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RESUMO

A cultura da Ipomoea batatas (L.) € de imenso potencial alimentar, tanto para seres
humanos quanto para animais. E uma raiz de alto rendimento e rico em nutrientes,
que ainda ocupa é&reas marginais da agricultura. A propagacdo € vegetativa
utilizando-se ramas ou brotacfes de raizes para plantio. Porém, estes métodos
podem afetar a propagacao desta espécie, uma vez que pode disseminar doencas.
O objetivo deste trabalho foi avaliar gelificantes e um desinfetante sistémico na
cultura de tecido de batata-doce. Para isso dois experimentos foram montados, um
comparando trés doses de cada um dos gelificantes (agar e Phytagel®) e outro uma
curva de doses de isotiazolinonas (Kathon®CG). Foram avaliados parametros de
desenvolvimento como altura e massa seca dos explantes, e as taxas de
desenvolvimento de cada um, além parametros bioquimicos, como aclumulo de
prolina e atividade da superdxido dismutase. A batata-doce nao respondeu
positivamente aos diferentes gelificantes, recomendando-se entdo o de menor
custo. O Kathon®CG provocou reducdo no crescimento dos explantes em qualquer
dose. O retorno ao meio sem o Kathon®CG promoveu incremento no crescimento
das plantas sob condi¢cdes experimentais oferecidas. Batata-doce ndo se comporta
como espécie acumuladora de prolina.

Palavras-chave: Ipomoea batatas, Phytagel®, agar, isotiazolinonas, in Vvitro.



ABSTRACT

Sweet potato culture has a high potential for human and animal feeding; and for this
last purpose the branches can be used as hay. Is a high yield root, rich in nutrients
which occupy marginal crop lands. The propagation is highly vegetative using
branches or shoots from roots, what can affect it by disseminating pathogens. The
main objective of this work was to evaluate the effect of gelling agents and a
systemic disinfectant in sweet potato tissue culture. Two experiments were done;
one with different doses of gelling agents (Agar and Phytagel®) and another with a
response curve of isothiazolinones (Kathon®CG). Shoots and roots Length and dry
weight, their development rates; biochemical parameters as proline accumulation
and Superoxide Dismutase were evaluated. Sweet potato did not respond to
different gelling agents, and the recommendation is to use the low cost effective.
Kathon®CG reduced the growth in the different concentrations. The return to the
medium without Kathon®CG improved the plantlet growth.

Keywords: Ipomea batatas, physiology, biochemistry, in vitro.



14

1 INTRODUCAO GERAL

1.1 BATATA-DOCE

A batata-doce [Ipomoea batatas (L.) Lam.] € uma espécie da familia
Convolvulaceae, herbacea e perene, porém cultivada como anual. Seu habito de
crescimento € predominantemente decumbente, crescendo rapido e horizontalmente
sobre o solo, embora existam cultivares de porte ereto e semi-ereto (HUAMAN,
1992). E a quarta hortalica ndo folhosa mais consumida no Brasil, superada apenas
pela batata inglesa, tomate e abobora. E uma cultura rastica, de facil manutencgéo e
ampla adaptacdo. Esta espécie apresenta a caracteristica de armazenar reservas
nutritivas em suas raizes, possuindo imenso potencial alimenticio e industrial
(SILVA; LOPES; MAGALHAES, 2004), contendo ferro, célcio e fosforo, além de ser
rica em vitaminas A, B e C (OLIVEIRA et al., 2005). Apresenta, ainda dentre outras
caracteristicas, um germoplasma com grande diversidade genotipica e fenotipica
(PEIXOTO; MIRANDA, 1984).

Raizes de batata-doce podem ser utilizadas na alimentagcdo humana e
animal, tanto na forma in natura quanto industrializada, para a producédo de etanol
(TORRES; TEIXEIRA, 1996), em industrias téxteis, de cola e corantes naturais,
principalmente os cultivares com polpa alaranjada e "roxa" (FIGUEIREDO, 1995).

Sao agronomicamente precoces e constituem importante fonte de
energia e proteinas (SILVA; LOPES; MAGALHAES 2002). E cultivada em todo
territdrio nacional, apresentando uma infinidade de formas em suas raizes.
Praticamente todos os estados brasileiros possuem cultivares peculiares. Porém,
muito do que se conhece € mera duplicata, visto ocorrerem diversos cultivares iguais
com nomes diferentes (MURILO, 1990).

Na regido Nordeste, onde as condi¢des edafoclimaticas favorecem sua
producéo, destaca-se como a principal hortalica, com um consumo per capita de 6,8
kg/ano (MIRANDA; FRANCA; CARRIJO, 1989).

O rendimento médio nacional é menor que 10 toneladas por hectare,
(500 caixas por ha), enquanto que se pode obter produtividades superiores a 22

toneladas por hectare, quando se utilizam tecnologias relacionadas com a escolha
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do cultivar adequado, época de plantio e, principalmente, irrigacéo (SILVA; LOPES;
MAGALHAES, 2002).

