (F)
Modelo 0,00930 0,00460 0,00110 <.0001 0,0008
Intersegao <0,0001 0,07070 0,10230 0.0244 0,2119
N - 0,04140 0,01130 0,0006
B 0,00110 0,03850 0,03440 0.1568 0,0395
SN - - - 0.0131 -
NB - 0,08580 0,03890 0,0004
B? 0,00280 0,17400 0,01260 0.2231 -
N2 - - - 0,0030
SNB - - - 0.0615 -
NBS? 0,05800 - - 0,0845
SNB? - - - 0.1242 }
NZB2 - - - 0,0004
BS?N? 0,06210 - - -
Coef. da Equacdo
Intersecéo 2,232 2,920 2,890 4.58068 -1,706
N - 0,800 1,130 3,744
B -0,849 -1,937 -2,190 -2.09283 0,809
SN - - - 0.44051 -
NB - -0,200 -0,270 -1,008
B? 0,123 0,343 0,400 0.28769 -
N2 - - - -0,396
SNB - - - -0.25084 -
NBS? 0,004 - - -0,003
SNB? - - - 0.03255 -
N?B? - - - - 0,028
BS?N? -0,001 - - - -
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Figura 6 Superficies de Resposta da varidvel NTR, para o cultivo de apices, aos 24
DAP, incluindo os valores estimados para os niveis de S = S: A) Para S1; B) Para S2; C)
Para S3; D) Para S4 e E) Para S5.
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Tabela 5 Resumo da analise da variancia e da andalise da regressdo da variavel NTV,

para o cultivo de apices.

Avaliagdo 1 Avaliag8o 2 Avaliacdo 3 Avaliacéo 4 Avaliacdo 5
GLM
Significancia do modelo 0,111 0,023 0,035 0,028 0,041
Coef.de Determinagédo 0,547 0,657 0,631 0,645 0,621
Coef. De Variagdo 35,9 45,1 42,2 42,9 39,7
Média 1,32 3,00 4,20 3,40 3,00
Fonte de Variacédo (F)
S - 0,00680 0,00720 0,08550 0,11690
B 0,05410 0,03620 0,01890 0,12030 -
N - - - - 0,07660
NB 0,08530 - - - -
SN - 0,00670 - 0,02980 0,05470
s? 0,09780 - - 0,07920 0,12890
B? - - - 0,00600 0,01960
REG
STEP 13 6 4 7 15
Coef. De Determinagdo 0,7679 0,6801 0,6669 0,5696 0,7541
Significancias (F)
Modelo 0,0001 <0,0001 0,0001 0,0015 0,0011
Intersecéo <0,0001 0,0002 0,0287 0,0007 0,0345
S - 0,0735 - - 0,0194
N - 0,001 - - -
SB - - - - 0,0513
s? 0,0002 - - - -
N2 - - - 0,0105 -
B? 0,0002 - - - 0,0961
SN? - - 0,1096 - -
SB? <0,0001 - - - -
NS?2 0,0004 - - 0,0072 -
SNB - 0,0006 0,0005 0,0002 0,0009
SN2 0,0057 - - - -
s%B? - - 0,2509 - -
SNB? - 0,0032 - 0,0005 -
SBN? - - - - 0,0028
NBS? 0,0001 - - - -
NS?B? - - - - 0,0023
SN2B? - - 0,0038 - -
Coef. Da Equacdo
Intersecéo 0,81392 4,31318 1,39667 2,05254 1,7581
S - -0,52563 - - -0,96712
N - -1,08268 - - -
SB - - - - 0,28623
s? 0,13069 - - - -
N? - - - -0,11916 -
B2 0,08608 - - - -0,09306
SN? - - -0,02994 - -
SB? -0,04176 - - - -
NS?2 -0,07711 - - -0,05429 -
SNB - 0,27183 0,23902 0,37152 0,46320
SN2 0,00924 - - - -
s%B? - - -0,00473 - -
SNB? - -0,03820 - -0,05570 -
SBN? - - - - -0,07810
NBS? 0,00931 - - - -
NS?B? - - - - -0,02262
BS2N? - - - - 0,00654
SN2B? - - -0,00554 - -
S?N?B? - - - - 0,00272
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Figura 7 Superficies de Resposta da variavel NTV, para o cultivo de apices, aos 24 DAP,
incluindo os valores estimados para os niveis de S: A) Para S1; B) Para S2; C) Para S3; D) Para

S4 e E) Para S5.
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Tabela 6 Resumo da andlise da variancia e da analise da regressdo da variavel DES,
para o cultivo de segmentos.

Avaliacdo 1 Avaliagdo 2 Avaliacdo 3 Avaliacdo 4 Avaliacdo 5
GLM
SignificAncia do modelo 0,019 0,034 0,035 0,027 0,062
Coef.de Determinacéo 0,668 0,590 0,712 0,725 0,593
Coef. de Variagdo 98,6 83,2 76,8 68,1 88,7
Média 4,40 7,24 7,32 8,36 9,00
Fonte de Variacao (F)
S - - - 0,13050 -
B 0,00110 0,00720 0,00210 0,00130 0,02550
N - 0,08210 - - 0,12400
B? 0,01400 0,04260 0,06220 - 0,13340
s? - - - 0,10510 0,02840
N? - - - - 0,09260
SB - - 0,08290 - -
BN? - - - 0,07930 -
REG
STEP 4 4 4 6 7
Coeficiente de Determinagdo 0,594 0,492 0,498 0,603 0,605
Significancias (F)
Modelo <0,001 <0,001 0,002 <0,001 <0,001
Intersecéo 0,013 0,065 0,115 0,038 0,076
B 0,004 0,025 0,163 0,068 0,011
N 0,092 0,068 - - -
B2 0,009 0,039 - 0,232
BN? 0,189 0,241 - - 0,003
SN - - 0,015 0,004 0,001
S2N? - - - 0,011 -
NS2 - - - - 0,002
NB?2 - - - - 0,010
NBS? - - 0,053 - -
Coeficientes da Equacéo
Intersecéo 15,098 15,541 7,275 13,207 11,913
S - - - - -
B -10,176 -10,929 -1,578 -7,967 -6,450
N 2,260 3,553 - - -
B? 1,443 1,586 - 0,839 -
BN? -0,085 -0,110 - - -0,507
SN - - 0,965 2,120 4,403
SN2 - - - -0,076 -
NS? - - - - -0,716
NB2 - - - - 0,521
NBS? - - -0,039 - -
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Figura 8 Superficies de Resposta da varidvel DES, para o cultivo de segmentos, aos 24 DAP,
incluindo os valores estimados para os niveis de S: A) Para S1; B) Para S2; C) Para S3; D) Para
S4 e E) Para S5.
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Tabela 7 Resumo da analise da variancia e da analise da regressao da variavel ENR,

