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RESUMO

Dissertagao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Agronomia
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

MICROPROPAGACAO E MINIESTAQUIA NA PROPAGACAO DE

BATATA
AUTOR: MAURICIO GUERRA BANDINELLI
ORIENTADOR: DILSON ANTONIO BISOGNIN
Local e data da Defesa: Santa Maria, 27 de fevereiro de 2009

A micropropagagao é uma técnica comumente utilizada para a producéo de
material propagativo de batata livre de doengas. Associada a essa técnica, a
miniestaquia de plantulas recém aclimatizadas ou em producao pode ser uma forma
de reduzir os custos de producdo de minitubérculos de batata. Este trabalho foi
conduzido com o objetivo de estudar a micropropagagao e a miniestaquia, para
maximizar a producdo de mudas e minimizar os custos da batata-semente. Dois
experimentos foram conduzidos, sendo no primeiro avaliado a micropropagacéao e
aclimatizacao de plantulas e, no segundo, avaliado a miniestaquia de plantas batata.
O primeiro experimento foi conduzido em duas etapas. Em laboratério foi avaliado o
crescimento dos explantes em funcdo da combinagao de concentracées do meio MS
(2 MS e MS completo), com doses de sacarose (30, 45 e 60 g L) em trés clones
(Asterix, Macaca e SMINIA793101-3). Em telado foi avaliado o efeito dos
tratamentos aplicados na micropropagacao sobre a aclimatizacdo de plantulas em
dois sistemas (flutuagao e areia). A miniestaquia foi estudada em trés experimentos.
Um experimento foi conduzido para avaliar o efeito da solugao de irrigacao (agua,
solugdo nutritiva e a combinagdo de ambas) e outro a idade da planta matriz (recém
aclimatizada e em producédo) sobre o enraizamento de miniestacas dos clones
Asterix, Macaca e SMINIA793101-3. Um terceiro experimento foi conduzido para
avaliar o efeito do acido indol-butirico (AIB) (0, 300, 600 e 900 mg L") no
enraizamento das miniestacas do clone Asterix. O meio 2 MS, independente da
dose de sacarose, aumenta a sobrevivéncia das plantulas de batata durante a
aclimatizagdo. Tanto o sistema com flutuagédo, quanto com substrato (areia) podem
ser utilizados para a aclimatizagdo de plantulas de batata. Miniestacas apicais
podem ser utilizadas para a producdo de mudas de batata, no sistema de
enraizamento com substrato (areia), irrigadas com agua de torneira ou solugéo
nutritiva. O potencial de enraizamento das miniestacas € negativamente afetado pelo
avancgo da idade fisioldgica da planta matriz.

Palavras-chave: Solanum tuberosum L., micropropagagao, aclimatizagéao,
miniestaquia.



ABSTRACT

Master’s Thesis
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MICRO-PROPAGATION AND MINI-CUTTING IN THE POTATO
PROPAGATION

AUTHOR: MAURICIO GUERRA BANDINELLI
ADVISOR: DILSON ANTONIO BISOGNIN
Place and Date of Defense: Santa Maria, February 27, 2009

Micro-propagation is a common technique to produce disease free potato
materials. Mini-cuttings of just acclimatized plantlets or older plants associated with
micro-propagation may reduce production costs of potato mini-tubers. This work was
carried out to study the micro-propagation and mini-cutting techniques to maximize
the production of mini-tubers and to minimize the costs of potato seeds. Two
experiments were conducted, being in the first evaluated the micro-propagation and
acclimatization of plantlets and in the second evaluated the mini-cutting of potato
plants. The first experiment was conducted in two steps. In vitro growth of potato
explants were evaluated in two concentrations of MS medium (72 MS and MS), three
sucrose doses (30, 45 and 60 g L), and three clones (Asterix, Macaca e
SMINIA793101-3). The same treatment combinations were evaluated during plantlet
acclimatization in two systems (floating and sand). The mini-cutting was evaluated in
three experiments. The effect of irrigation solution (tap water, nutrient solution and
the combination) and the physiological age of stock plant (just acclimatized and in
mini-tuber production) were evaluated in the mini-cutting rooting of Asterix, Macaca
and SMINIA793101-3 clones. A third experiment was carried out to evaluate the
effect of indol butyric acid (IBA) (0; 300; 600; 900 ppm) in mini-cutting rooting of
Asterix clone. The MS medium with 50% of the salt concentration increases the
plantlet survival during acclimatization. The sucrose has no effect on plantlet
acclimatization. Both floating and substrate (sand) are suitable systems for
acclimatization of potato plantlets. Mini-cuttings root in sand as substrate irrigated
with tap water or nutrient solution. Apical mini-cuttings are suitable for the production
of potato plantlets. Rooting potential of mini-cuttings is affected by the advance of the
physiological age of the stock plant.

Key words: Solanum tuberosum L., micro-propagation, acclimatization, mini-
cuttings.
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1 INTRODUCAO GERAL

A batata € uma das culturas alimenticias mais importantes no mundo (FAO,
2008), sendo no Brasil a hortalica mais cultivada (IBGE, 2008). Essa cultura é
caracterizada pela propagacgao vegetativa através dos tubérculos. Em consequéncia,
exige a renovagao periodica do material propagativo, pois a batata-semente sofre
degenerescéncia em funcdo da contaminagdo cumulativa por fungos, bactérias e
virus, que a cada cultivo sédo transmitidos para a geragao futura e contribuem para a
reducao do potencial produtivo da lavoura (FORTES; PEREIRA, 2003).

No entanto, para que materiais propagativos livres de patdgenos possam ser
produzidos, existe a possibilidade de utilizacdo da semente verdadeira (botanica) ou
a cultura de tecidos, obtendo-se assim plantas sadias. O uso de sementes
verdadeiras para multiplicagdo da batata normalmente é empregado em trabalhos de
melhoramento da espécie, pois este tipo de material implica em uma alta
variabilidade genética das plantas produzidas, impossibilitando o uso em lavouras
comerciais (PEREIRA; FORTES, 2004). Assim, a cultura de tecidos, por meio do
cultivo de apices caulinares e da micropropagacao, tem sido bastante empregada na
batata (ASSIS, 1999), pois ao obter-se uma planta livre de patogenos,
principalmente virus, essa pode ser micropropagada em grande escala.

A micropropagacao, apesar de ser muito utilizada na cultura da batata, ainda
€ uma tecnologia com custos elevados, que se reflete em um alto prego pago pelos
produtores no momento da aquisicdo da batata-semente. Uma das fases criticas e
que colabora para o aumento dos custos € o0 momento em que as plantulas passam
da condigao in vitro para a ex vitro, etapa denominada de aclimatizagdo. Isso se
deve ao fato das plantulas cultivadas in vitro apresentarem um comportamento
heterotrofico, por estarem em um ambiente livre de qualquer tipo de estresse e com
elevada disponibilidade de agua e nutrientes, fazendo com que as plantulas
apresentem anatomia, morfologia e fisiologia anormais.

Portanto, € de extrema importdncia a busca de novas alternativas que
venham contribuir para o aumento da produtividade da batata-semente com elevada
qualidade sanitaria e de reduzido custo de producdo, a fim de aumentar a taxa de

utilizacdo desse tipo de material pelos produtores. Um dos aspectos relevantes € a
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necessidade de desenvolver protocolos mais eficientes de micropropagacédo e
aclimatizagao de plantulas, que permitam diminuir custos e a mortalidade das mudas
durante a passagem do ambiente in vitro para o ex vitro, reduzindo o desperdicio de
material propagativo de alta qualidade fitossanitaria e genética.

Outra técnica que vem sendo estudada para aumentar a disponibilidade de
batata-semente é o enraizamento de miniestacas. Para isso, plantas em producéao
de batata-semente (SILVA, 1987), plantas recém aclimatizadas (PEREIRA;
FORTES, 2004), e até brotos destacados de tubérculos-semente (GIUSTO, 2006)
podem ser utilizados como propagulos. A producdo de mudas a partir da estaquia ja
€ uma técnica comum para muitas espécies cultivadas, sendo considerado o
procedimento mais econdémico para a produ¢cdo de mudas em grande escala.

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de estudar a micropropagacéao e a
miniestaquia, para maximizar a produ¢ao de mudas e minimizar os custos da batata-
semente. Especificamente foram avaliados, em trés clones de batata, o efeito de
variagdes no meio MS e da sacarose na aclimatizacdo de plantulas; a eficiéncia de
dois sistemas de aclimatizagéo; a melhor solugéo para irrigagdo no enraizamento de
miniestacas; e a influéncia da idade fisiolégica da planta matriz sobre o
enraizamento das miniestacas; e, para o clone Asterix, 0 uso do acido indol-butirico

no enraizamento de miniestacas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Origem e importancia da cultura da batata

A batata é nativa da América do Sul, mais precisamente da Cordilheira dos
Andes, onde é cultivada ha mais de 7000 anos. Pertencente a familia Solanacea,
género Solanum, o qual contém mais de 2000 espécies, das quais mais de 150
produtoras de tubérculos. Cerca de 200 espécies silvestres de batata e 20 cultivadas
sao conhecidas. Dentre as cultivadas, a mais importante economicamente produzida
no mundo € a espécie Solanum tuberosum L. (HAWKES, 1994). Sua difusao para o
mundo comecgou a partir do ano de 1570 quando a batata foi levada da América para
a Europa por meio dos colonizadores espanhois, sendo que por volta de 1620 foi
levada da Europa para a América do Norte onde se tornou alimento popular
(LOPES; BUSO, 1997).

Atualmente a batata é considerada uma das culturas alimenticias mais
importantes para a humanidade, ocupando o quarto lugar em produgado, sendo
superada apenas pelo milho, trigo e arroz (FAO, 2008). No ano de 2007 no mundo
foram cultivados mais de 19,3 milhdes de hectares de batata, com uma producéo ao
redor de 321,7 milhdes de toneladas e uma produtividade média de 16,64 t ha™
(FAO, 2008). Por ser uma cultura promissora no combate a fome no mundo, em
virtude de seus inumeros aspectos positivos, tanto produtivos quanto nutricionais, o
ano de 2008 foi eleito pela FAO (Food and Agriculture Organization) como o Ano

Internacional da Batata.