A producédo de batata-doce encontra-se deprimida, fundamentalmente,
pela falta de disponibilidade de propagulos de alta qualidade (LEWTHWAITE, et al.,
2011). As técnicas biotecnoldgicas sdo alternativas para o resgate do potencial
produtivo, cuja perda de produtividade se deve ao envelhecimento fisiologico
(MORALES et al., 1998), como por exemplo a batata-doce in vitro tornaram possivel
a micropropagacdo desta espécie através de explantes foliares (peciolo e limbos),
nos, entrends, pedacos de raizes, apices, brotos, pedacos de ramas e meristemas.
Esta ultima fonte de propagulo é empregado quando se busca a “limpeza” de virus e
outros patégenos (SILVA; SOUZA; PAZ, 1991), além de possibilitar o intercambio
internacional de germoplasma (MAGALHAES et al., 2006).

1.2 CULTURA DE TECIDOS

A cultura de tecidos pode ser definida como o cultivo de todos os tipos
de células, tecidos e oOrgdos vegetais, sob condi¢cdes assépticas (SMITH; DREW,
1990). E um processo que se utiliza de pequenos fragmentos de tecidos vivo,
isolados de um organismo e cultivados assepticamente, por periodos indefinidos, em
um meio nutritivo (MANTELL; MATTHEWS; MCKEE, 1994).

O processo esta baseado na totipotencialidade dos explantes. é como
a conservacdo da capacidade genética para o desenvolvimento de uma planta
completa. Por meio desta técnica, fragmentos de tecidos vegetais Vivos,
denominados explantes, sao retirados de plantas de interesse e cultivados em meio
nutritivo definido, sob condi¢gfes assépticas. Estes fragmentos podem ser compostos
por células individuais, tecidos ou 6rgaos (SERAFINI; BARROS; AZEVEDO, 2001).

A técnica de propagacdo comercial de plantas, em laboratorio, teve
inicio na década de 70 (GONZALEZ, 1998). Naquela época, a quantidade de plantas
produzidas comercialmente, em laboratorio, totalizava cerca de 500.000.000 ao ano,
em todo o mundo (PEREZ, 1998).

Para a utlizacdo das técnicas de cultura de tecidos foram
desenvolvidos meios nutritivos de composicdes determinados para que as plantas se
desenvolvam no cultivo in vitro, com formulacdes que satisfacam as necessidades
de cada vegetal. De forma geral, os meios de cultura apresentam em sua

composicdo, basicamente: macronutrientes, micronutrientes, suplemento de ferro,
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vitaminas, agua, fontes de carboidratos, mio-inositol e, quando necessario,
reguladores de crescimento vegetal (DODDS; ROBERTS, 1995). Desta forma,
aproximam-se as condi¢des in vitro daqguelas necessarias para que as plantas se
desenvolvem no ambiente, como energia proveniente da luz, agua, elementos
minerais, entre outros (TAIZ; ZEIGER, 2004). A micropropagacao é, sem duavida, a
técnica de cultura de tecidos mais difundida e com maior utilizacdo no ambito
comercial (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A maior parte das empresas nacionais de biotecnologia atua no
segmento denominado agrobiotecnologia, e desenvolve produtos e servi¢os voltados
a agricultura e agropecuaria. Estas empresas sdo predominantemente
microempresas ou centros de desenvolvimento tecnolégico que desenvolvem
insumos agricolas (dentre eles mudas de vegetais) ou produtos e servicos para o
setor de alimentos (SALLES-FILHO et al., 2001).

1.3 AUTOCLAVAGEM NA CULTURA DE TECIDOS

A autoclavagem é uma técnica comumente utilizada para a
esterilizagdo de vidrarias, meios de cultura e materiais cirurgicos em laboratorio
(BURGER, 1988), é uma operacdo que demanda tempo, além de provocar a
degradacéo de alguns componentes do meio, como carboidratos (STREET; LOWE,
1950; BALL, 1953), reguladores de crescimento e substancias organicas termo
labeis além de alterar o pH da formulagéo.

E um procedimento que utiliza altas temperaturas (121°C) e presséo (1
kgf cm™) por periodos variaveis, para eliminacdo de microrganismos no meio de
cultura e no recipiente de cultivo das plantas (TORRES; CALDAS; BUSO, 1998).
Além de elevar os custos de producdo das mudas micropropagadas pelo alto
consumo energético das autoclaves (TEIXEIRA; SOUZA; TEIXEIRA, 2005a), a
autoclavagem também reduz o rendimento de producdo de meios de cultura no
laboratério, em razéo do tempo demandado para esse procedimento.