para o cultivo de segmentos.
Avaliagdo 1 Avaliacdo 2 Avaliacdo 3 Avaliacdo 4 Avaliacdo 5

GLM
Significancia do modelo 0,07260 0,08620 0,00090 0,18720 0,00130
Coef.de Determinagédo 0,58135 0,80492 0,85088 0,49790 0,84137
Coef. de Variagdo 113,28700 113,51640 96,38648 180,29210 93,41057
Média 1,52000 2,28000 2,20000 2,20000 2,72000
Fonte de Variacédo (F)

S 0,03090 - 0,09500 - -

B 0,05790 0,00960 0,00020 0,01130 <0,0001
s2 - - - - 0,06420
B? 0,01230 0,00430 0,00020 0,13110 0,00200
BN? - - - - 0,04390
REG

STEP 6 4 7 4 3
Coeficiente de Determinagédo 0,82060 0,62970 0,79800 0,40960 0,67250
Significancias (F)

Modelo <0,0001 0,00040 <0,0001 0,02620 <0,0001
Intersecéo 0,17060 0,00210 0,08950 0,11150 <0,0001
N - - - - 0,31300
S - - <0,0001 0,33170 -

B - 0,00090 - 0,03490 0,00020
SN - 0,04430 - - -
SB - - 0,01390 - -

s? - - - 0,41400 -

B? - 0,00090 0,35810 0,10450 0,00260
BS? - - 0,00070 - -
NS?2 0,00030 - - - -
SNB - 0,07910 - - -
3%B2 - - <0,0001 - -
SN2 0,00800 - - - -
NBS? 0,00020 - 0,05720 - -
BS?N? 0,00280 - - - -
NS2B? <0,0001 - - - -
S*N?B2 0,00120 - - - -
Coeficientes da Equacéo

Intersecéo 0,47085 10,25004 -3,09565 8,3200 16,38
N - - - - 0,4200
S - - 6,27994 2,70857 -

B - -7,10274 - -6,16286 -9,26857
SN - 0,37256 - - -

SB - - -1,24742 - -

s? - - - -0,37143 -

B? - 1,12618 0,12015 0,75714 1,17143
BS? - - -0,46479 - -
NS? 0,47752 - - - -
SNB - - 0,08900 - - -
s%g? - - 0,10737 - -
SN2 -0,07688 - - - -
NBS? -0,35176 - -0,01301 - -
BS2N? 0,06141 - - - -
NS?B? 0,05936 - - - -
S2N2R? -0,01078 - - - -
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Figura 9 Superficies de Resposta da varidvel ENR, para o cultivo de segmentos, aos 24 DAP,

incluindo os valores estimados para os niveis de S: A) Para S1; B) Para S2; C)Para S3;
D)Para S4 e E)Para S5.
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Tabela 8 Resumo da analise da variancia e da analise da regressao da variavel NTR,

para o cultivo de segmentos.
Avaliagdo 1 Avaliacdo 2 Avaliacdo 3 Avaliacdo 4 Avaliacdo 5

GLM
Significancia do modelo 0,13660 0,05350 0,04740 0,00270 0,00060
Coef. de Determinagao 0,52863 0,60353 0,83613 0,82105 0,86143
Coef. de Variagdo 28,20329 67,40069 65,35289 60,71235 40,55820
Média 1,56000 1,60000 1,80000 1,88000 1,80000
Fonte de Variacédo (F)

S 0,07290 - - - -

B - 0,00660 0,00190 0,00020 <0,0001
N? 0,04620 - - - -

B? - 0,01140 0,00720 0,00090 0,00020
BN? - - 0,08530 0,04620 0,03650
REG

STEP 4 4 8 5 14
Coeficiente de Determinagédo 0,3864 0,5181 0,7175 0,72060 0,88410
Significancias (F)

Modelo 0,0149 0,0042 0,0010 <0,0001 <0,0001
Intersecéo <0,0001 <0,0001 0,1308 0,03620 0,13710
S 0,0002

N - - - 0,00370
B - 0,0013 0,16710 0,00280
SN - - 0,03450 -

SB - 0,10265 <0,0001 - -

NB 0,003 - - 0,04630
s? - 0,2308 0,0037 - -

N2 - - - 0,00500
B? - 0,0068 0,0222 0,21810 0,00030
SB? 0,0185 - - -
BN? 0,0031 - 0,2324 - 0,15340
SNB - - 0,13310 -
SBN? - - - 0,08400
SNB? - - 0,23430 -
s%B? - - 0,0004 - 0,08140
SN2 0,0930

NBS? - - - 0,04690
Coeficientes da Equacao

Intersecéo 1,85184 6,34229 -2,20524 4,53944 2,38026
S - - 5,37958 - -

N - - - - 3,79521
B - -3,01653 - -2,19172 -2,26333
SN - - - 0,39398 -

SB - 0,10265 -1,34139 - -

NB -0,18599 - - - -0,74813
s2 - -0,06384 -0,51563 - -

N? - - - - -0,59786
B? - 0,37143 0,15889 0,3127 0,39263
SB? 0,00875 - - - -
BN? 0,03313 - 0,01660 - 0,09669
SNB - - - -0,21283 -
SBN? - - - - 0,02127
SNB? - - - 0,02671 -
3%B? - - 0,03348 - 0,00655
SN2 - - -0,00342 - -
NBS? - - - - -0,02313
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Figura 10 Superficies de Resposta da variavel NTR, para o cultivo de segmentos, aos