2.2 Situacao da producéo de batata no Brasil

No Brasil, a intensificacdo do cultivo da batata, assim como de outras
hortalicas, ocorreu na década 20, no cinturdo verde de Sao Paulo (LOPES; BUSO,

1997). Atualmente é a hortalica mais cultivada, principalmente nas regides sul e
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sudeste. Em 2007 a area plantada com batata no Brasil foi de 147.800 ha, com uma
produtividade média de 24,03 t ha™' (IBGE, 2008), sendo que os estados de Minas
Gerais, Sdo Paulo, Parana, Rio Grande do Sul, Bahia e Santa Catarina foram
responsaveis por 95,8% da produgcdo nacional de batata. No entanto, a
produtividade média das lavouras brasileiras esta bem abaixo da produtividade das
lavouras da Europa, as quais produzem acima de 40 t ha”'. A implantagdo das
lavouras com tubérculos-semente de baixa qualidade fitossanitaria, pela escassez
de material certificado, € um dos principais fatores que tem afetado negativamente a
produtividade (KIM et al., 2000; MEDEIROS et al., 2002). Estima-se que no Brasil
13% da produgdo de batata é utilizada como batata-semente. Deste montante,
apenas 20% a 30% é batata-semente certificada (FORTES; PEREIRA, 2003).

A multiplicacdo da batata € vegetativa, por meio de caules modificados
chamados de tubérculos. Um dos grandes problemas deste método de reprodugéo
assexuada é a vulnerabilidade a infecgcbes por patégenos como fungos, bactérias e
principalmente virus, que a cada ciclo vegetativo s&o transmitidos para a proxima
geragao, contribuindo para a degeneragao da cultura (FORTES; PEREIRA, 2003).
Acredita-se que somente o uso de material propagativo livre de doengas poderia
elevar em até 50% a produtividade de uma lavoura de batata (ASSIS, 1999).
Portanto, a utilizacdo de material propagativo de alta qualidade fitossanitaria para
instalacdo das lavouras € um requisito indispensavel para a cadeia produtiva da
batata (PEREIRA et al., 2005).

2.3 Uso da cultura de tecidos em batata

A cultura de tecidos compreende basicamente trés etapas. A etapa | refere-se
a selecao dos explantes, desinfestacdo e cultura em meio nutritivo sob condicbes
asseépticas; a etapa Il compreende a multiplicagdo dos propagulos por sucessivos
subcultivos em meio apropriado para a multiplicagdo; a etapa Il engloba a
transferéncia dos brotos produzidos para um meio de enraizamento e subsequente
transplantio das plantulas obtidas para um substrato adequado (MURASHIGE,
1974). Nessa etapa, a planta passa de uma situacéo de reduzido fluxo transpiratério,

devido a baixa irradiancia e a elevada umidade relativa, para um ambiente que
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demanda um incremento na taxa de transpiragdo, ficando muito suscetivel ao
estresse hidrico. Por este motivo, existe a necessidade de que a planta passe por
um processo de aclimatizagdo, para que os mecanismos de regulagdo estomatica e
fotossintética sejam reestruturados e a planta tenha condi¢des de sobreviver por
conta propria.

A cultura de tecidos, pela técnica da cultura de apices caulinares, tem sido
bastante empregada na obtencdo de plantas livres de patdégenos, como fungos,
bactérias e virus, pois a partir do momento em que uma planta sadia € obtida, essa

pode ser micropropagada em grande escala.

2.3.1 Cultura de apice caulinar

Na falta de um produto quimico capaz de erradicar virus de plantas
infectadas, o cultivo de apices caulinares vem sendo utilizado ha varios anos para
eliminacao desses patdgenos a fim de obter material de multiplicagdo com alta
qualidade fitossanitaria (TORRES et al., 1998a). Essa técnica consiste na excisao da
cupula meristematica apical com um ou dois primérdios foliares, onde possivelmente
ainda n&o haja conexao vascular com os tecidos da planta, podendo ser cultivado
em meio de cultura adequado para a diferenciacdo dos tecidos caulinar e radicular
(TORRES et al., 1998b). Essa ferramenta da cultura de tecidos pode ser utilizada
para propagacdo de plantas in vitro, recuperacdo de plantas livres de virus,
conservagao e intercambio de germoplasma, com a vantagem da manutengédo das

caracteristicas genéticas da planta matriz (FERREIRA et al., 1998).

2.3.2 Micropropagacéao de plantas

A micropropagagao, assim denominada pelo tamanho dos propagulos
utilizados, € uma das mais importantes aplicacbes da cultura de tecidos e tem
grande impacto comercial. A micropropagacao permite a multiplicagado massal de um

genotipo selecionado e a obtencdo de um grande numero de plantas sadias e de
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alta qualidade em pequeno espaco fisico, curto periodo de tempo e ao longo de todo
o ano (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; GUERRA et al., 1999). Essa técnica
vem sendo amplamente utilizada na cultura da batata, especialmente na produgao
de material propagativo com elevada qualidade sanitaria, proporcionando beneficios
diretos aos produtores pelo consequente aumento da produtividade das lavouras
(ASSIS, 1999).

A micropropagagdo € uma ferramenta bastante util, mas seu uso ainda é
limitado em fung¢do dos custos elevados de equipamentos e reagentes laboratoriais
e pela baixa taxa de crescimento in vitro e problemas de sobrevivéncia durante o
periodo de aclimatizagdo que algumas espécies apresentam (KOZAI et al., 1997;
GUERRA et al., 1999). Grande parte das pesquisas tem direcionado esforgos para
otimizar os estagios de desenvolvimento in vitro, sendo que o processo de

aclimatizagao em condi¢des ex vitro continua pouco estudado (HAZARIKA, 2003).

2.3.3 Sacarose como fonte de energia

Para muitas espécies, a sacarose € adicionada ao meio de cultura para atuar
como fonte exdgena de energia, uma vez que células, tecidos e plantas cultivadas in
vitro ndo encontram condi¢gdes adequadas de iluminagcdo e concentragcdo de CO; e,
as vezes, nao apresentam teores de clorofila suficientes para realizarem a
fotossintese que sustenta o crescimento (DALTON; STREET, 1977). Essa fonte de
energia pode se tornar importante durante o periodo de aclimatizagdo ex vitro, pois
as plantas podem metabolizar os assimilados estocados (amido), enquanto o
aparato fotossintético é reestruturado (CAPELLADES et al., 1991).

A dose ideal de sacarose a ser adicionada ao meio de cultura com a
finalidade de promover o aumento da sobrevivéncia das plantas durante a fase de
aclimatizacao pode variar em fungao da espécie estudada e até mesmo dentro da
mesma espécie devido a fatores genéticos (HAZARIKA, 2003). Plantas de
amendoim (Arachis retusa Krapov., W.C. Greg. & Valls) apresentaram uma
diminuicdo na sobrevivéncia durante a aclimatizacdo ex vitro, quando o meio de
cultivo foi suplementado com 60 g L' de sacarose. No entanto, altos indices de

sobrevivéncia foram obtidos quando o meio de cultura foi suplementado com 15 e 30
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g L' de sacarose (PACHECO et al., 2006). Ja para as culturas de trigo e nabo, 50 e
90 g L' de sacarose adicionada ao meio de cultura, respectivamente, foram as
concentragbes que promoveram O maior crescimento in vitro e também a maior
eficiéncia na transferéncia das plantas para a condigdo ex vitro (VORACKOVA et al.,
1998). Para a espécie Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen cultivada in vitro, as
concentracdes de sacarose variando de 45 a 60 g L' promoveram os maiores
indices de aclimatizagdo (SKREBSKY et al., 2006).

Plantulas de coco (Cocus nucifera L.) crescendo em meio de cultura
suplementado com 90 g L™ de sacarose tiveram a atividade fotossintética reduzida,
porém apresentando alta sobrevivéncia quando transferidas para a condicdo ex
vitro. Quando a sacarose foi suprimida do meio de -cultura, as plantulas
apresentaram aumento da atividade fotossintética, mas ndo sobreviveram por muito
tempo na condicdo ex vitro. As concentracdes moderadas de sacarose decresceram
a fotossintese, mas promoveram um aumento na sobrevivéncia de plantulas,
sugerindo que as reservas acumuladas, tanto pela fotossintese realizada in vitro
quanto as advindas da sacarose exdgena, contribuiram para a sobrevivéncia ex vitro
das plantulas de coco (FUENTES et al., 2005).

Para plantulas de morangueiro, batata, videira e menta o aumento da dose da
sacarose de 0 a 60 g L™ afetou a sobrevivéncia durante a aclimatizagdo, sendo que
os melhores resultados foram obtidos com 30 e 45 g L™ (RIQUELME et al., 1991).

2.3.4 Aclimatizagéo das plantulas

A aclimatizagdo pode ser definida como a transferéncia da plantula da
condigdo in vitro para o ambiente natural ou intermediario, como casa de vegetacéo
(DEBERGH; MAENE, 1981). Neste processo, € imprescindivel a manutencédo de
elevada umidade e temperaturas amenas para que as plantas sobrevivam (MACIEL
et al., 2000). Em artigos cientificos sdo encontrados os termos aclimatagao e
aclimatizacdo sendo utilizados como sinbénimos. A aclimatagdo refere-se ao
processo em que as plantas ou outros organismos vivos se ajustam ou se adaptam a
uma nova condi¢cdo de clima ou situagdo, como resultado de um processo de

selecdo (PREECE; SUTTER, 1991), ou seja, a aclimatacdo € um processo regulado
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pela natureza, enquanto que aclimatizacdo seria aquele controlado pelo homem
(GEORGE,1993).

A aclimatizagdo é considerada uma etapa critica da micropropagagéo e se
apresenta, em alguns casos, como limitante ao uso desta técnica. Isso se deve
basicamente ao fato de que as plantas passam da condicdo in vitro, onde
apresentam um comportamento heterotréfico, para uma condigdo ex vitro, onde
necessitam apresentar um comportamento autotréfico. A heterotrofia deve-se
basicamente ao fornecimento externo de energia pela sacarose adicionada ao meio
de cultura, a alta disponibilidade de nutrientes, ao ambiente livre de patégenos e ao
reduzido fluxo transpiratério em funcdo da baixa intensidade luminosa e elevada
umidade relativa que as plantas estdo expostas (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998). No ambiente ex vitro, a planta é submetida a uma condigdo de alta demanda
transpiratdria e necessita realizar fotossintese e absorver agua e nutrientes para
sobreviver. Essas condigdes especiais durante o processo de micropropagagao
produzem plantas com morfologia, anatomia e fisiologia anormais (POSPISILOVA et
al., 1999), que se tornam importantes quando as plantas s&o transferidas para
condicdo ex vitro, sendo necessario, entdo, o periodo de aclimatizagao até que estas
anormalidades sejam corrigidas. As dificuldades encontradas durante a
aclimatizacao sao causadas, particularmente, pelo retardamento do desenvolvimento
da cuticula, ceras epicuticulares e aparato estomatal, levando a uma alta
condutancia estomatica e alta transpiracdo cuticular e estomatal das plantas
(POSPISILOVA et al., 1992, 1998, 1999).