O processo de esterilizagdo por autoclavagem pode acarretar
problemas com os carboidratos, contidos no meio de cultura, devido as altas
temperaturas, os quais sdo fundamentais para o0 crescimento do explante,
resultando, inclusive, na formac¢do de compostos que podem ser toxicos aos tecidos

vegetais, como o furfural. Entre as transforma¢Bes quimicas envolvendo os
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carboidratos, merece destague a chamada “reacdo de Maillard”, devido a frequéncia
com gue ocorre e aos efeitos danosos que provoca no desenvolvimento da planta
(CHEFTEL.; CHEFTEL, 1992).

A reacdo de Mailard ocorre, basicamente, na presenca de aminoacidos
e acucares redutores através da interacdo entre a carbonila e 0s grupos amina
livres. A interacdo do grupo amina do aminoacido com o grupo carbonila do agucar
redutor ocorre através do ataque nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio do
grupo amina ao grupo carbonila, tendo como produto substancias denominadas
melanoidinas, que sdo substancias provenientes da mistura de produtos de varios
pesos moleculares. Sdo complexantes de metais e sua cor varia de marrom claro até
preto, conforme seu peso molecular (CHEFTEL; CHEFTEL, 1992).

Técnicas alternativas tém sido testadas para a dispensa da
autoclavagem do meio em diferentes trabalhos, utilizando diferentes processos,
como o micro-ondas (TEIXEIRA; SOUZA; TEIXEIRA, 2005a,TEIXEIRA et al.,
2005b),ou uso do hipoclorito de sodio (TEIXEIRA; RIBEIRO; TEIXEIRA, 2006, 2008)
e do peroxido de hidrogénio (YANAGAWA et al., 1995). Essas alternativas tém tido
sucesso na desinfestacdo de meios de cultura, porém tém causado problemas de
fitotoxicidade, em geral pelos produtos quimicos utilizados na esterilizacdo ou por
dificuldades durante a realizacdo dos procedimentos.

Desta forma, uma vertente das pesquisas na area de cultura de tecidos
tem visado a automacédo dos laboratorios, 0 aumento do rendimento das operacdes
e a reducéo dos custos (AITKEN, KOZAI, TAKAYAMA, 1995; CHU, 1995) que ainda
sdo elevados nos laboratérios comerciais atuais, por se tratarem de instalacdes
pouco diferentes daquelas utilizadas para a realizacdo de pesquisas, nas quais 0

aspecto econémico € pouco considerado.

1.4 GELIFICANTES

A selecdo do agente gelificante é fundamental no cultivo in vitro sobre
meios nutritivos semi-sélidos, pois estes devem ser firme o suficiente para suportar
as plantas sem ser rigido demais para inibir a difusdo de agua e nutrientes (CID,
2001). A alteracao do estado fisico do meio de cultura modifica a resisténcia fisica e
de contato dos explantes com o meio, podendo influenciar no desenvolvimento de

plantas in vitro (CHEN; ZIV, 2001). Altas concentracdes de Agar (resultando em
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meios muito consistentes) podem limitar a difusdo de nutrientes até o explante
(SZABADOS et al., 1991).

A otimizacgdo desta fase passa a ser um fator fundamental do processo
de producdo de material propagativo de alta qualidade fitossanitaria e de baixos
custos (GUERRA et al., 1999; PINHO, 2003).

O agar é um tipo de agente gelificante para cultura de tecidos
produzido por algas, cuja propor¢cado em polissacarideos pode variar de 50% a 90%,
por isso, sua procedéncia € de grande importancia.

A maioria dos trabalhos conduzidos in vitro utiliza o Agar como agente
gelificante. Apesar de muitas vezes ser considerado biologicamente inerte, o Agar
comercial varia de pureza e de poder de gelificacdo, além do que, como é utilizado
em grande quantidade, € normalmente o componente mais caro dos meios de
cultura (RIBEIRO et al., 1996). Assim, a funcédo do agar € ser 0 agente de suporte e
regulador osmdtico, variando de qualidade e pureza, caracteristicas diretamente
relacionadas com o custo do produto (PIZARRO et al., 1998).

A concentracdo de agentes gelificantes pode afetar substancialmente a
cultura de varios tipos de tecidos, micropropagacodes, inducédo de raizes, cultivo de
protoplastos e cultivo de anteras (SZABADOS et al., 1991). Caso seja esterilizado
em um pH abaixo de 4,5, ocorre a hidrélise do Agar que o impede de polimerizar-se
ao esfriar (TORRES; CALDAS; BUSO, 1998). Dependendo da marca, o agente
gelificante pode apresentar impurezas, como, bario, sulfato, etc, que podem afetar o
crescimento dos explantes (CID, 2001).