24 DAP, incluindo os valores estimados para os niveis de S: A) Para S1; B) Para S2;
C)Para S3; D)Para S4 e E)Para S5.
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Tabela 9 Resumo da analise da variancia e da andlise da regressdo da variavel NTV,

para o cultivo de segmentos.
Avaliagdo 1 Avaliacdo 2 Avaliacdo 3 Avaliacdo 4 Avaliacdo 5

GLM

Significancia do modelo 0,147300 0,057800 0,115100 0,0384 0,0274
Coef. de Determinagao 0,521592 0,598154 0,543926 0,625852 0,646721
Coef. de Variagdo 31,515630 51,564690 48,632220 45,02602 42,5252
Média 1,360000 2,960000 4,040000 3,36 3,04
Fonte de Variacéao (F)

S - 0,008 0,0543 0,096 0,0237
N - - - - 0,0237
B 0,0186 - 0,0621 - -
SB 0,0955 - - - -
SN - 0,0306 0,0757 0,0209 0,0154
s? 0,0479 - - 0,0892 -

B? - - - 0,0123 0,0712
REG

STEP 7 3 2 3 3
Coeficiente de Determinagéo 0,55440 0,5742 0,4689 0,4484 0,6236
Significancias (F)

Modelo 0,00570 0,0004 0,0009 0,0052 0,0001
Intersecéo 0,01910 <0,0001 0,0215 0,0008 <0,0001
S 0,01230 - - - -
SN 0,01650 0,0184 - 0,0225 -
NB? 0,00060 - - - -
SNB - - 0,0117 0,0029 -
SNB? 0,00380 - - 0,0052 -
SN2 - - - - 0,0371
NBS? - 0,0018 - - -
NS?B? - 0,0056 - - -
SN2B? - - 0,1055 - -
BS?N? 0,009 - - - 0,0033
S?N%B? - - - - 0,0065
Coeficientes da Equacéo

Interseco 0,67720 2,57568 1,74715 2,16749 2,15431
S 0,28703 - - - -
SN -0,07623 -0,27426 - -0,31969 -
NB? 0,03346 - - - -
SNB - - 0,13108 0,34192 -
SNB? -0,01228 - - -0,05152 -
S2N2 - - - - -0,01214
NBS? - 0,06284 - - -
NS2B? - -0,00911 - - -
SN2B? - - -0,00330 - -
BS2N? 0,0017 - - - 0,01442
32N?B? - - - - -0,00211
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Figura 11 Superficies de Resposta da varidvel NTV, para o cultivo de segmentos, aos
24 DAP, incluindo os valores estimados para os niveis de S: A) Para S1; B) Para S2;

C)Para S3; D)Para S4 e E)Para S5.
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4.1.2 Formacao de Microtubérculos

A formacdo de microtubérculos dentro do periodo estudado, ap6s 32 DAP,
ocorreu apenas nos tratamentos 254, 342, 421 e 532 e ndo foram suficientes para a
obtencdo de um modelo significativo na analise da variancia e na analise da regressao.
Isso pode ter ocorrido por causa do uso de BAP em fotoperiodo de dias longos, que
segundo HUSSEY & STACEY (1984) e confirmado por GOPAL (1998) a tuberizacédo
in vitro é mais pronunciado em foroperiodo de dias curtos.

Os microtubérculos resultantes desses tratamentos foram formados a partir de
explantes de apices caulinares e segmentos nodais. Esses resultados sdo compativeis
com os obtidos por PRUSKI et. al. (2003); WANG & HU (1982) com o uso de 10
mg.L™ de BAP; com os obtidos por HUSSEY & STACEY (2003) utilizando 2,0 mg.L™
de BAP, e por PIAO et al (2003) utilizando 4,44pm de BAP (1,0 mg.L™).

A formacao de microtubérculos ocorreu nos tratamentos com concentragdes de
sacarose entre 60 e 80 g.L™ de meio de cultivo compativeis com os dados obtidos por
GARNER & BLAKE, 1989; FORTI et al.,, 1991; de BAP entre 0 e 7,5 mg.L'1 0S
mesmos obtidos por HUSSEY & STACEY (2003) e PIAO et al (2003) e que se mostrou
ainda dependentes das concentracdes de NH;NOs entre 805 e 2415 mg.L™ presente no
meio.

Niveis mais elevados de BAP determinaram maior necessidade de Nit para a
formacdo de microtubérculos, sendo menos importante a concentracdo de sacarose.

Altas concentracfes de sacarose associadas a baixos niveis de Nit e de BAP
proporcionaram maior inducdo da tuberizacdo, crescimento e desenvolvimento de
microtubérculos, como no tratamento 421.

No tratamento 444, o fator determinante para a inducdo na tuberizacdo foi o
equilibrio entre as concentragdes de sacarose (60 g.L™"), Nit e BAP (2415 e 7,5 mg.L™
respectivamente ).

Destaque para os tratamentos 231, 351 e 421 que tiveram desenvolvimento,
enraizamento e nota de enraizamento superiores e nota de vitrificacdo baixa, porém néo
produziram microtubérculos, o que caracteriza tratamentos que possuem producdes de

explantes superiores, de acordo com resultado obtido através das analises estatisticas.
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As presencas de BAP e de Nit sdo importantes para a determinacdo da
quantidade de sacarose a ser adicionada ao meio de cultivo para o melhor

desenvolvimento crescimento e indugéo de tuberizagéo.

4.2 Ajuste das variaveis a uma funcéo continua

Com as médias de cada tratamento procurou ajustar uma fungdo continua no
intervalo entre 4 e 32 DAP com cada variavel. As médias assim obtidas representam o
efeito médio das interacBes entre os fatores Sac, Nit e BAP e serdo a seguir apresentadas
com a finalidade de caracterizar o comportamento médio de cada variavel. Os graficos
de ajuste relacionados com o cultivo de &pices caulinares é apresentado na Figura 12 e

os relacionados com o cultivo de segmentos nodais é apresentado na Figura 13.