Como forma de reduzir a mortalidade de plantas durante a aclimatizagao,
modificagdes nas ultimas etapas da micropropagagdo e as consequéncias na
sobrevivéncia ex vitro tem sido investigados por diversos autores. Essas
modificagdes incluem o cultivo em meio de cultura com diferentes concentragdes de
sacarose, variagdes na intensidade luminosa, redugédo na umidade, trocas gasosas e
aumento na concentracdo de CO; nos recipientes de cultivo (SHIM et al., 2003).

Além dessas modificagdes, outro fator que pode influenciar a aclimatizagao
das plantas é o substrato a ser utilizado, pois dependendo das propriedades fisico-
quimicas este pode facilitar ou impedir o crescimento (SKREBSKY et al., 2006). O
substrato deve ter boa capacidade de retencdo de umidade e na&o compactar
excessivamente, pois isso comprometeria a drenagem e aeragao do sistema

radicular. A preferéncia € que o substrato seja quimicamente inerte, para que os
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nutrientes sejam oferecidos de acordo com as necessidades da espécie
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Em um trabalho de aclimatizacdo de plantas
de amendoim foi observada maior sobrevivéncia de plantas quando areia foi
utilizada como substrato, em comparacdo ao substrato comercial, ndo havendo,

inclusive, a necessidade de utilizagdo de solugao nutritiva (PACHECO et al., 2006).

2.4 Producao de mudas de batata por miniestaquia

Mudas micropropagadas e aclimatizadas e até plantas em produgao de
batata-semente podem ser utilizadas como fonte de miniestacas apicais e de
segmentos nodais para posterior propagacgao. Esse tipo de produgdo de mudas ja é
comumente utilizado no cultivo comercial de espécies ornamentais folhosas
(BLYTHE et al., 2004) e tem se mostrado promissora para outras culturas, pois
permite o aumento do numero de plantas produzidas a partir de um gendtipo de
interesse (WASSNER; RAVETTA, 2000). A grande vantagem dessa técnica é a
manutencdo da constituicdo genética durante as sucessivas geragdes
(FERNANDES et al., 2004).

Quanto a capacidade de enraizamento, tem sido observado que estacas de
algumas espécies enraizam prontamente sem a necessidade de tratamento com
auxinas, enquanto estacas de outras espécies sao beneficiadas com esse
tratamento, devido o aumento da percentagem de enraizamento. Os beneficios
obtidos pelo uso de promotores de enraizamento irdo depender da espécie e até
mesmo da cultivar, da condigao da miniestaca, da época do ano, entre outros fatores
(HARTMANN et al., 2002).

Na cultura da batata, a miniestaquia pode constituir-se em uma técnica
eficiente para aumentar a taxa de multiplicagdo de plantas livres de patdgenos,
principalmente viroses, reduzindo os custos de producdo de batata-semente
(PEREIRA; FORTES, 2004). E importante ressaltar que, além de aumentar a taxa de
multiplicagédo, essa propagacao rapida pode ser eficiente para a produgdo de mudas
para programas de produgdo de material pré-basico para o cultivo sem solo
(PEREIRA et al., 2001). Outra técnica que tem sido utilizada com sucesso, € a de

aproveitamento dos brotos de tubérculos como propagulos para a producédo de
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minitubérculos. Estes brotos sdo destacados de batata-semente de alta sanidade
(classe basica importada ou nacional) e tem se mostrado uma alternativa eficiente
em relacédo a importagado de batata-semente, pela diminuigdo de custos e volume de
material transportado (GIUSTO, 2006).

No cultivo sem solo de batata, um dos problemas apresentados € o excessivo
crescimento da parte aérea das plantas, o que pode afetar a eficiéncia do processo
de multiplicagdo de tubérculos. Isso se deve ao fato de que o crescimento
exagerado da parte aérea consome grandes quantidades de assimilados e
nutrientes, os quais poderiam ser destinados para aumentar a produtividade de
tubérculos. Desse modo, torna-se necessario a realizagcdo de poda na parte aérea
das plantas de batata, para que haja um aumento na eficiéncia de producdo de
batata-semente (DELLAI, 2007). Este procedimento € frequentemente empregado
em plantas horticolas para manejar o compartimento vegetativo e aumentar a fragéo
da massa seca alocada para os 6rgaos de acumulo e reserva, especialmente em
cultivos com excessivo crescimento vegetativo (SANDRI et al., 2002), como € o caso
da batata (DELLAI, 2007).

Cabe ressaltar também que a poda de ramos vegetativos, bem como de
folhas jovens, pode modificar substancialmente os niveis de fitohormbnios nas
plantas de batata, ja que estes s&o importantes locais de sintese de giberelinas e
auxinas (MENZEL, 1981). A poda quebra a dominancia apical e favorece o
surgimento de ramos laterais, devido principalmente a remocdo da fonte de
suprimento de auxinas (GALSTON et al., 1980). Na planta da batata esse fato pode
ser de grande interesse, uma vez que essas novas brotagdes poderao ser fontes de

miniestacas.

2.5 Producédo de minitubérculos de batata

Até pouco tempo a produgdo de minitubérculos de batata era realizada
diretamente em solo dentro telados. Esse tipo de produgdo requeria o uso de
agentes quimicos para a esterilizagdo do solo, que devido ao alto potencial
toxicolégico foram recentemente proibidos. Em consequéncia, a produgédo de

minitubérculos de batata vem sendo progressivamente mais dependente de
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sistemas de cultivo sem solo. Esses sistemas vém se destacando pela superagao
dos problemas de produtividade e sanidade dos tubérculos-semente. Em
comparagao ao cultivo tradicional realizado em solo, a maior produtividade obtida é
atribuida, em grande parte, a auséncia de enfermidades radiculares e pelo controle
adequado da nutricdo das plantas, pelo uso de solugao nutritiva adequada a espécie
(CALDEVILLA; LOZANO, 1993).

Dentre os sistemas que podem ser empregados para essa finalidade destaca-
se o cultivo em substratos em circuito fechado. Esse sistema é caracterizado por
operagdes simples, baixos custos, menores riscos de perda da cultura por
deficiéncias de fertirrigacdo e maior inércia térmica. Outra vantagem é que o volume
de solugado nutritiva armazenada junto as raizes no interior do substrato diminui as
variagdes de concentracdo da solucdo nutritiva, que séo elevadas em sistemas de
pequena inércia do tipo NFT (FAVORETTO, 2005). Quanto ao substrato, a utilizagao
de areia mostra-se como uma boa alternativa devido a grande estabilidade fisica,
baixo custo, maior disponibilidade nas distintas regides do Pais e a maior facilidade
de limpeza e desinfestacdo, quando necessarias (ANDRIOLO, 2006).

A maior taxa de mutiplicacdo de tubérculos em sistemas de cultivo sem solo
contribui para a superacdo do principal problema apresentado pelos métodos
tradicionais de produgéo de tubérculo-semente. Além do mais, os sistemas sem solo
eliminam a possibilidade de contaminacdo das plantas por patégenos associados ao
solo, desde que utilizado material propagativo ndo infectado, contribuindo para a
obtencdo de tubérculos-semente de boa qualidade fisiolégica e fitossanitaria
(MEDEIROS et al., 2002).
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3 CAPITULO |

MEIO DE CULTURA E ACLIMATIZACAO DE PLANTULAS NA
MICROPROPAGACAO DE BATATA

3.1 Introducéao

A cultura da batata (Solanum tuberosum L.) caracteriza-se pela necessidade
periddica de renovagao da batata-semente em fungcdo da degeneragdo que esta
sofre, devido a contaminagao cumulativa por fungos, bactérias e virus que acarretam
perdas na produtividade das lavouras (FORTES; PEREIRA, 2003). Estima-se que a
producado de batata de uma lavoura poderia ser aumentada em até 50% pelo uso de
batata-semente livre de doengas (ASSIS, 1999). Uma forma de se obter materiais
livres de patdgenos € o emprego de técnicas de cultura de tecidos, como a de cultivo
de apices caulinares (TORRES et al.,, 1998a). Aliada a essa técnica, a de maior
impacto comercial €, sem duvida, a micropropagagao, pois permite a produgdo em
grande escala de um gendtipo de interesse, utilizando pequeno espaco fisico, curto
periodo de tempo e mantendo as caracteristicas genéticas (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998; GUERRA et al., 1999).

A micropropagac¢ao, mesmo sendo uma técnica bastante utilizada na cultura
da batata para a multiplicagdo de materiais livres de virus (ASSIS, 1999), apresenta
custos elevados em fungdo dos reagentes e equipamentos laboratoriais utilizados
(GUERRA et al., 1999). A aclimatizagao é outra etapa que colabora para a elevagao
desses custos, pois muitas plantulas sdo perdidas em fungdo destas apresentarem
anatomia, morfologia e fisiologia anormais (POSPISILOVA et al., 1999). Essas
anomalias ocorrem devido as condicbes especiais de cultivo, com elevada
disponibilidade de agua e nutrientes, conduzindo, entre outros fatores, a uma
elevada transpiragdo e reduzida taxa fotossintética das pléntulas (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Esses fatores fazem com que plantulas cultivadas in vitro tenham

dificuldades em resistir a mudanca brusca do ambiente de cultivo, necessitando
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assim, um periodo de aclimatizacdo sob condigdes favoraveis até que ocorra uma
adaptagao ao crescimento autotrofico.

Como forma de reduzir a mortalidade das plantulas durante a aclimatizagao,
diversos estudos tém sido conduzidos com a finalidade de otimizar o ambiente in
vitro. Dentre os aspectos estudados destacam-se, entre outros, alteragdes na
intensidade luminosa do ambiente de cultivo (KADLECEK et al., 2001; RADMANN et
al., 2001; PANDEY et al., 2006), redugdo da umidade e aumento da concentragéo
de CO; nos frascos de cultivo (KOZAI; KUBOTA, 2001; KANECHI et al., 1998;
POSPISILOVA et al., 1999; SEON et al., 2000; SHIM et al., 2003). Variacdes na
quantidade de sacarose adicionada ao meio de cultura e os efeitos na sobrevivéncia
das plantas durante a aclimatizagdo também tem sido alvo de estudos (KADLECEK
et al., 2001; SKREBSKY et al., 2004).