Um agente gelificante alternativo do agar utilizado é o Phytagel®, um
heteropolissacarideo produzido pela bactéria Pseudomonas elodea. Quando
comparado com o agar, seu custo por litro de meio é menor, em virtude da menor
quantidade utilizada, além de ser mais puro (GEORGE, 1993). E um polissacarideo
linear composto de &cido glucurénico, glucose, ramnose, necessitando de cations
monovalentes e bivalentes para gelificagcdo (VERAMENDI et al., 1997). Uma vez que
o Phytagel® é isolado a partir de um Gnico organismo, ele é altamente purificado e
nao contém contaminantes (CHEVREAU et al., 1997).

1.5 ISOTIAZOLINONA
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A contaminacdo microbiana é a principal causa de perdas de plantas
em laboratérios de cultura de tecidos de plantas (NIEDZ; BAUSHIER, 2002).

Entre os microorganismos mais comuns, os fungos sao frequentemente
detectados e sdo altamente prejudiciais, pois crescem vigorosamente no meio
nutricional, competindo com as plantas pelos nutrientes do meio, além de produzir
metabalitos fitotoxicos (LEIFERT; MORRIS; WAITES, 1994).

Por sua vez bactérias endofiticas podem causar a morte das culturas,
retardo de crescimento, necrose e altera¢des no potencial morfogenético, bem como
a reducdo na taxa de multiplicagdo in vitro e enraizamento (LEVIN et al., 1996).
Estas contaminacfes enddgenas mantem as plantas com uma produtividade
comercial de baixo potencial, uma vez estabelecidas in vitro (SANTOS, 1999; DIAS;
RODRIGUES, 2001).

Uma solucdo possivel para este problema seria a adicdo de
substancias antibioticas no meio de cultura (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
Além disso, quando utilizado em concentracdes eficazes contra a contaminacéo,
podem ser fitotoxicas e também induzir resisténcia nos organismos contaminantes
(NANNETTI, 1994).

As isotiazolinonas (tanto a clorometil-isotiazolinona como a metil-
isotiazolinona) sédo compostos muito efetivos para a utilizagdo como conservantes.
para cosméticos de xampus, condicionadores, géis de cabelo, solu¢des de tinturas,
cremes e lo¢des corporais.

O Kathon®CG é o nome comercial da primeira isotiazolinona mista. Foi
sintetizada pela induUstria quimica nos meados dos anos 60 e suas principais
caracteristicas sdo o baixo preco e alta eficiéncia em baixas concentragbes contra
bactérias (Gram-positivos e negativos), fungos e algas, caracteristicas dificeis de
encontrar em outros produtos quimicos similares, além de ser eficaz em ampla faixa
de pH. Sua composicdo € o resultado da mistura, solivel em &gua, dos seguintes
ingredientes: 1,5% de ingrediente ativo, 1,13% IM (2-metil-3, 4-isothiazolin-one),
0,37% da MCI (5-cloro-2-metil-4 isotiazolin-3-one), 23% de estabilizadores (nitrato e
cloreto de magnésio), 75,5% de agua (MARKS et al, 1990). Lemus e Hernandez
(2007) testaram varios produtos comerciais em atividade bacteriana in vitro sendo
que o Kathon®CG foi eficiente com todas as espécies testadas.

Outro composto que vem sendo usado na cultura de tecidos é o PPM™

(“Plant Preservative Mixture”), os ingredientes ativos sdo 5-cloro-2-metil-3-2H-
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isotiazolona e 2-metil-3-2H—isotiazolona. E um conservante de amplo espectro e
biocida, que mata as bactérias e células de fungos, impede a germinacdo de
esporos, e em concentragbes mais elevadas, pode eliminar explantes de
contaminacdo enddgena (NIEDZ, 1998).

A complexidade da parede celular das plantas, aparentemente previne
as moléculas de PPM™ de ter o mesmo efeito nos tecidos da planta (PLANT CELL
TECHNOLOGY, 1998). No entanto, o efeito do PPM™ sobre o metabolismo,
aparentemente, pode afetar a capacidade dos explantes de certas espécies a formar
brotos adventicios como demonstrado pela a reducao significativa na capacidade de
regeneracao de explantes de crisantemo (GEORGE; TRIPEPI, 2001).

Crompton e Koch (2001) testaram os efeitos de PPM™ na regeneracéo
adventicia em petlnia, embriogénese somatica em meldo e enbribgenese em
tabaco, e informaram que a eficacia da PPM™ foi em grande parte dependente das

espécies de planta analizadas.

1.6 ESTRESSE DE PLANTAS IN VITRO

A micropropagac¢do é uma técnica usada na industria em grande escala
para obter plantas axenicas, mas esta técnica causa estresse as plantas por varias
condicoes em que a planta se encontra, como por exemplo: alta umidade do ar,
baixa irradiancia, baixa concentracdo de CO2, meios de cultura suplementados com
acucares e reguladores de crescimento, uma maneira de observar este estresse é
pela determinacdo da superéxido dismutase (SOD) destas plantas in vitro
(BATKOVA, POSPISILOVA, SYNKOVA, 2008).