4.2.1 Desenvolvimento de apices caulinares e segmentos nodais

As Figuras 12-A e 13-A mostram o comportamento médio da variavel DES.
Observa-se que no cultivo de &pices ndo foi possivel ajustar-se uma funcdo de
comportamento aceitavel biologicamente. A funcdo apresentada, de terceiro grau,
cumpre apenas o papel de demonstrar graficamente a evolugdo das medias até 32 DAP.
Ja no cultivo de segmentos nodais, os dados se ajustam a uma funcao raiz (quadrada),
com crescimento continuo, com tendéncia a um patamar.

A diferenca de comportamentos caracteristicos de acordo com MYASHITA et
al. (1996) pode ser atribuida a maior quantidade de reservas e fitormonios enddgenos
normalmente observados em &pices. Os apices meristematicos possuem dominancia
apical e assim sdo mantidos pela planta até sua senescéncia, sendo, portanto, tecidos
mais competentes e determinados para responder a estimulos exdgenos. Os segmentos
nodais, por outro lado, necessitam superar a dorméncia observada nos meristemas
laterais e que é mais acentuada nas por¢des basais do caule, antes de responderem a
outros estimulos.

Segmentos nodais possuem também menor quantidade de reservas e precisam
buscar no meio de cultivo os nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento,
enguanto 0s apices possuem reservas para a nutricdo dos tecidos por mais tempo.

Quando ha o esgotamento das reservas dos apices, o explante passa a depender dos
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nutrientes presentes no meio de cultivo, ocorrendo o enraizamento e o desenvolvimento

dos apices, 0 mesmo foi verificado por MYASHITA et al. (1996)
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Figura 12. Médias dos experimentos com o cultivo de apices caulinares em datas
sucessivas de avaliagcdo: A) DES; B) ENR; C) NTR e D) NTV

4.2.2 Enraizamento de apices caulinares e segmentos nodais

As Figuras 12-B e 13-B mostram o comportamento médio do enraizamento de
apices caulinares e segmentos nodais de batata ate 32 DAP. Os valores medios
observados s@o de pequena magnitude, demonstrando que a maioria das combinagdes de
tratamentos ndo foram eficientes nesse aspecto. Percebe-se, no entanto, que o
enraizamento dos apices ajustou-se a uma fungdo exponencial crescente e que ainda
apresentava tendéncia de crescimento aos 32 DAP. J& o enraizamento dos segmentos
nodais ajustou-se apenas a um polinémio de terceiro grau, cuja funcdo € apresentada

apenas a titulo ilustrativo do seu comportamento. Os provaveis motivos para esse tipo
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estreita e baixa, entre 1,0 e 2,0 enquanto o maximo da escala é¢ de 8,0. O cultivo de
apices ajustou-se a uma quadratica com maxima igual a 1,86, observada aos 23 DAP
valores aproximadamente idénticos aos obtidos com o cultivo de segmentos nodais na
época da quarta avaliacdo, aos 24 DAP.

Apesar da auséncia de ajuste, a disposicdo das médias dos experimentos em
relacdo aos segmentos nodais permite concluir que a qualidade do enraizamento recebeu
notas muito baixas até por volta dos 10 DAP e a partir desse ponto assume valores cada
vez maiores até atingir o maximo aos 24 DAP, voltando em seguida a decair. E
provavel que se 0 experimento continuasse por mais tempo, talvez os explantes

retomassem o seu desenvolvimento, depois de nutridos pelo meio.

4.2.4 Notas de vitrificacdo de apices caulinares e segmentos nodais

As notas de vitrificagOes estdo relacionadas com a pressdo osmatica dos tecidos
que geralmente sdo associadas a altas concentracdes de Sac, Nit e BAP. Observou-se
durante o acompanhamento da experimentacdo que inicialmente o BAP favorece a
vitrificacdo, com os explantes desenvolvendo calos nas extremidades. Esses calos vao
se diferenciando e as gemas axilares formadas a partir desses calos brotam e a partir dai
ha uma redugéo no sintoma de vitrificacéo.

As médias do cultivo de apices e 0 de segmentos nodais, Figuras 12-D e 13-D,
ajustaram-se a fungbes quadraticas com nota de vitrificagdo maxima aos 21 DAP,
alcancando 4,0 no cultivo de apices e 3,9 no cultivo de segmentos. Varias combinagdes
de tratamentos favoreceram a vitrificacdo, mas esta ocorreu principalmente nas doses

mais elevadas de BAP.
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Figura 14 Tratamentos: A) Apices. B) Segmentos e apices C) Apices e segmentos.
Tecidos vitrificados. D) Tubérculos obtidos através de apices
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h)

)

5.CONCLUSOES

Foram desenvolvidos trés sistemas biorreatores de baixo custo, facil utilizacao e de
elevado rendimento para o cultivo de mudas de batata durante os experimentos
preliminares que apoiaram este trabalho;

E possivel produzir mudas de qualidade em sistemas de biorreatores, principalmente
se for para rapida multiplicacdo do lote, com menos méo de obra.;

O prototipo 1V é ideal para experimentos fatoriais de 1/5 de 5X5X5;

A adicdo de 6-Benzil-aminopurina tem agéo depressiva sobre a producdo de mudas
e microtubérculos de batata em sistema BIT;

Para a producdo de mudas in vitro de batata atraves de apices caulinares, a
concentracdo adequada de Nitrato de Aménio é proximo a 1958, 83 mg.L™;

A concentragdo de sacarose para a producdo de mudas de batata a partir de &pices
caulinares em sistemas BIT é da ordem de 48,67 mg.L™;

Para a producdo de mudas in vitro de batata através de segmentos nodais, a
concentracdo adequada de Nitrato de Aménio é proximo a 2819,51 mg.L™;

A concentracdo de sacarose para a producdo de mudas de batata a partir de apices
caulinares em sistemas BIT é da ordem de 70,2 mg.L™;

Para a produgdo de mudas micropropagadas de batata em sistemas BIT a
concentracdo de 6-Benzil-aminopurina se encontra em niveis muito baixos,
proximos a nulidade;

As concentracbes de 6-benzil-aminopurina, nitrato de amonio e sacarose na
producdo de microtubérculos de batata em sistemas BIT precisam ser melhor

estudadas.
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7.GLOSSARIO

Autotrdéfico: organismo capaz de se nutrir utilizando gas carbénico ou carbonato como
fonte exclusiva de carbono, obtendo energia de radiacdo solar, ou alguma fonte
de energia luminosa, ou entdo da oxidacdo de elementos organicos, como ferro,
enxofre, hidrogénio, aménio e nitritos.