Quanto ao uso de sacarose no meio de cultura existem algumas divergéncias.
Alguns autores afirmam que a sacarose pode ser prejudicial, uma vez que faz com
que as plantas cultivadas in vitro manifestem o carater heterotréfico, sendo mais
dificil a sobrevivéncia durante a aclimatizacdo (KOZAI, 1991; KOZAI et al., 1997,
SEON et al.,, 2000). Em contrapartida, outros autores (GROUT; MILLAN, 1985;
DESJARDINS et al., 1987; CAPELLADES et al., 1991; PREMKUMAR et al., 2001)
apontam para os beneficios do uso de sacarose, pois os assimilados estocados
durante o periodo de cultivo in vitro podem ser utilizados durante a aclimatizacao até
que todas as anomalias morfolégicas e fisioldgicas sejam corrigidas ou novas folhas
fotossinteticamente ativas surjam. No entanto, ndo existe um padrao a ser seguido,
uma vez que a dose ideal de sacarose a ser adicionada ao meio de cultura com a
finalidade de promover o aumento da sobrevivéncia das plantas durante a
aclimatizagcao pode variar entre e dentro da mesma espécie, neste ultimo caso,
devido a fatores genéticos (HAZARICA, 2003).

Outro fator que deve ser levado em consideragao durante a aclimatizacéo é o
substrato a ser utilizado, pois dependendo das caracteristicas fisicas e quimicas
pode facilitar ou impedir o crescimento das plantas (SKREBSKY et al., 2006). A
preferéncia € que o substrato seja quimicamente inerte para que os nutrientes
possam ser fornecidos de acordo com as exigéncias da espécie (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito de

concentragdes do meio MS e doses de sacarose na aclimatizacdo de plantulas de
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trés clones de batata, tanto em substrato quanto no sistema de flutuagdo em solugao

nutritiva.

3.2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido em duas etapas, uma em laboratério e a outra
em telado, durante o segundo semestre de 2007. A primeira etapa foi realizada no
Laboratério de Melhoramento e Propagagao Vegetativa de Plantas do Departamento
de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS. Os
tratamentos consistiram de trés clones de batata (Asterix, Macaca e SMINIA793101-
3), duas concentrag¢des dos sais do meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) (2 MS
e MS completo) e trés doses de sacarose (30, 45 e 60 g L™"). Os tratamentos foram
distribuidos em um fatorial (3x2x3) no delineamento experimental inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes. A unidade experimental foi um frasco de vidro
de 150 mL, contendo 20 mL de meio de cultura e 20 segmentos nodais de uma
gema e folha, obtidos de plantulas de batata previamente estabelecidas in vitro.

Ao meio de cultura, com as variagcbes de sais do MS e da sacarose, foi
adicionado agar na proporgao de 6,75 g L" e o pH corrigido para 5,75 £ 0,02. A
sequir, os frascos contendo o meio de cultura foram autoclavados durante 15 min a
121 °C e pressao de 1 atm. Apds trés dias, foram inoculados os explantes, sendo
estes mantidos em sala de crescimento com temperatura controlada (25 + 2°C) e
fotoperiodo de 16 horas, com iluminagao fornecida por lampadas fluorescentes
brancas frias.

Apods 15 dias de cultivo, as plantulas foram retiradas do meio de cultura e as
raizes lavadas com agua corrente para retirar o excesso de meio. Foi entdo
realizada a contagem do numero de raizes por plantula, comprimento da maior raiz
(cm), comprimento da brotagdo (cm) desde o ponto de crescimento até o apice e o
numero de folhas em cada plantula.

A segunda etapa do experimento foi conduzida em telado do Programa de
Genética e Melhoramento de Batata do Departamento de Fitotecnia da UFSM. O
telado é coberto com um filme de polietileno de 150 micras e as laterais protegidas

com tela anti-afideos de 50 mech. Nesse ambiente foi avaliada a influéncia dos



27

tratamentos aplicados in vitro (clones, concentracdes do MS e doses de sacarose)
na sobrevivéncia das plantulas durante o periodo de aclimatizac&o, incluindo-se dois
sistemas de aclimatizacdo. Os tratamentos foram distribuidos segundo um fatorial
(3x2x3x2) no delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de 20
plantulas cada uma.

Os sistemas de aclimatizacédo utilizados foram: de flutuagcdo em solugao
nutritiva e com substrato (areia grossa). Estes sistemas haviam sido previamente
empregados para aclimatizacdo de plantulas de morango (Fragaria X ananassa
Duch.) (BISOGNIN, 2007). O sistema com flutuagédo (Figura 1A) foi composto de
uma bandeja de polietileno com uma lamina de 5 a 7 cm de solugdo nutritiva
completa de condutividade elétrica (CE) de 1 dS m™, descrita em Andriolo (2006).
Sobre essa lamina de solugcdo colocou-se uma placa de poliestireno expandido de
1,5 cm de espessura com orificios circulares de 3,0 cm de didmetro. Em cada orificio
foram colocadas as 20 plantulas de cada repeticao, as quais foram fixadas em rolos
de espuma de poliuretano, confeccionados em de tiras de 3 cm de largura e 20 cm
de comprimento. O sistema com substrato (Figura 1D), foi composto de uma
bandeja preta de polietileno, na qual se colocou uma camada de 7 cm de brita média
para drenagem da solugdo. Essa camada de brita foi coberta por uma tela fina de
polietileno para separar o substrato, constituido de uma camada de 5 cm de areia
grossa (particulas entre 1 e 3 mm de didmetro). As plantulas foram distribuidas em
orificios espagados em 2 x 2 cm. Essa bandeja recebeu irrigacées periddicas (de
duas em duas horas durante o dia), com o auxilio de um programador digital e uma
bomba de baixa vazao, até o completo encharcamento do substrato e formacao de
uma lamina superficial de solug¢do, a qual era drenada por dois orificios, um situado
na base e outro na parte superior da bandeja. Em ambos os sistemas, as plantulas
de batata permaneceram sob sombrite 60% por 15 dias, para aclimatizagéo, quando
foi avaliada a porcentagem de sobrevivéncia.

Os dados de ambas as etapas do experimento foram submetidos a analise de
variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Duncan (a=0,05) com
o auxilio do programa estatistico SOC-NTIA/EMBRAPA, (EMBRAPA, 1997). Dados
de contagem foram transformados segundo a equacéo (X+0,5)” enquanto dados de

porcentagem foram transformados pela equacdo arcosen (X/100)%.
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Figura 1 — Sistema para aclimatizacao de plantulas de batata com flutuagdo (A). Vista superior
do sistema (B). Plantas apds 15 dias de aclimatizagdo no sistema com flutuagcado (C). Sistema
de aclimatizagcdo com uso de substrato (areia) (D). Vista superior do sistema (E). Plantulas
apo6s 15 dias de aclimatizacao em areia (F). Santa Maria. RS, 2007.
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3.3 Resultados e Discussao

Durante a etapa de laboratério, o0 numero de raizes por planta nio foi
influenciado pela combinacéo dos trés fatores (clones x MS x sacarose). Houve
diferencga significativa (p<0,05) apenas para os niveis do meio de cultura MS, sendo
que a utilizagdo da metade da concentragcdo de sais (2 MS) proporcionou um maior
numero de raizes por planta em relagdo ao uso do MS completo (Tabela 1). Essa
diferenca no numero de raizes pode ter sido causada pela alta concentragao de sais
no MS completo, em especial o nitrogénio (HUIMEI et al., 2007) que favorece o
crescimento da parte aérea em detrimento das raizes. Ao testar o efeito da variagao
das concentragbes de N e P do meio MS para o crescimento de P. glomerata, foi
verificado que o numero de raizes por planta e o percentual de plantas enraizadas
foram maiores na concentragado de N equivalente a 50% daquela do meio de cultura
MS (RUSSOWSKI; NICOLOSO, 2003). Para as cultivares MC e Adams de
marmeleiro (Cydonia oblonga Mill.), a reducdo para 75% da concentragdo original
dos sais do MS aumentou a porcentagem de enraizamento, o numero e o
comprimento médio das raizes (ERIG et al., 2004). Em videira (Vitis vinifera L.)
também foi verificado que o uso de 50% da concentragao dos sais do MS aumentou
0 numero de raizes por explante (BIASI et al. 1998). A vantagem de um maior
numero de raizes formadas durante o cultivo in vitro estd no favorecimento da
aclimatizagdo, uma vez que criam um balango favoravel de agua na planta pela
maior capacidade de absorgédo (DIAZ-PEREZ et al., 1995). Portanto, o uso de 72 MS
seria mais indicado, pois favorece o aumento do numero de raizes para diversas
espécies, inclusive batata, além de contribuir para a reducao de custos.

Nao houve interagdes entre clones, meio de cultura e sacarose para o numero
de folhas por plantula (Tabela 1), porém todos os fatores apresentaram diferenca
significativa entre médias. O clone Macaca foi 0 que apresentou o maior numero de
folhas, seguido pelos clones SMINIA793101-3 e Asterix. Portanto, esse trabalho
mostra que a resposta in vitro para o numero de folhas depende de cada clone,
podendo estar condicionado a fatores genéticos. Quanto aos niveis do MS foi
observado que a utilizacdo do MS completo favoreceu a formagao de um maior
numero de folhas em relacdo a metade da concentracdo dos sais, o que pode ser

explicado pela maior concentragdo de nitrogénio no meio, nutriente que influi



30

diretamente no crescimento vegetativo das plantas (THOMPSON-JOHNS et al.,
1998). Esse resultado esta de acordo com o obtido com manjericao (Ocimum
basilicum L.) por Ribeiro et al. (2007).

Houve um decréscimo no numero de folhas com o aumento da dose de
sacarose utilizada, ou seja, a sacarose afetou negativamente o numero de folhas
das plantulas de batata durante o cultivo in vitro. Porém este decréscimo pelo uso de
concentragdes mais elevadas de sacarose no meio de cultura (acima de 30 g L)
pode ndo surtir efeito sobre a aclimatizagdo das plantas de batata, mas deve ser
levado em consideragdo no momento da micropropagagao, pois pode afetar a taxa
de multiplicacao, pela redugcdo no numero de folhas e comprimento das brotacdes, o

que resulta em um menor numero de entrends por planta.