A evolucdo dos organismos aerobios que podem sobreviver em
ambientes com oxigénio requer um sistema de defesa eficaz contra espécies
reativas de oxigénio (ZELKO; MARIANI; FOLZ, 2002).

A superéxido dismutase (SOD) é considerada a primeira linha de
defesa contra espécies reativas de oxigénio, por quebrar as moléculas de
superéxido e formar moléculas de peréxido, podendo estar relacionada com uma
maior producdo de fendis e ligninas nos tecidos vegetais (VOET et al., 2000). Uma
resposta padréo ao estresse, biotico ou abiotico, € um aumento na atividade de SOD

ou das outras enzimas relacionadas a degradacao de espécies reativas ao oxigénio
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(GOEL; GOEL, SHEORAN, 2003; FOYER; NOCTOR, 2005; CAKMAK; ATICI;
SUNAR, 2010; SAIRAM et al., 2011).

Plantas in vitro submetidas a meios contendo reagente que causam
estresse, acumulam maior quantidade de prolina (HONG et al. 200)

A prolina € um aminoacido sintetizado a partir do glutamato e da
arginina sob condi¢cdes fisiolégicas normais, sendo o glutamato o caminho
preferencial sob condicbes de estresse (CHEN; KAO, 1993). A prolina € acumulada
no citoplasma ocorrendo em folhas, colmos e raizes, sendo a capacidade de
acumulo e concentracdo do aminoacido decrescente com idade da folha
(SAWAZAKI; TEIXEIRA; ALMEIDA, 1981).

O acumulo deste aminoacido esta relacionado com uma série de
estresses biotico e abidticos (MACHADO NETO et al., 2004; MORAGA; ESCOBAR,;
VALENZUELA, 2006) sendo utilizado como fonte de carbono e energia ao final do
estresse (HOAI et al. 2003).

Também sob a influéncia do estresse, a sintese de proteinas € inibida
e a degradacéao de proteinas é acelerada, o que leva a um acumulo de aminoacidos
e aminas livres. Uma caracteristica marcante de um disturbio no metabolismo das
proteinas € a mudanca nas propor¢gées dos aminoacidos e, frequentemente, um

aumento elevado na concentracdo de prolina (LARCHER, 2000).
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2.1 RESUMO

Utilizacdo de diferentes gelificantes para a cultura de micro propagulos de

batata-doce

A cultura da batata-doce é de imenso potencial alimentar, tanto para seres humanos
quanto para animais pelo uso de raizes rica em amido e nutrientes, podendo as
ramas secas serem aproveitadas na forma de feno. E uma raiz de alto rendimento,
que ainda ocupa &reas marginais da agricultura. A propagacdo €é vegetativa
utilizando-se ramas ou brotacdes de raizes para plantio. Porém, isso pode afetar a
propagacao da espécie, uma vez que tal metodologia pode disseminar doencgas. Por
sua vez, mudas oriundas de laboratdrios se ausentam destas doencas, aumentando
a producao, os agentes gelificantes mais utilizados na micropropagacéo encontra-se
o agar e o Phytagel®. O objetivo deste trabalho foi de avaliar gelificantes na
micropropagacao de batata-doce. Um experimento foi montado comparando-se trés
doses dos gelificantes, agar e Phytagel®. Foram avaliados parametros de
desenvolvimento como comprimento e massa seca, e as taxas de desenvolvimento
das plantas in vitro e parametros bioguimicos como acumulo de prolina e atividade
de superdéxido dismutase. A batata-doce ndo respondeu aos diferentes gelificantes,
recomendando-se entdo o de menor custo.

Palavras-chave: Ipomoea batatas, in vitro, crescimento.
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2.2 ABSTRACT

Use of different gelling agents for sweet potato micro shoots

Sweet potato culture has a high potential for human and animal feeding; and for this
last purpose the branches can be used as hay. Is a high yield root, rich in nutrients
which occupy marginal crop areas. The propagation is vegetative using branches or
shoots from roots, what can affect it by disseminating pathogens. The main objective
of this work was to evaluate the effect of gelling agents and a systemic disinfectant in
sweet potato tissue culture. An experiment with different doses of gelling agents
(Agar and Phytagel®) was done using two distinct clones of sweet potato, with yellow
or white pulp. Shoot and root, length and dry weight, their development rates;
biochemical parameters as proline accumulation and Superoxide Dismutase were
evaluated. Sweet potato did not respond to different gelling agents, and the
recommendation is to use the low cost effective.