BAP: 6- Benzilaminopurina, citocinina, que promove a divisdo celular, .

Cutura de Apices Caulinares: Cultura d.00.9( gemas lateraios d)5.3uo axzilares54.( (explaontas d)5
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Anexo | — Avaliacéo de tipos de explantes e inducédo a tuberizacdo em meio liquido

e meio sélido

Desenvolveu-se uma série de experimentos exploratorios utilizando explantes
contendo é&pices caulinares, segmentos nodais com uma e duas gemas axilares,
incubacdo em meio de cultivo liquido e solido para a verificacdo do comportamento e
do tipo de explantes que proporciona melhor resposta em meio liquido. Os explantes
utilizados nos experimentos, foram retirados de plantas plaqueadas 15 dias antes.

As parcelas foram compostas de 10 explantes, incubados em meio liquido e em
meio s6lido, com doses de sacarose de 30 g.L™ e de 80 g.L™, com 3 repeticdes, a 25 °C
e fotoperiodo de 16 horas.

As avaliagBes consistiram de: a) resposta dos explantes em meio liquido a
adaptacéo, crescimento e desenvolvimento; b) altura do meio de cultivo em relacéo ao
explante e o seu posicionamento no frasco de cultivo; c) inducdo a tuberizagdo por

concentracdo de sacarose; d) outras observaces, para a me-l.ura de cultivde(i)-3.2( )TJ-13.575
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observando porém a formacdo de tubérculos. Explantes com duas gemas, cultivados
com 80 g.L™ de sacarose, produziram tubérculos sem a presenca de estolhos, resposta

caracteristica de forte inducéo a tuberizag&o.

(A) (B)
Figura 15. Mudas de batata cultivados em (A) Meio Liquido e (B) Meio Solidificado

f) os explantes tiveram crescimento normal quando umedecidas pelo contato
com o substrato. Quando as gemas ficaram submersas ou o nivel da solucdo nutritiva
ultrapassou a metade do explante, ocorreu vitrificacao;

g) o correto posicionamento do explante sobre o substrato é fundamental para o
cultivo em meio liquido. Deve ser evitada a movimentacdo do explante pois a batata
apresenta elevada polaridade para seus hormonios endogenos e qualquer mudanga de
posicdo resulta em maior tempo de resposta na retomada do crescimento;

i) pode ocorrer indugdo da tuberizagdo na batata como consequéncia de uma
elevada amplitude térmica ou pela sucessdo de temperaturas elevadas precedidas por
periodos frios. Segundo MORENO (1985), o acimulo de carboidratos nas folhas
produzidos durante o periodo de temperatura elevada favorece a sua translocacao para
os tubérculos em menor temperatura. Temperaturas da ordem de 38 a 40 °C, alcangadas
em nossos experimentos, induziram a tuberizagdo nas variedades Agata e Cupido.

As principais conclusdes e recomendacdes deste primeiro grupo de experimentos
foram: a) utilizacdo de explantes formados por apices caulinares e segmentos nodais
contendo duas gemas; b) uso de algoddo hidréfilo para a sustentacdo dos explantes; c)
posicionar os explantes com as gemas voltadas para cima; d) o nivel de solugdo nutritiva
deve ser o suficiente para o molhamento do substrato; €) evitar o turbilhonamento da
solugdo nutritiva para que ndo haja a movimentacdo dos explantes; f) o turno de
molhamento dos explantes depende da evapotranspiracdo das mudas in vitro, mas nédo
deve ser superior a uma semana, para evitar deficiéncia de nutrientes; g) a temperatura

da cdmara de crescimento nédo deve ultrapassar a 25 °C (£3).

72



Anexo Il — Desenvolvimento dos protétipos de biorreatores

Nesta fase de experimentacdo preliminar, foram construidos quatro protétipos de
biorreatores, utilizando diferentes sistemas para a transferéncia de solu¢do nutritiva.
Foram utilizados: um compressor de ar; uma bomba submersa de dgua de aquario; uma
bomba elétrica de gasolina para carro e transferéncia gravitacional manual. Dos quatro
prototipos desenvolvidos foi selecionado aquele que teve melhor desempenho, menor
taxa de contaminacéo e facilidade de montagem e manejo.

Prototipo | - Bomba submersa de aquario.

Neste prototipo foram utilizados: vasilhame de pirex de 3I, uma bomba
submersa de aquario, frascos de plastico de 500 ml ndo autoclavaveis com tampa,
mangueira pléstica transparente com didmetro de 6mm, conexdes do tipo utilizadas em
irrigacdo por microaspersdo e mangueiras de silicone de 6 mm de didmetro. A

montagem foi de acordo com a figura 16.

Figura 16. Esquema de Biorreator de imersdo temporéaria com bomba submersa

Prototipo 11 - Bomba de compressor de ar.
Neste protétipo foram utilizados: um baldo de pirex de 3l, bomba compressora
de 300 psi, frascos plastico de 500 ml ndo autoclavaveis com tampa, mangueiras de

silicone de 6 mm de diametro, filtro do tipo milipore de 0,22 um (figura 17).
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1- Compressor de Ar
2- Ar Comprimido
3- Sistema de Filtros
4- Reservatdrio de Meio de Cultivo
5- Tubos de Silicone e Conexdes
6- Frasco de Cultivo

Figura 17. Biorreator de imersdo temporaria com compressor ar

Protétipo 111 - Bomba de injecédo de gasolina de automovel.
Utilizaram-se 0s mesmos materiais do protétipo |1, substituindo o compresssor

por uma bomba injetora de gasolina (esquema da figura 18).