Tabela 1 - Numero de raizes e de folhas por plantula de batata ap6s 15 dias de cultivo in vitro.
Santa Maria, RS, 2007.

Clones N° de raizes N° de folhas
Asterix 3,7 a* 34c
SMINIA793101-3 3,5a 3,8b
Macaca 3,5a 6,2 a
Variacdes no MS

Y2 MS 3,7 a 4,4b
MS completo 34b 4,7 a
Sacarose (g L™

30 3,5a 5,0a
45 3,6a 44b
60 3,6a 41c
CV(%) 6,2 5,3

* Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade de erro.

Para comprimento da maior raiz houve interagao significativa entre clones,
concentragdes do MS e doses de sacarose (Tabela 2). Para a combinagao do clone
Macaca com as concentragdes de sais do MS nao houve diferenga entre os niveis
de sacarose e de meio. Entretanto, para o clone SMINIA793101-3, houve diferenga
significativa entre os niveis de sacarose nas duas combina¢gdes com o MS. O maior

comprimento de raiz foi observado na dose de 45 g L de sacarose nas duas
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concentragdes de MS, sendo que em 2 MS diferiu (p<0,05) apenas da dose de 30 g
L. Para este mesmo clone, o MS completo apresentou valores médios de
comprimento de raizes mais elevados diferindo da concentragcéo de 2 MS, exceto na
dose de 60 g L' de sacarose. Para o clone Asterix, em % MS o maior comprimento
de raizes se deu na dose de 30 g L™ de sacarose diferindo apenas de 60 g L™". No
MS completo a dose de 45 g L' de sacarose favoreceu o maior comprimento de
raizes, diferindo apenas da dose de 30 g L. Para este clone o uso da metade da
concentracido dos sais do MS proporcionou 0 maior desenvolvimento das raizes em
relagdo ao uso do MS completo. Exceto para Asterix, € mesmo nao havendo
diferenca entre os niveis de MS para Macaca, o maior comprimento de raiz foi

favorecido pelo uso do MS completo, em todas as doses de sacarose (Tabela 2).

Tabela 2 - Comprimento da maior raiz de plantulas de batata apés 15 dias de cultivo in vitro.
Santa Maria, RS, 2007.

Macaca SMINIA793101-3 Asterix
Sacarose ¥2MS  MS Yo MS MS Yo MS MS
(9L Comprimento da maior raiz (cm)
30 3,1aA* 3,2aA 3,0bB 3,7 bA 42aA 29bB
45 3,1aA 33aA 3,7aB  4,3aA 3,8abA 3,4aA
60 3,3aA  3,3aA 34aA 3,5bA 3,6 bA 3,2 abA
CV% 4.4

* Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na vertical e maiuscula na horizontal, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

Interagdes dessa magnitude séo dificeis de serem interpretadas em fungao
das inumeras variaveis que podem estar influenciando a resposta do carater em
estudo. Porém, a producéo in vitro de plantulas com raizes curtas pode ser uma
vantagem, pois esse tipo de raiz normalmente esta em fase de ativo crescimento,
sendo mais adequadas ao transplante, por facilitar o0 manuseio, 0 pegamento e o
posterior crescimento ex vitro das plantas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998;
WOODHEAD; BIRD, 1998). Tendo em vista essa afirmacao, o uso da metade da

concentragédo dos sais do MS (exceto para o clone Asterix), juntamente com a dose
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de 30 g L' de sacarose seriam os tratamentos mais indicados, no caso do
comprimento de raiz ser um fator determinante para a adaptagcédo e sobrevivéncia
das pléantulas de batata durante a aclimatizagéo.

Para a variavel comprimento da brotagao houve interagao significativa apenas
entre clones e concentragcées do MS (Tabela 3). O clone Macaca apresentou o maior
comprimento de broto em ambas as concentracbes de sais do MS. O clone
SMINIA793101-3 foi o que apresentou brotagdes mais curtas, diferindo do clone
Asterix apenas no 2 MS. Diferengas entre os niveis de MS foram observadas
apenas nos clones SMINIA793101-3 e Asterix, sendo o maior comprimento médio de
brotos observado em MS completo e 72 MS, respectivamente para estes clones. O
comportamento variavel apresentado pelos clones SMINIA793101-3 e Asterix pode
ser atribuido a diferengas genéticas, no que tange a adaptacédo as condigdes de
cultivo. No entanto, tem sido verificado na literatura que o uso de concentracoes
diluidas do meio MS tem promovido um maior crescimento das brotacbes em
algumas espécies. Em plantulas de gloxinia (Sinningia speciosa Lood. Hiern.)
cultivada in vitro, a reducdo da concentragdo do meio MS para 50% foi favoravel,
tanto para a obtencdo de um maior numero de brotos quanto para a maior média em
altura das brotagdes (PAIVA et al.,1997). Plantulas de rainha-do-abismo (Sinningia
leucotricha (Hoehne) Moore) cultivadas in vitro sob 50% da concentragdo dos sais
do MS também apresentaram maior comprimento das brotagdes (UEMOTO et al.,
2006).

Houve decréscimo no comprimento das brotagdes com o aumento da
sacarose adicionada ao meio de cultura, sendo que o comprimento foi afetado
negativamente com a adigdo de 60 g L™ de sacarose (Tabela 4). Ja em P. glomerata,
0 aumento da dose de sacarose de 30 a 60 g L' promoveu o elongamento
proporcional das brotagdes e um maior numero de segmentos nodais (NICOLOSO et
al., 2003). Os resultados deste trabalho evidenciam que o aumento da dose de
sacarose interferiu no crescimento das plantulas de batata cultivadas in vitro
reduzindo o comprimento das brotacdes. Apesar de nio ter sido avaliado a produgcéao
de biomassa das plantulas, € possivel que esta redugcdo no crescimento tenha
implicagdes na menor producdo de biomassa pelas plantulas, o que pode ser
indesejavel, pois reduz a capacidade de armazenamento de assimilados durante o
cultivo in vitro, que poderiam ser utilizados durante a aclimatizacédo (CAPELLADES
et al., 1991).
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Tabela 3 — Comprimento de brotacéo de plantulas de batata apés 15 dias de cultivo in vitro em
funcéo dainteracdo clones x MS. Santa Maria, RS, 2007.

Meio de cultura

Clones Yo MS MS
Macaca 3,4 aA* 3,7 aA
SMINIA793101-3 1,4 cB 1,6 bA
Asterix 2,0 bA 1,7 bB
CV% 7,1

* Médias seguidas pela mesma letra, minuscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

Tabela 4 — Comprimento de brotacéo de plantulas de batata apds 15 dias de cultivo in vitro em
funcdo da dose de sacarose. Santa Maria, RS, 2007.

Sacarose (g L™)

30 45 60
Comprimento de brotagao 24a 23a 21b
(cm)
CV% 7,1

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na horizontal, ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade de erro.

Durante a etapa de aclimatizagcdo onde foi avaliado a sobrevivéncia das
plantulas de batata, houve interacéo significativa apenas entre clones e sistemas de
aclimatizagdo (Tabela 5). Para o clone Macaca a maior taxa de sobrevivéncia foi
observada com plantulas aclimatizadas no sistema com substrato. Entretanto, para o
clone SMINIA793101-3 foi observado resultado inverso, com a maior sobrevivéncia
de pléantulas no sistema com flutuacdo. N&o foi observada diferenca (p<0,05) entre
sistemas para o clone Asterix.

Na avaliacao entre clones em cada sistema de aclimatizacdo houve diferenca
significativa somente no sistema com flutuagdo, onde o clone Macaca apresentou a
menor taxa de sobrevivéncia, diferindo dos demais. Neste tipo de sistema, grande
parte das raizes fica imersa na solugdo nutritiva, estando sujeitas a necrose pela
falta de oxigenacgao, o que pode reduzir ainda mais a eficiéncia do sistema radicular

desenvolvido in vitro, sendo necessario o surgimento de novas raizes para a
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absorcdo de agua e nutrientes. Esse fato, aliado ao maior numero de folhas
apresentado pelo clone Macaca durante o cultivo in vitro, pode ter contribuido para a
menor taxa de sobrevivéncia de plantulas durante a aclimatizacédo. Esta hipotese é
reforcada em funcdo da alta porcentagem de sobrevivéncia obtida para os demais
clones, que apresentavam praticamente a metade do numero de folhas em relacéo a
Macaca e nao diferiram no numero médio de raizes por plantula como observado na
Tabela 1. No sistema com substrato ndo houve diferenca entre clones para a
sobrevivéncia, ou seja, o clone Macaca apresentou uma melhor resposta a

aclimatizagcdo em substrato.

Tabela 5 — Porcentagem de sobrevivéncia de plantulas de trés clones de batata oriundos da
micropropagacdo apos 15 dias de aclimatizagdo nos sistemas com flutuagéo e com substrato.
Santa Maria, RS, 2007.

Sistemas de Clones
aclimatizacéo Macaca SMINIA793101-3 Asterix
Flutuagao 91,9 bB* 99,1 aA 98,7 aA
Substrato 95,4 aA 94,6 bA 97,2 aA
CV% 9,7

* Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na vertical e maiuscula na horizontal, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

A elevada porcentagem de sobrevivéncia de plantulas observada possibilita a
escolha do sistema de aclimatizacdo que melhor se adapta ao sistema cultivo sem
solo empregado para a producédo de mini-tubérculos (NFT ou em substrato). Dessa
forma, para o sistema de cultivo sem solo que usa areia grossa como substrato
pode-se realizar a aclimatizacdo das plantulas de batata em areia, em fungdo da
semelhancga entre os dois sistemas, o que minimiza a necessidade de uma nova
adequacao do sistema radicular.

As concentragdes dos sais do MS influenciaram a sobrevivéncia de plantas. O
maior numero de plantas vivas apds a aclimatizacédo foi obtido quando utilizado a
metade da concentracdo dos sais (Tabela 6). E importante ressaltar que o uso de %
MS favoreceu o aumento do numero médio de raizes e a diminuicdo do numero
médio de folhas por planta, dois fatores que podem ser importantes para a

sobrevivéncia durante a aclimatizacdo. Quanto maior o numero de raizes maior € o
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suprimento de agua para a planta (DIAZ-PEREZ et al.,, 1995) e quanto menor o
numero de folhas menor € a transpiracéo, criando uma condigao favoravel para a
sobrevivéncia ex vitro das plantulas.