Keywords: I[pomea batatas, in vitro, growth.
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2.3 INTRODUCAO

A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.) é uma espécie de
Convolvulaceae que apresenta consisténcia herbacea e, embora seja perene, é
cultivada como anual. E uma planta de grande importancia econdmica social,
participando no suprimento de calorias, vitaminas e minerais na alimentagcao
humana. As raizes apresentam Ca, K e teor de carboidratos variando entre 25% e
30%, dos quais 98% séo facilmente digeriveis (CLARK; MOYER, 1988). E a quarta
hortalica, ndo folhosa, mais consumida no Brasil. Além de ser rustica, de facil
cultivo, apresenta boa resisténcia contra a seca e ampla adaptacdo, sendo
cultivada em praticamente todos os estados brasileiros (MIRANDA, 2003). O
rendimento médio nacional € menor que 10 toneladas por hectare (500 caixas por
ha), enquanto que se pode obter produtividades superiores a 22 toneladas por
hectare, quando se utiliza tecnologias como cultivar adequada, época de plantio e,
principalmente, irrigacdo. O declinio da producgéo e o baixo rendimento da espécie
sdo consequéncias de ser um cultivo de atividade familiar, ndo apresentando
estruturas adequadas de producédo e de comercializacédo, cultivada como cultura
marginal (SILVA et al., 2002). Por se tratar de uma planta de propagacao
vegetativa, pequenos produtores costumam usar ramas de sua propria localidade,
assim acumulado varias doencgas inclusive virus, baixando assim sua producao.
Por isso, a importancia de baratear o custo de producdo de mudas livres de
doencas e virus com a cultura de tecidos, para ter uma maior producéo e facilitar o
acesso a pequenos produtores.

A cultura de tecidos pode ser definida como o cultivo de todos os tipos
de células, tecidos e oOrgdos da planta, sob condicdes assépticas. A principal
vantagem da micropropagacdo € a fixacdo de ganhos genéticos nas populacdes
clonais e a obtencdo de um grande nimero de mudas sadias e de alta qualidade em
pequeno espaco fisico e em curto tempo, independentemente de fatores climaticos
limitantes. Consequentemente, a propagacao clonal em larga escala de variedades
€ dependente de uma eficiente capacidade de producdo laboratorial (VAZ;
NOGUEROLES, 1981).

Os agentes gelificantes sédo frequentemente necessarios em protocolos
de cultivo in vitro, considerando que os explantes e plantas obtidas devem ficar
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sobre um suporte, para ndo afundarem. A alteracdo do estado fisico do meio de
cultura modifica a resisténcia fisica e de contato dos explantes com o meio, podendo
influenciar no desenvolvimento de plantas in vitro (CHEN; ZIV, 2001).0 agente
gelificante mais utilizado é o Agar que € um tipo de agente gelificante de natureza
polissacaridica (CID, 2001). Normalmente, o Agar é utilizado na faixa de 0,4 a 1,0 %
(p/v) para cultura de tecidos de plantas (CALDAS; HARIDASAN; FERREIRA, 1990).

Um agente gelificante alternativo que vem sendo usado na cultura de
tecidos é o Phytagel®, um heteropolissacarideo produzido pela bactéria
Pseudomonas elodea (GEORGE,1993).

Entre os solutos organicos que se acumulam no citoplasma em resposta
ao estresse, destacam-se a prolina (KUZNETSOV; SHEVYAKOVA, 1997; VIEGAS;
MELO; SILVEIRA, 1999). Em decorréncia da sua importancia no ajuste osmdtico, a
prolina é a molécula mais estudada em plantas submetidas a estresses abibticos
(HEUER, 1994; MADAN et al., 1995).

A Superoxido-Dismutase (SOD) é uma das principais defesas
antioxidantes que atuam nos organismos superiores. Halliwell e Gutteridge (1989)
descrevem a SOD como tendo um papel fundamental na defesa do organismo
contra as espécies reativas de oxigénio, pois elas atuam na remocédo do radical
superoéxido.

Cada espécie de planta responde diferentemente ao agente gelificante e
sua dosagem, contudo €& necessario estudos para aperfeicoar a producdo da
espécie desejada e obter um baixo custo de producéo, pois 0 agente gelificante é

um dos reagentes mais caros para cultura de tecidos.
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2.4 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas duas variedades de batata-doce crioula [I[pomoea
batatas (L.) Lam.], de polpa "amarela" (IAPAR 69) e polpa "branca” (APTA 1208),
denominadas de "amarela" e "branca".

Com o objetivo de obter segmentos nodais assépticos as batatas foram
tratadas como em Hirosse et al. (2012). As ramas obtidas foram lavadas e
desinfetadas por uma solucdo de hipoclorito de sodio (NaClO) comercial a 20%
adicionados de 100 pL/L de Triton X-100, por vinte minutos e enxaguados com agua
destilada e autoclavada, em seguido foram cortados segmentos nodais, com cerca
de 4 cm, com uma gema, conforme proposto por Hirosse et al. (2012).

O meio de cultura utilizado foi o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
com 2 g/L de Phytagel®, 30 g/L de sacarose e 2 mg/L de glicina, pH ajustado para
5,9 e colocados em frascos de 50 mL em frascos de vidro com capacidade para
270ml e autoclavados 121°C a 1 atm durante 20 min. Foram postos trés segmentos
nodais por frasco. Em seguida os frascos foram vedados com filme de PVC e
colocados em sala de crescimento a 25°C e fotoperiodo de 16 horas onde
permaneceram por 35 dias.