1- Bomba de Gasolina
2- Tubo de Silicone 2
3- Filtro de Ar
4- Reservatorio de Meio de Cultivo
5- Frascos de Cultivo

Figura 18. Biorreator de imersdo temporaria de bomba injetora

Protétipo IV - Biorreator de imersdo temporaria.

Os materiais utilizados foram: potes de plastico pet, com capacidade de 2900 ml
e 1000 ml, bicos nebulizadores, conectores de irrigagéo, filtros tipo milipore de 0,22um
e tubos de silicone de 6mm de didmetro (esquema da figura 19).

Cada bico nebulizador foi desmontado e colocado um filtro milipore no interior
e reencaixados. Os potes pet foram furados em cada nos extremos dos potes e a conexao

e o filtro foram afixados com cola,. Com a mangueira de silicone foi conectado um pote
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de 2900 ml com um pote de 1000 ml, sendo o0 maior pote destinado ao cultivo e 0 menor

como reservatdrio de meio nutritivo (figura 19).

1- Reservatorio de Meio de Cultivo
o 2- Tubo de Silicone

»  3- Frasco de Cultivo
4  4-Filtro de Ar

Figura 19. Biorreator de imersdo temporaria por gravidade

Os protétipos foram esterilizados com hipoclorito de sodio a 0,01% por contato,
durante 72 horas, e enxaguados por trés vezes em camara de fluxo com agua destilada
autoclavada. O enxagie foi realizado através da circulacdo de &gua destilada
autoclavada nos sistemas.

Para avaliar o funcionamento dos quatro prototipos, foram colocados em torno
de 100 segmentos em cada frasco de cultivo, sendo dois frascos com segmentos de
apices caulinares e dois frascos com segmentos de gemas laterais. A avaliacéo foi feita
de acordo com o crescimento e a presenca ou auséncia de contaminacdo do meio de
cultura.

A avaliacdo do desempenho dos prot6tipos se deu na facilidade de montagem do
prototipo e na taxa de contaminagéo.

O processo de esterilizacdo dos protétipos foi eficiente, ndo ocorreram sintomas
de contaminacgdes visiveis ap6s o funcionamento dos biorreatores. Porém, houve
recontaminagcfes em algumas ocasides, apds a introducdo de explantes no sistema, por
fungos e bactérias, provenientes do manuseio de mudas ja contaminadas e da entrada de
patdgenos presentes na atmosfera por meio de fissuras ndo detectaveis a olho nu.

A principal dificuldade verificada a ser superada foi na instalacdo dos sistemas
biorreatores e na manutencéo do meio de cultivo livre de contaminages.

Dos quatro prototipos desenvolvidos, trés deles podem ser utilizados na rotina de

producdo de mudas micropropagadas de batata em escala industrial, apenas o protétipo |
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foi descartado, por ser de dificil manuseio, ter alta taxa de contaminagdo pela
dificuldade de esterilizacdo dos componentes (da Bomba e do reservatério de solucéo
nutritiva).

O prototipo Il possibilita o cultivo de mudas e microtubérculos em escala
industrial, pois se acoplar um compressor de maior poténcia e filtros de ar nas saidas de
ar, pode-se acoplar um numero maior de reservatorios de solucdo nutritiva e frascos de
cultivo em série, obtendo-se maiores rendimentos.

O protdtipo 11l é ideal para a manutencdo de matrizes, pois a limitagdo se
encontra na quantidade reservatorio (um) e de frascos de cultivos acoplados, devido a
caracteristica da bomba de gasolina ter saida unidirecionada, como mostra a figura 20C.

A caracteristica mais marcante do prototipo IV € a vantagem do isolamento do
reservatorio de cultivo em relacdo ao frasco de cultivo (figuras 19 e 20D), que permite

um melhor controle em relagéo a contaminagéo do sistema por microrganismos.

D)
Figura 20. Caracteristicas dos biorreatores: A) Bomba Submersa, B) Compressor de
Ar; C) Bomba injetora e D) Por Gravidade

O prototipo 1V teve desempenho semelhante ao prot6tipo Ill, porém, sua
montagem foi mais trabalhosa, que fica menos indicado para a producdo em larga
escala, uma vez que cada frasco de cultivo necessita de um frasco de estoque de meio.
Mas, se torna interessante para a manutencdo de mudas matrizes, ja que o risco de

contaminacgdo é reduzido. Colocando-se o compressor de ar ligado a frascos em série,
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pode se obter um sistema onde tenha diversos meios de cultivos associados a uma
grande quantidade de frascos de cultivos.

De acordo com as avaliagOes, o prototipo selecionado para o experimento final
foi o protétipo 1V, que possibilita a utilizacdo de diversos meios de cultivo, sem que um

fique dependente de outro.

Comportamento de explantes no sistema de biorreator temporario

Nos experimentos exploratérios de funcionamento dos biorreatores, 0s
prototipos foram colocados em funcionamento com explantes de apices caulinares e
segmentos contendo duas gemas, de acordo com resultados obtidos nos experimentos
acima.

Em cada frasco de cultivo foram plaqueados 20 explantes, foi adicionado a
solucéo nutritiva (MS acrescentado de pantotenato de calcio, 2 mg.L™; glicina 2 mg.L™;
30 g.L™ de sacarose, sem adicao de fitorménios, com pH ajustado a 5,8 e autoclavados
por 20 min. a 121 °C), no frasco reservatério de meio. Esse procedimento foi realizado
em camara de fluxo.