Entretanto, a variagdo da dose de sacarose do meio de cultura nao afetou a
porcentagem de sobrevivéncia das plantulas dos trés clones estudados,
apresentando médias acima de 94% (Tabela 6). Estes resultados estdo de acordo
com os obtidos em P. glomerata, onde plantas cultivadas in vitro sob concentracbes
de sacarose de 30, 45 e 60 g L ndo apresentaram diferenca na sobrevivéncia
durante a aclimatizacdo (SKREBSKY et al.,, 2004). Porém, o aumento da
concentracdo da sacarose de 0 a 60 g L™ afetou a sobrevivéncia de plantulas de
morangueiro, batata, videira e menta, cujos melhores resultados foram obtidos com
30 e 45 g L' (RIQUELME et al., 1991), o que, na pratica, estd de acordo com os

resultados deste trabalho.

Tabela 6 — Porcentagem de sobrevivéncia de plantulas de batata apds 15 dias de aclimatizacao
em funcado da dose de sacarose e da variacdo nos sais do meio MS. Santa Maria, RS, 2007.

Meio de cultura Sobrevivéncia (%)

Y2 MS 97,5 a*

MS 94,8 b
Sacarose (g L™)

30 94,8 a

45 97,1 a

60 96,5 a
CV(%) 9,7

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

3.4 Conclusodes

A concentragao de 50% dos sais do meio MS pouco afeta o crescimento in
vitro e favorece a sobrevivéncia das plantulas de batata durante a aclimatizacio.

As diferentes doses de sacarose nao interferem na aclimatizacdo das
plantulas.

Tanto o sistema de flutuagdo em solucdo nutritiva quanto o de substrato

podem ser utilizados para a aclimatizagéo de plantulas de batata.



36

4 CAPITULO I

MINIESTAQUIA NA PROPAGACAO DA BATATA

4.1 Introducéao

Na cultura da batata (Solanum tuberosum L.) a micropropagagcdo é uma
técnica comumente utilizada para a produgdo de material propagativo livre de
doencgas. No entanto, os custos ainda sao elevados em fungdo dos reagentes e
equipamentos utilizados (GUERRA et al., 1999), contribuindo para o aumento dos
custos de producdo da batata-semente. Desse modo, € necessario que novas
tecnologias sejam desenvolvidas para minimizar a dependéncia da utilizagdo de
plantas oriundas da micropropagagao, visando reduzir os custos de produgao e
aumentar a disponibilidade de batata-semente com elevada sanidade.

Uma dessas tecnologias € a produgdo de mudas por meio do enraizamento
de brotos de tubérculos e miniestacas de plantas de batata. Para essa producao
podem ser utilizados como propagulos, brotos destacados de tubérculos (GIUSTO,
2006), miniestacas obtidas de plantas recém aclimatizadas (PEREIRA; FORTES,
2004) e miniestacas obtidas de plantas em producdo de batata-semente (SILVA,
1987), desde que tenham elevada sanidade. A utilizagdo de brotos destacados de
tubérculos de batata-semente de alta sanidade (classe basica importada ou
nacional) tem se mostrado uma alternativa eficiente em relagdo a importagdo de
tubérculos, pela diminuicdo de custos e volume de material transportado (GIUSTO,
2006).

Na cultura da batata, a miniestaquia pode constituir-se em técnica eficiente
para aumentar a taxa de multiplicacdo de maneira pratica e econdmica de plantas
livres de patdgenos, principalmente viroses, reduzindo os custos de produgédo de
batata-semente (PEREIRA; FORTES, 2004). Além de aumentar a taxa de
multiplicacdo, essa propagacgao rapida pode tornar-se técnica eficiente na obtengao

de mudas para programas de producdo de material pré-basico para o cultivo
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hidropdnico (PEREIRA et al., 2001). Cabe ressaltar que nesse sistema de cultivo as
plantas de batata apresentam-se mais vigorosas e a poda verde tem sido
recomendada como forma de controlar o crescimento do compartimento vegetativo
(DELLAI, 2007). Isso faz com que os apices oriundos da aplicagdo da poda possam
ser utilizados para a confeccado de miniestacas a serem enraizadas, desde que a
elevada sanidade das plantas seja mantida.

Como vantagem para a produgao de miniestacas, a aplicagdo de poda quebra
a dominancia apical e favorece o surgimento de ramos laterais, devido
principalmente a remogao da fonte de suprimento de auxinas (GALSTON et al.,
1980). Esse fato pode ser de grande interesse, uma vez que essas novas brotacoes
poderao ser fontes de novas miniestacas, o que pode aumentar consideravelmente
a taxa de multiplicacdo de materiais livre de patégenos.

A producdao de mudas através de miniestacas enraizadas € comumente
utilizada no cultivo comercial de espécies ornamentais folhosas (BLYTHE et al.,
2004) e tem se mostrado promissora para culturas agricolas, pois permite o aumento
do numero de plantas de um gendtipo de interesse (WASSNER; RAVETTA, 2000). A
vantagem desse método € a manutencdo da constituicido genética durante as
sucessivas geragoes (FERNANDES et al., 2004). Uma das dificuldades na producéao
de mudas por miniestaquia € o enraizamento, pois algumas espécies enraizam
prontamente sem a necessidade de tratamento com auxina, enquanto outras
espécies sao beneficiadas com o tratamento, devido a promocdo do aumento do
enraizamento das miniestacas. Os beneficios obtidos pelo uso de auxinas irdo
depender da espécie e até mesmo da cultivar, da condicdo da estaca, da época do
ano, entre outros fatores (HARTMANN et al., 2002).

Quanto ao substrato de enraizamento, o uso de areia tem sido vantajoso, pelo
baixo custo e pela facil disponibilidade, além de apresentar caracteristicas positivas
quanto a drenagem, sendo adequado para enraizamento de estacas herbaceas e
semi-lenhosas (FACHINELLO et al., 1994). O enraizamento de miniestacas de
batata em areia seria adequado ao sistema de cultivo sem solo com uso de areia
como substrato, que esta sendo usado para a produgdo de minitubérculos (MULLER
et al., 2007; DELLAI et al., 2008).

Este trabalho teve como objetivo estudar o enraizamento de miniestacas de

trés clones de batata. Foram avaliadas a solugéo de irrigacéo, a idade fisioldgica da
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planta matriz e a aplicagdo do acido indol-butirico visando maximizar a propagacao

da batata.

4.2 Material e Métodos

Para as avaliagcbes de producado de mudas a partir de miniestacas de batata,
trés experimentos foram conduzidos em telado do Programa de Genética e
Melhoramento de Batata no Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Santa Maria, RS. As plantas utilizadas como fonte de miniestacas eram provenientes
de material micropropagado no Laboratério de Melhoramento e Propagagéo
Vegetativa de Plantas e estavam crescendo em sistema de cultivo sem solo por um
periodo de pelo menos 30 dias. Miniestacas apicais foram extraidas com 1,5 a 2,0
cm de comprimento, deixando-se uma folha em inicio de expanséo (+ 0,5 cm de
comprimento) e efetuando-se um corte em bisel na base (Figura 1A).

As miniestacas foram enraizadas em areia (Figura 1 B,C,D), em um sistema
previamente utilizado para aclimatizagdo de plantulas de batata, composto de uma
bandeja preta de polietileno (55 x 34 x 15 cm), na qual foi colocada uma camada de
7 cm de brita média para drenagem da solucéo de irrigacédo. Esta camada de brita foi
coberta por uma tela fina de polietileno para separar o substrato, o qual foi formado
por uma camada de 5 cm de areia grossa (particulas entre 1 € 3 mm de diametro).
Foram realizadas irrigagdes periddicas (de duas em duas horas durante o dia) com o
auxilio de e um programador digital e uma bomba de baixa vazdo de modo que todo
0 substrato fosse encharcado. A solugcao excedente era drenada através de dois
orificios, um situado na base e outro na parte superior da bandeja.

Para ambos os experimentos os dados de porcentagem de sobrevivéncia e
de enraizamento das miniestacas foram calculados em relacédo ao numero total de
miniestacas e o numero médio de raizes e comprimento médio da maior raiz (cm) foi
calculado apenas para as miniestacas que apresentavam-se enraizadas. Os dados
foram submetidos a analise de variancia para o teste F e as médias foram
comparadas pelo teste de Duncan ou por analise de regresséo polinomial, a 5% de
probabilidade de erro, com o auxilio do programa estatistico SOC-NTIA/EMBRAPA

(EMBRAPA, 1997). Dados de contagem foram transformados segundo a equacgao
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(X+0,5)”%, enquanto dados de porcentagem foram transformados pela equacéo

arcosen (X/100)”.

QO «+— Entrada de
sol. nutritiva

e 1 e - > : Areia grossa
ﬁ‘i%?“é : RS SR e AN (camada de 5cm)

o
p— (s

Brita média Tela
Drenos de (camada de 7 cm) (1 mm?)
sol. nutritiva

Figura 1 — Miniestacas apicais obtidas de plantas adultas (A). Sistema com substrato (areia)
utilizado para o enraizamento das miniestacas de batata (B). Vista geral do sistema de
enraizamento (C). Detalhe das miniestacas sendo enraizadas em areia (D). Santa Maria, RS,

2007.

4.2.1 Solugao de irrigagao
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O experimento foi conduzido em duas etapas, durante os meses de novembro
e dezembro de 2007 visando determinar o efeito da solugdo de irrigacdo no
enraizamento de miniestacas apicais de plantas de batata em areia. Na primeira
etapa foram utilizados como tratamentos: trés clones (Asterix, Macaca e
SMINIA793101-3), solugao nutritiva desenvolvida para o cultivo sem solo de batata
(ANDRIOLO, 2006) com a seguinte composicdo em mmol L™": 13,0 de NO57; 1,5 de
H2PO,; 1,25 de SO47; 4,0 de Ca™; 6,5 de K™ e 1,25 de Mg**, mais micronutrientes,
com condutividade elétrica (CE) de 1 dS m™ e agua de torneira (pH= 6,4, CE= 0,56
dS m™ com os seguinte residuos minerais em mg L™: 1,0 de K, 2,0 de Ca, 0,4 de
Mg, 5,0 de Na, 0,1 de Bo. Demais nutrientes estavam abaixo do limite de deteccao).
Apods 15 dias foi avaliada a porcentagem de sobrevivéncia e de enraizamento, o
numero de raizes e o comprimento da maior raiz (cm) das miniestacas.