As plantas axénicas obtidas foram seccionadas segmentos nodais para
0 experimento descrito abaixo:

Foram feitos 6 tratamentos com diferentes doses de dois gelificantes:
T1= 1,5 g/L de Phytagel®, T2= 2 g/L de Phytagel®, T3= 2,5 g/L de Phytagel®, T4=6
g/L de Agar, T5= 8 g/L de Agar e T6= 10 g/L de Agar (Agar com 98% de pureza). O
meio utilizado foi MS acrescido com 30 g/L de sacarose e 2 mg/L de glicina, pH
ajustado para 5,9 e colocados em frascos de 50 mL e autoclavados 121°C a 1,5 atm
durante 20 min. Foram postos trés segmentos nodais por frasco. Em seguida os
frascos foram vedados com filme de PVC e colocados em sala de crescimento a
25°C e fotoperiodo de 16 horas, onde permaneceram por 40 dias.

As varidveis analisadas foram o comprimento da parte aérea e de raiz,
namero de raizes e nds, massa seca da raiz, de parte aérea e total, taxas de
crescimento relativo da raiz, de parte aérea, de massa seca de raiz, de massa seca
da parte aérea e de massa seca total, atividade de SOD, e teor de prolina.

Para obtencdo do comprimento da parte aérea, comprimento de raiz,

massa seca da parte aérea e massa seca de raiz, as amostras foram lavadas com
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agua destilada para retirar 0 excesso de meio de cultura. O comprimento da parte
aérea e comprimento da maior raiz foi medido com o auxilio de uma régua, e
posteriormente o material foi para estufa de secagem a 70°C por 3 dias. Amostras
foram guardadas em freezer -80°C para as andlises bioquimicas ate a utilizacao.

Para a quantificacdo da prolina foi utilizado o método proposto por
Bates; Walderen e Teare (1973) modificado por Machado Neto et al. (2004),
macerando-se de 200 a 300 mg de material fresco, em 5 a 10mL de acido
sulfossalicilico a 3 %. As amostras foram conservadas em freezer -80°C até a
utilizacdo. Para a realizagcdo das analizes 2 mL do material obtido, foram
adicionandos dois mL de acido acético glacial e dois mL de solugdo de ninhidrina
acida. As amostras ficaram a 100°C por 1 h, e posteriormente foram resfriadas em
banho de gelo. A leitura foi feita em triplicatas em espectrofotdmetro a 520nm. Os
valores obtidos foram plotados contra uma curva de calibracdo de prolina.

Para a analise da atividade de SOD as amostras foram
homogeneizadas, em tampao fosfato 0,1M (pH 7,8) gelado, contendo, por litro, 40 g
de polyvinylpirrolidona, 3,085g de dithiothreitol e 292mg de EDTA. Foram utilizados
300mg de matéria fresca para 3mL da solucdo. As amostras foram centrifugadas a
12.000 rpm durante 20 minutos. Foi retirado o sobrenadante das amostras, e
conservadas em freezer -80°C.

Para a leitura adicionou-se 50uL da amostra mais 4,950mL ao tampéao
fosfato contendo 13 pM riboflavina, 13 mM methionina e 63 uM NBT. As amostras
foram submetidas a luz fluorescente por 20 min a 25°C, a leitura foi feita em
espectofotbmetro a 560nm. A atividade de SOD é expressa em SOD por mg de
proteina. Para a analise de proteina soluvel usou-se o método de Bradford (1973).

O experimento foi conduzido pelo delineamento estatistico inteiramente
casualizado, com fatorial de 2x6 sendo 2 variedades de batata-doce e 6 doses de
gelificantes, com 6 repeticbes de 3 plantas cada. Os dados foram avaliados quanto a
variancia pelo teste F a 5% de significancia e a comparacdo de médias entre as
variedades foi feita pelo teste de Scott Knott (P< 0,05). Os dados de numero de nos
e de raizes foram transformados em (x+1)™. Para os dados de taxas de crescimento

relativo foi usada a equacéao de Hunt (1982) adaptada por Echer et al. (2010):

_InW, —1nW,
L~

R
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Sendo: R = taxa de crescimento relativo; In = logaritmo neperiano; W1 =
comprimento ou massa inicial; W,= comprimento ou massa final; t; = tempo inicial e
t, = tempo final. Para as andlises foi utilizado o programa Sisvar conforme sugerido

por Ferreira et al. (2011).
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises de plantas de batata-doce cultivadas sobre diferentes
agentes gelificantes revelam que as variaveis : massa seca da parte aérea, massa
seca total, taxa de crescimento relativo da massa seca de raiz, taxa de crescimento
relativo de massa seca da parte aérea, taxa de crescimento relativo de massa seca
total, teor de proteina e superéxido dismutaseque nao foram significativas para
interac&o entre doses de gelificantes x variedades, variedades e dose.