Foram avaliadas as ocorréncias de contaminacdes, a facilidade de manuseio do
biorreator, o tempo de irrigacdo dos explantes (onde o intervalo entre molhamentos foi
realizado assim que se observou a auséncia de um filme de liquido ao redor do explante,
ndo ultrapassando sete dias entre cada turno de rega), a necessidade de suporte para a
fixacdo dos explantes, assim como o comportamento e desenvolvimento dos explantes
de acordo com o tipo de explante colocado.

Neste experimento foi observado que, apesar da contaminacgéo oriunda de fatores
exdgenos nos biorreatores testados, as plantas ndo mostraram sintomas de vitrificacéo
ou algum outro tipo de estresse fisioldgico. Foi identificado demora superior a sete dias
na resposta do explante quando ocorre alteracdo do seu posicionamento ou na
movimentacao dos explantes causada pelo turbilhonamento da solugéo nutritiva.

Facilidade de implantacdo e montagem de biorreatores é importante, pois
contribui com a prevencdo a contaminacao dos frascos de cultivo e reducdo da mao-de-
obra na implantacdo do cultivo, que inviabiliza o sistema. E possivel observar nesse
experimento que de acordo com o tipo de multiplicacdo (comercial, pesquisa,

manutengdo de matrizeiro) pode se utilizar um sistema de irrigacdo nos frascos de
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cultivo utilizando bombas diferentes, para otimizar custos, mao-de-obra e tempo de
repicagem.

O tempo de fluxo necessario para o desenvolvimento dos explantes, foi de uma
vez por semana, pois a drenagem do meio nutritivo ndo € completa e permanece um
filme ao redor dos explantes, que nao afeta no desenvolvimento e mantendo 0s
explantes nutridos e hidratados.

Além da adaptacdo da membrana de polietileno dos filtros milipore nos
nebulizadores, foi necessario acrescentar um chumaco de algoddo junto ao filtro,
esterilizado com alcool (70%), pois houve dificuldade em acomodar perfeitamente o
elemento filtrante. Essa modificacdo prejudicou a circulacdo de ar no interior dos potes,
pois as plantas apresentaram sinais de estresse provocado por falta de troca gasosa, mas
n&o a ponto de influenciar o resultado dos experimentos.

Alteram-se a taxa de multiplicacdo e os prazos de repicagem entre 0s sistemas
bioreatores comparados ao protocolo em meio solidificado, passando de 3 explantes por
muda a cada 10 dias, obtidos com MSO para cerca de 20 explantes por muda a cada 3°
dias obtidos no sistema bioreator. De acordo com esses dados, o sistema bioreator rende
aproximadamente o dobro de mudas apds 30 dias de cultivo.

A partir dos dados obtidos nos experimentos exploratorios, o prototipo adotado
para os experimentos do meio de cultivo para a multiplicacdo e a producdo de
microtubérculos de batata em sistemas biorreatores foi o protétipo 1V, pela facilidade de

isolamento do cultivo, da solugéo nutritiva, irrigagcdo e montagem.
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Anexo Il — Rotina de programacdo do SAS para analises da variancia e da

regressao polinomial maltipla

/**********************l

/* comentarios globais*/

/**********************l

options;
title “Titulo™;

data PROD;

/***************************/

[* fatores A, B, C, Médias */

/***************************/

input A B C PROD;

/***************************/

/* definicdo das interacGes*/

/***************************/

A2=A*A; B2=B*B; C2=C*C; AB=A*B; AC=A*C; BC=B*C;

ABC=A*B*C;

AB2=A*B2; AC2=A*C2; BA2=B*A2; CA2=C*A2; BC2=B*C2; CB2=C*B2;
A2B2=A2*B2; A2C2=A2*C2; B2C2=B2*C2;

ABC2=A*B*C2; ACB2=A*C*B2; BCA2=B*C*A2;

AB2C2=A*B2*C2; BA2C2=B*A2*C2; CA2B2=C*A2*B2;
A2B2C2=A2*B2*C2;

/**********************************************l

/* em cards pode ser acrescentada uma coluna */

/* com 0 numero da repeticdo e nesse caso  */

/* sera necessario acrescentar essa coluna  */

/* na declaracdo de input */
/**********************************************/
cards;

111 média

12 5 media

1 3 4 média

.54 1 média
555 média

/***********************************************************/
/[* anélise da variancia */

/[* outras fontes de variacdo podem ser acrescentadas  */

/* dentro do limite de 23 graus de liberdade para o modelo */

/***********************************************************l
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proc glm;

class SNB;

model DESENVOLVIMENTO =
ABCA2B2C2ABACBC
/ss1;

/********************************************/

/* Analise da regresséo polinomial maltipla */
/* pelo método da maxima melhoria do */
/* coeficiente de determinacao */

/********************************************/

proc reg;
model PROD =
ABC
A2 B2 C2 AB ACBC
AB2 BA2 AC2 CA2 BC2 CB2 ABC
A2B2 A2C2 B2C2 ABC2 ACB2 BCA2
AB2C2 BA2C2 CA2B2
A2B2C2
/selection=MAXR;
run;
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Anexo IV - Justificativa do modelo adotado, andlise da regressdo polinomial

multipla e interpretacéo dos resultados.

A maior parte dos fatoriais fracionados foi desenvolvida visando solucionar
questdes relacionados com experimentos de adubacdo e nutricdo de plantas. A sua
analise pode ser realizada a partir de duas metodologias basicas, através da analise da
variancia para modelos ndo balanceados (proc glm) ou pela andlise da regressao
polinomial multipla. Qualquer que seja a situacao, é o modelo proposto como funcéo de
resposta que ird indicar as fontes de variacdo da anélise da variancia.