Na segunda etapa novamente foram utilizados os trés clones, sendo que um
dos tratamentos de irrigacao foi o uso combinado de agua (por 10 dias) e o restante
do periodo com solugdo nutritiva e o outro tratamento somente irrigagdo com
solugdo nutritiva. Aos 21 dias foram feitas as mesmas avaliagbes da primeira etapa.
O experimento foi um fatorial (3x2) no delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes de 15 miniestacas. Em ambas as etapas as miniestacas foram

mantidas sob sombrite 60% durante 15 dias.

4.2.2 |dade da planta matriz

O experimento foi conduzido em maio de 2008 para avaliar o efeito da idade
fisiolégica da planta matriz sobre o potencial de enraizamento de miniestacas apicais
no sistema utilizando areia como substrato.

As miniestacas utilizadas foram extraidas de plantas oriundas da
micropropagacgao, com 15 dias de aclimatizagdo e aproximadamente 10 cm de
estatura, denominadas de miniestacas de plantas jovens. As miniestacas extraidas
de plantas que estavam em producdo no sistema de cultivo sem solo a pelo menos
30 dias e apresentavam aproximadamente 30 cm de estatura foram denominadas de
miniestacas de plantas adultas. Os clones utilizados foram Asterix, Macaca e

SMINIA793101-3, sendo o experimento conduzido em um fatorial (2x3) no
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delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticoes de 15 miniestacas e a
irrigacao efetuada com solugado nutritiva (CE= 1 dS m™).

Durante os primeiros 15 dias as miniestacas foram mantidas sob sombrite
60% e, apds, em pleno sol. Aos 21 dias foi avaliada a porcentagem de sobrevivéncia

e de enraizamento, o numero de raizes e o comprimento da maior raiz (cm).

4.2.3 Aplicagao do acido indol-butirico

O experimento foi conduzido no més de novembro de 2008 para avaliar o
efeito do acido indol-butirico (AIB) no enraizamento de miniestacas de batata no
sistema utilizando areia como substrato.

Foram utilizadas miniestacas do clone Asterix, obtidas de apices de brotacdes
laterais de plantas que estavam crescendo em sistema de cultivo sem solo a 50 dias
(desde o plantio até a extragcdo das miniestacas) e haviam sido submetidas a poda
verde da parte aérea aos 35 dias, quando a estatura das plantas atingiu 30 cm.

Os tratamentos consistiram de quatro concentracées de AIB (0, 300, 600 e
900 mg L'1), preparadas a partir da diluigdo em agua destilada de uma solugéo
estoque de AIB, previamente diluido em solucéo alcodlica na propor¢ao de 50%. As
miniestacas tiveram a base imersa na solugao por 3s, sendo que no tratamento
testemunha (0 mg L™ de AIB) as miniestacas foram imersas em agua destilada. Para
a irrigagao das miniestacas foi utilizada soluggo nutritiva (CE de 1 dS m™).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro
repeticoes de 10 miniestacas apicais. Durante os primeiros 15 dias as miniestacas
foram mantidas sob sombrite 60% e apds em pleno sol. Aos 21 dias foram avaliadas
as porcentagens de sobrevivéncia e enraizamento das miniestacas, 0 numero de
folhas e de raizes, o comprimento da maior raiz (cm), a massa seca de raiz das

miniestacas enraizadas, e a producdo de massa seca da parte aérea por miniestaca.

4.3 Resultados e discussao
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4.3.1 Solugao de irrigagao

Na primeira etapa houve interagdo entre clones e solug¢des de irrigagéo para
todas as variaveis observadas (Tabela 1). O clone Asterix apresentou os menores
valores para todas as variaveis avaliadas, tanto em agua quanto em solugao
nutritiva. Em relacdo a solugao de irrigacéo utilizada, apenas o clone Asterix mostrou
comportamento distinto, sendo que nenhuma estaca sobreviveu em solugao nutritiva
e apenas 16,6% em agua. Os clones Macaca e SMINIA793101-3 nao diferiram
quanto ao tipo de solugdo usada na irrigagdo das miniestacas, no entanto, a
porcentagem de sobrevivéncia e de enraizamento foi favorecida pelo uso de solugao

nutritiva.

Tabela 1 — Porcentagem de sobrevivéncia, porcentagem de enraizamento, nimero médio de
raizes e comprimento médio da maior raiz de miniestacas apicais de trés clones de batata,
enraizadas durante 15 dias em areia, sendo irrigadas com agua (AG) e solugéo nutritiva (SN).
Santa Maria, RS, 2007.

AG SN AG SN
Clones Sobrevivéncia (%) Enraizamento (%)
Macaca 54,9 Aa* 63,3 aA 44,9 aA 61,6 aA
SMINIA793101-3 64,9 aA 81,6 aA 49,9 aA 68,3 aA
Asterix 16,6 bA 0 bB 13,3 bA 0 bB
CV(%) 27,7 30,8
AG SN AG SN
N° de raizes Comp. da maior raiz (cm)
Macaca 7,8 aA 5,9 aA 4,1 aA 4,0 aA
SMINIA793101-3 5,8aA 5,5 aA 3,1aA 3,4 aA
Asterix 3,3 bA 0 bB 1,0 bA 0 bB
CV(%) 23,6 22,31

*Medias seguidas pela mesma letra, mindscula na vertical e maiuscula na horizontal, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

Na segunda etapa, ndo foi verificada interagdo entre clones e solugbes de

irrigacdo (agua combinada com solugédo nutritiva e somente solugdo nutritiva)
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(Tabela 2). Para a porcentagem de sobrevivéncia e de enraizamento houve
diferenga entre todos os clones, com destaque para o clone SMINIA793101-3 que se
apresentou superior aos demais, e para o clone Asterix que novamente apresentou
a porcentagem de sobrevivéncia e de enraizamento e numero de raizes, préximo a
zero. Raizes mais curtas também foram observadas neste clone. Para numero de
raizes e comprimento da maior raiz, os clones Macaca e SMINIA793101-3 nao
diferiram entre si. N&o foram observadas diferengas entre as formas de irrigagao.

Nas duas etapas do experimento, a sobrevivéncia e o enraizamento de
miniestacas de batata podem ser considerados baixos. Em estacas de tomateiro
(Lycopersicon esculentum) obtidas a partir de brotacbes de gemas axilares, aos 19
dias de enraizamento em solugcdo nutritiva, foi observada uma taxa de 96% de
estacas enraizadas (FERNANDES et al., 2004).

Tabela 2 — Porcentagem de sobrevivéncia, porcentagem de enraizamento, nimero médio de
raizes e comprimento médio da maior raiz de miniestacas apicais de trés clones de batata,
enraizadas durante 21 dias em areia, com um dos tratamentos sendo irrigagdo com agua
somente 10 dias, passando apds para solucdo nutritiva e 0 outro somente irrigacdo com
solucdo nutritiva durante 21 dias. Santa Maria, RS, 2007.

Sobrevivéncia Enraizamento N° de C°'.mp- d_a

Clones o o . maior raiz
(%) (%) Raizes
(cm)

Macaca 14,2 b* 13,3 b 41a 47 a
SMINIA793101-3 40,0 a 36,7 a 3,9a 3,8a
Asterix 0,8c 0,8c 0,1b 25b
Irrigacao
Agua/Sol. nutritiva 14,4 a 13,3 a 2,7a 24 a
Sol. nutritiva 22,2 a 20,5a 2,7 a 3,4 a
CV(%) 46,1 44 31,1 41

*Medias seguidas pela mesma letra, mindscula na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan
a 5% de probabilidade de erro.

Foi constatado que o enraizamento de miniestacas apicais de batata pode ser
realizado utilizando-se tanto agua de torneira quanto solugao nutritiva desenvolvida
para o cultivo sem solo de batata e que a combinacdo de ambas nao difere em
relacdo ao uso somente de solucio nutritiva. Dessa maneira, a escolha da solucéo a

ser utilizada podera ser feita de acordo com a disponibilidade no local de producéo
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das miniestacas, ou seja, se empregado o uso do sistema de cultivo sem solo,
poderia ser utilizada a solugao nutritiva para a irrigagado das miniestacas.

Sob as condigbes de producdo empregada neste trabalho (sistema de
enraizamento com areia e coberto com sombrite), a baixa taxa de sobrevivéncia
verificada pode estar relacionada com a desidratagdo das miniestacas, uma vez que
a batata € uma planta herbacea e perde com facilidade a agua dos tecidos e o
experimento foi conduzido no final da primavera onde as temperaturas sao mais
elevadas. Isso sugere que um ambiente controlado, com a manutencédo da umidade
relativa do ar elevada, deva ser utilizado para se obter uma maior eficiéncia. Em
trabalho desenvolvido com a espécie ornamental Ixora coccinea L. “Compacta”
(mini-exora), foi verificado que o uso de areia como substrato combinado ao uso de
camara umida favoreceu a sobrevivéncia e o maior numero de estacas enraizadas
(ALMEIDA et al., 2008). Areia também foi o substrato mais adequado para o
enraizamento das estacas de nandina (Nandina domestica Thunb.) e produgao de
massa seca de raizes e brotagbes, no entanto, as estacas recebiam irrigagao
periddica por meio de nebulizacdo (CARVALHO; GOSEK, 2008). No entanto, para o
clone Asterix, além do efeito das condigcdes ambientais, o potencial de enraizamento
pode estar sendo afetado por fatores genéticos e/ou relativos aos niveis de

promotores e inibidores do enraizamento das miniestacas.

4.3.2 |dade da planta matriz

Houve interacdo entre clones e idade da planta matriz apenas para
sobrevivéncia das miniestacas. Para os trés clones, miniestacas de plantas jovens
nao apresentaram diferenca quanto a sobrevivéncia, com um percentual superior a
84%. No entanto, para a sobrevivéncia das miniestacas de plantas adultas houve
diferenca entre clones, sendo a menor sobrevivéncia observada com Asterix (8,3%)
e a maior com o clone SMINIA793101-3 (51,7%). Miniestacas de plantas jovens
apresentaram maior sobrevivéncia para todos os clones avaliados. E importante
destacar que o clone Asterix apresentou uma superioridade de quase 80 pontos
percentuais na sobrevivéncia das miniestacas de plantas jovens em relagcéo as de

plantas adultas (Tabela 3).
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Tabela 3 — Porcentagem de sobrevivéncia de miniestacas apicais de trés clones de batata em
funcdo da idade das plantas matrizes (jovens = 15 dias de aclimatizacdo; adultas = em
producdo), apos 21 dias de enraizamento. Santa Maria, RS, 2008.