Nos estudos de adubacdo de plantas, frequentemente se espera uma resposta
quadratica (ou raiz quadrada) para cada fator estudado, situacdo que se estende para a
grande maioria dos experimentos em agronomia e biologia. O polindbmio resultante da
combinacdo dos trés fatores é logicamente, um polindmio de mesmo grau que cada fator
isolado, contém um termo independente (ou intersecdo) mais 26 parametros tanto na
funcdo quadrado como na raiz quadrada (Equacdo 1). No exemplo, os fatores A, Be C
sdo representados por letras maiusculas enquanto as minusculas em italico representam

os coeficientes:

Producdo = Intersecdo + aA + bB + cC + dA® + eB® + fC? + gAB + hAC + iBC +

jJAB? + KkBA? + IAC? + mCA? + nBC? + oCB? + pABC + gA®B? + rA°C? + sBC? + tABC? +

UACB? + VBCA? + wAB?C? + xBA®C? + yCA®B® + zA®BC® ... . ceeeeeeian-. (Equacdo 1)
Diversos autores afirmam que apenas alguns desses parametros sao importantes

para a explicacdo dos fendmenos e visando facilitar a andlise e a interpretacdo dos

resultados (evitando ainda a discussdo de interagfes complexas), sugerem a adogdo de

um modelo reduzido formado por nove parametros contendo os efeitos isolados linear e

quadratico e pelas interacdes duplas de primeiro grau (Equacéo 2).

Producdo = Intersecdo + aA + bB + cC + dA® + eB® + fC?> + gAB + hAC + iBC
................. (Equacéo 2)

SimulagBes por nos conduzidas durante a analise de um numero elevado de
experimentos, demonstram que a redugdo para nove parametros permite a ocorréncia de
viéses que sO sdo superados pela ado¢do do polinbmio completo de segundo grau. A
alegada simplificacdo na estimativa dos coeficientes dos parametros ndo faz sentido nos
dias atuais quando os computadores realizam a rotina de analise em menos de 30

segundos. Vantagem adicional da adogdo do polindbmio completo € evitar
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generalizacBes (nem sempre corretas) sobre quais parametros costumam ser nao-
significativos.
A anadlise da variancia de um modelo composto por p parametros assume a

seguinte forma:

Fonte de variacao Graus de  Soma de Quadrado F
liberdade Quadrados Médio

Modelo com p parametros p

Residuo 24-p

Total 24

Fica evidente a falta de graus de liberdade para a representacdo do modelo
completo com 26 parametros. Uma solucdo € a reducdo do nimero de parametros para
um namero igual ou menor que 23, que disponibiliza ao menos 1 grau de liberdade para
0 residuo. A questdo é dificultada pela auséncia de qualquer critério efetivo para a
supressdo dos 3 ou mais parametros “menos significativos”.

A solucdo é dada pela adogdo de um método de analise da regressdo passo a
passo (stepwise) em que cada passo (step) é uma solucdo na forma de uma equacédo
reduzida do polindbmio com p parametros, contendo a significancia de cada parametro e
respectivos coeficientes.

No stepwise cada um dos 26 parametros do modelo completo é testado
individualmente antes de ser incluido (ou eliminado) do modelo reduzido e com isso, a
limitagdo do modelo a 23 parametros ndo chega a comprometer a analise.

Adota-se a diretiva MAXR que seleciona os modelos reduzidos em passos
sucessivos de incremento no coeficiente de determinagéo (R?).

No step 1, dentre todos os termos do polindmio, é selecionado aquele que mais
contribui para a soma de quadrados da equacéo de resposta com 1 parametro.

No passo seguinte (step 2) é apresentada uma equacdo contendo 2 parametros
em que € mantido o primeiro parametro e ha ganho no coeficiente de determinacao.

No proximo passo (step 3) pode ocorrer a substituicdo de um pardmetro do passo
anterior desde que isso resulte em aumento do coeficiente de determinagéo, ou entéo
pode ser acrescentado um terceiro parametro.

Essa rotina prossegue por um numero indeterminado de vezes (steps) até chegar
em uma ou mais equagoes formadas por 23 parametros, quando se esgotam os graus de
liberdade disponiveis.

Chega-se assim a um conjunto de solugbes e a identificacdo daquela mais

adequada é auxiliada pelo Coeficiente de Parametros (Cp) apresentado pelo SAS
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juntamente com a analise da significancia do modelo. Esse coeficiente foi definido por
Mallows (Equacdo 3) e € citado no SAS User’s Guide (1989) e discutido também por
Snedcor & Cochran (17ed.). A melhor solugdo numérica € obtida quando os valores
absolutos de Cp e o nimero de parametros (p) mais se aproximam pela primeira vez

(steps menores), indicando a auséncia de viéses.

CP = (SQEP /5% = (N = 2D) oot (Equacdo 3)
Onde:

s> = QME do modelo completo

SQEp = SQE do modelo com p parametros

N = Numero de parametros do modelo completo

p = NUmero de parametros do modelo reduzido

O delineamento 1/5 de 5x5x5 disponibiliza 0 maximo de 23 graus de liberdade
para o modelo e fica impossivel estabelecer qual seria 0o quadrado médio do modelo
completo. Assim, o Cp presente em cada passo da analise contém viéses e sua utilizacéo
para a escolha da melhor solucdo fica prejudicada, a menos que se adote outros
delineamentos e, ou, modelos que propiciem mais graus de liberdade.

A selecdo da melhor resposta € realizada com o auxilio das significancias
(individuais) de cada parametro. Aceita-se os parametros com F iguais ou melhores que
15%, rejeita-se aqueles com F superiores a 30% (0,30), equacbes que contém
parametros com F entre 15% e 30% devem ser avaliados graficamente quanto ao
significado bioldgico da equacéo.

Na maioria das vezes a melhor solucdo é encontrada no passo (step)
imediatamente anterior a aquele em que ocorre a primeira solucdo contendo ao menos
um parametro ndo-significativo. E comum que nos steps seguintes voltem a aparecer
modelos e pardmetros significativos, essas solugdes no entanto, costumam apresentar
viéses e pontos de sela por tenderem a “acompanhar” as médias observadas. Deve-se
dar preferéncia as solu¢fes mais simples, contendo menos parametros.

Em todos os casos porém, a solucdo mais adequada depende ndo somente dos
niveis de significancia do modelo e de cada pardmetro mas também da interpretacdo

bioldgica dos graficos da fungédo-resposta.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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