Clones Planta jovem Planta adulta
Macaca 85,0 aA* 31,7 abB
SMINIA793101-3 90,0 aA 51,7 aB
Asterix 86,7 aA 8,3 bB
CV(%) 16,5

*Medias seguidas pela mesma letra, mindscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

Para as variaveis, porcentagem de enraizamento, numero médio de raizes
por miniestaca e comprimento médio de raizes nao foi verificada diferenga entre os
clones (Tabela 4). No entanto, para a idade da planta matriz, verificou-se a
superioridade das miniestacas jovens para todas as variaveis avaliadas,
evidenciando que a idade das plantas tem influencia direta no sucesso na produgao
de miniestacas de batata. A elevada porcentagem de enraizamento de miniestacas
apicais obtidas de plantas jovens (15 dias de aclimatizagdo) verificado nesse
trabalho esta de acordo com o obtido por Pereira; Fortes (2004), com o mesmo tipo
de material. Em trabalho com Backhousia citriodora F. Muell, planta da familia das
mirtaceas, onde foi avaliado a influéncia da maturagao da planta matriz e diferentes
genotipos, sobre o enraizamento de estacas, foi observado que a juvenilidade e o
genotipo séo fatores criticos para o enraizamento (KIBBLER et al., 2004).

De acordo com os resultados deste experimento, quando utilizadas
miniestacas de plantas jovens o enraizamento no sistema com areia é satisfatorio.
Porém, foi observado que mesmo durante o outono (época em que foi realizado o
trabalho), onde a temperatura média normalmente € mais amena, as miniestacas de
plantas adultas apresentaram baixa taxa de sobrevivéncia e de enraizamento, com
destaque para o clone Asterix. Isso indica a possivel necessidade do uso de um
fitorregulador para promover o enraizamento de miniestacas apicais retiradas de

plantas adultas.
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Tabela 4 — Porcentagem de enraizamento, nUmero médio de raizes e comprimento médio da
maior raiz, para miniestacas apicais de trés clones de batata em funcdo da idade das plantas
matrizes (jovens = 15 dias de aclimatizacdo; adultas = em produc¢do), apd6s 21 dias de
enraizamento. Santa Maria, RS, 2008.

Clone Enraizamento (%) N° de raizes Comp. de raizes (cm)
Macaca 48,3 a* 3,2a 25a
SMINIA793101-3 50,0 a 29a 26a

Asterix 45,8 a 24 a 1,6 a

Idade da planta

Jovem 87,2 a 4,4 a 3,2a

Adulta 89b 1,3b 1,2b

CV(%) 21,6 20,3 25,1

*Medias seguidas pela mesma letra, mindscula na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan
a 5% de probabilidade de erro.

4.3.3 Aplicagao do acido indol-butirico

Para comprimento de raizes, massa seca de raizes e numero de folhas por
miniestaca foi observado comportamento variavel em funcdo das diferentes
concentracbes de AIB utilizadas, ndo sendo possivel obtengdo de resultados
conclusivos quanto ao efeito do uso de AIB sobre estas variavies.

Para porcentagem de sobrevivéncia, de enraizamento e para massa seca de
parte aérea nao foi observada diferenca entre tratamentos. A taxa média de
sobrevivéncia foi de 83,8% e de enraizamento foi de 81,8% e a massa seca média
de parte aérea foi de 0,047 g por planta. Exceto para o tratamento testemunha (0 mg
L' de AIB), nas demais concentragdes, todas as miniestacas que sobreviveram
também enraizaram.

Neste experimento foi verificado uma elevada taxa de sobrevivéncia e de
enraizamento na concentragdo de 0 mg L™ de AIB (acima de 70%), contrariando o
esperado para o enraizamento de miniestacas extraidas de plantas adultas do clone
Asterix. A possivel explicacdo pode estar associada ao tipo de miniestaca utilizada,
pois foram confeccionadas de apices de brotagdes emitidas de gemas axilares, uma
vez que as plantas haviam sido podadas e, nos experimentos anteriores, os apices

utilizados haviam sido retirados da haste principal.
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E possivel que miniestacas com tecidos em pleno crescimento tenham o
enraizamento favorecido, dando indicios de que o uso de AIB possa ser descartado
quando utilizado este tipo de miniestaca. Em tomateiro, estacas apicais extraidas de
brotac¢des laterais apresentaram 98,7% de enraizamento aos 19 dias (FERNADES et
al., 2004).

Mesmo nao havendo diferenga entre a porcentagem de enraizamento das
miniestacas, 0 numero de raizes mostrou comportamento quadratico, com ponto de
maxima na concentracdo de 794 mg L™ de AIB, tendo um leve decréscimo até a
concentracdo de 900 mg L™ (Figura 2). Portanto, considerando o niimero de raizes,
ndo ha a necessidade do uso de concentragdes superiores a 794 mg L™ de AIB.
Resultado semelhante foi observado em estacas de origem apical e mediana,
obtidas de plantas de batata com 15 dias de aclimatizagdo, onde o aumento do
nimero de raizes se deu até a concentracdo de 750 mg L de AIB (PEREIRA;
FORTES, 2004).
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Figura 2 — NOmero de raizes por miniestacas de batata do clone Asterix em funcédo da
aplicacédo de diferentes concentracfes de AIB. Santa Maria, RS, 2008.



48

4.4 Conclusfes

Miniestacas de batata podem ser enraizadas sendo irrigadas tanto com agua
de torneira quanto com solugdo nutritiva completa com CE=1dS m™.

Miniestacas retiradas de planta recém aclimatizadas tem maior potencial de
enraizamento do que aquelas de plantas adultas.

A aplicacdo de acido indol-butirico ndo interfere na porcentagem de
enraizamento, mas possui influéncia no numero de raizes das miniestacas extraidas

de brotacgdes axilares do clone Asterix.
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5 DISCUSSAO GERAL

Em relagdo a micropropagacao e aclimatizacdo de plantulas dos trés clones
de batata, foi verificado uma elevada sobrevivéncia de plantulas e, também, a
possibilidade de diminuicdo de custos na produgédo das pléntulas micropropagadas
pela reducdo de 50% dos sais do meio MS na etapa anterior a aclimatizagao,
abrindo precedentes para estudos com relagdo a micropropagacao in vitro utilizando
menor quantidade de nutrientes. Quanto ao sistema de aclimatizacéo, pelos altos
indices de sobrevivéncia observados, pode-se concluir que os tipos de sistemas
empregados forneceram as condigdes necessarias para a sobrevivéncia das
plantulas de batata durante a aclimatizagdo, ndo sendo necessarios investimentos
onerosos para esta fase, como o0 uso de camaras de nebulizacdo. Outra constatagao
foi que as doses de sacarose ndo tiveram interferéncia na aclimatizagdo das
plantulas de batata, ao contrario do observado em C. nucifera. (FUENTES et al.,
2005), A. retusa (PACHECO et al., 2006) e P. glomerata (SKREBSKY et al., 2006).
Durante o cultivo in vitro o aumento da sacarose adicionada ao meio MS promoveu
uma diminuicdo no comprimento das brotagbes e também no numero de folhas, o
que nao seria desejavel se o objetivo buscado fosse taxa de multiplicacdo do
material.

Em relagdo a produgcdo de mudas através de miniestacas, apesar de apices
caulinares de plantas adultas de batata terem apresentando baixos indices de
enraizamento, existe a possibilidade destes serem utilizados para a producédo de
mudas. O aumento do numero de miniestacas vivas e enraizadas poderia ser
conseguido através do fornecimento de condi¢gdes mais favoraveis ao ambiente de
enraizamento, pelo menos no inicio do processo, visto que a batata € uma planta
herbacea e as miniestacas desidratam com facilidade. No entanto, esta modificacao
no ambiente parece ndo ser necessaria para miniestacas retiradas de plantas
jovens, que apresentaram elevada sobrevivéncia e enraizamento. Em vista disso,
essas plantas poderiam ser utilizadas para formagdo de mini jardins clonais,
utilizando-se para isto o sistema de aclimatizacdo em areia que se adapta a
producdo de mudas, de onde periodicamente poderiam ser extraida miniestacas

para serem enraizadas.
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O sistema desenvolvido para aclimatizacdo de plantulas batata, que utiliza
areia, mostrou-se adequado também para o enraizamento de miniestacas. A
principal vantagem esta na produ¢cdo de mudas adaptadas ao sistema de cultivo
sem solo utilizando areia grossa como substrato. Isso se deve ao fato do sistema
radicular das mudas, tanto aclimatizadas, quanto produzidas por miniestaquia,
estarem crescendo em uma condicdo muito similar a condicdo definitiva de
producdo, reduzindo a necessidade de uma nova adaptacdo do sistema radicular
apos o transplante das mudas. Além do mais, para este sistema tanto agua de
torneira quanto solugado nutritiva pode ser utilizada na irrigagédo das miniestacas,
podendo a escolha ser efetuada de acordo com a disponibilidade no local de
produgdo das mudas.

Os resultados nao significativos quanto ao uso de AIB sobre a taxa de
sobrevivéncia e enraizamento de miniestacas retiradas de apices de brotacdes
laterais de plantas adultas do clone Asterix, apontam para uma maior eficiéncia no
enraizamento deste tipo de material em relagcdo as miniestacas retiradas de apices
da haste principal, entretanto, ha a necessidade de estudos mais detalhados para
avaliar este comportamento distinto quanto a origem das miniestacas dentro de um

mesmo clone.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Plantas de batata podem se micropropagadas em meio MS contendo a
metade da concentragdo de sais, suplementado com 30 g L' de sacarose, e
aclimatizadas tanto em sistema com flutuagcdo em solugdo nutritiva quanto no que
utiliza areia como substrato.

Miniestacas de apices caulinares de batata podem ser enraizadas sendo
irrigadas tanto com agua de torneira quanto com solugéo nutritiva.

O potencial de enraizamento das miniestacas é negativamente afetado pelo
avanco da idade fisiolégica da planta matriz, devendo-se dar prioridade ao uso de
plantas recém aclimatizadas.

Miniestacas obtidas de brotacdes axilares de plantas de batata do clone

Asterix enraizam sem a necessidade da aplicacdo de acido indol-butirico.
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APENDICE

APENDICE A — Plantulas de batata aclimatizadas em sistema com flutuagédo (A) e em sistema
com substrato (areia) (B). Sistema para enraizamento de miniestacas de plantas de batata (C).
Detalhe das miniestacas sendo enraizadas (D). Miniestacas apds 21 dias de enraizamento em
areia, prontas para o plantio (E1 e E2).
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