As respostas das plantas aos agentes gelificantes podem variar de
acordo com a espécie vegetal ou mesmo entre genotipos de uma mesma espécie
(BERRIOS et al., 1999; BURGOS, ALBUQUERQUE, 2003).

Chacon et al. (2000) testaram diferentes doses de Agar e Phytagel® em
duas espécies diferentes Dioscorea alata e D. trifida obtendo diferencga significativa
para 0s parametros em comprimento da parte aérea e massa seca entre as
dosagens 1,3; 1,8 e 2,3 g/L de Phytagel® e 7, 8 e 9 g/L de Agar, ambas as
variedades foram analisada separadamente. Para cada espécie o comportamento
com agentes gelificantes é diferente. Nao houve interferéncia do agente gelificante
para batata-doce para as variaveis da tabela 1.

De acordo com a Tabela 1, nota-se que ndo ha interferéncia das doses
dos agentes gelificantes, houve apenas diferenca significativa entre os as
variedades nos parametros analizados de: comprimento da parte aérea,
comprimento de raiz, massa seca de raiz e taxa de comprimento relativo de raiz.

A variedade "branca" (Tabela 1) em média teve um melhor
desempenho em todas as variaveis analisadas quando comparada a variedade
"amarela”.

A variedade "amarela" teve um menor comprimento de parte aérea que
a variedade "branca" (> 49%), (> 40%) menor em comprimento de raiz, (> 18%) a
menos em massa seca de raiz e (> 17%) menor de taxa de crescimento relativo de

raiz.



37

TABELA1- Andlise de plantas de duas variedades de batata-doce cultivada sobre

meio MS.

Médias
Comprimento da parte aérea (cm)
"branca” 9,28 a
"amarela" 4,18 b
Comprimento de raiz (cm)
"branca” 25,69 a
"amarela"” 15,58 b
Massa seca de raiz (mg)
"branca” 0,022 a
"amarela" 0,018 b
Taxa de comprimento relativo de raiz
(cm/dia)
"branca” 0,081 a
"amarela" 0,067 b

A variedade "amarela" teve o maior numero de raizes em 6 g/L de Agar
e 0 menor nimero em 2,5 g/L de Phytagel®, com um decréscimo de mais de 56%
(Figura 1A). A variedade "branca" teve o maior numero de raizes em de 1,5 g/L de
Phytagel® e o menor nimero em 10 g/L de Agar, com aproximadamente 50% de
decréscimo.

O numero de raizes em concentracbes mais elevadas de agente
gelificante diminui, atribuido a menor aeracdo e difusdo de metabdlitos toxicos,
(PAIVA; PASQUAL; PAIVA, 1999). Sob a acdo de ambos os agentes gelificantes,
com o aumento das doses, houve uma reducdo do numero de raizes para as duas
variedades de batata-doce (Figura 1A).

Em relacdo a numero de nds (Figura 1B) a variedade "amarela” teve o
maior nimero em 2 g/L de Phytagel® e o menor nimero em10 g/L de Agar, com um
decréscimo de mais de 34%. Para a variedade "branca" o maior nimero de noés
ocorreu na dose de 10 g/L de Agar, e 0 menor nimero em 2 g/L de Phytagel® com
mais de 17% de decréscimo, assemelhando-se a Pasqual et al. (2012) ao cultivar
embrides imaturos de tangerineira “Poncad”, submetido a altas concentracdes de

Agar.
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FIGURA 1 - Numero de raizes (A), numero de nés (B), com seis doses de

gelificantes, em duas variedades de batata-doce.
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Letras minusculas diferem variedades dentro do tratamento. Letras
mailsculas diferem tratamentos entre si. Equacdo para regrecdo para
variaveis nimero de raizes: y (branca) = -0,637x + 7,693. R2 = 0,790** y
(amarela)= -0,145x2 + 0,958x + 4,727 R2 = 0,050™. Numeros de nés: y
(amarela) = -0,732x + 14,70 Rz = 0,395**. y (branca) = 0,450x + 13,67 R2 =
0,428**

De acordo com a Figura 2A observa-se que ocorreu somente diferenca
na ultima média da dose para taxa de crescimento relativo da parte aérea (TCRPA)
(Figura 2A), sob acédo do gelificante Agar, em sua dose mais elevada, possivelmente

a limitacao e disponibilidade de agua e absorcéo de nutrientes.
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O maior teor de prolina (Figura 2B) para a variedade "amarela” ocorreu
na dose de 1,5 g/L de Phytagel® e o menor teor em10 g/L de Agar com um
decréscimo de mais de 21%. Para a variedade "branca" o maior teor de prolina
ocorreu na dose de 2,5 g/L de Phytagel® e o menor teor em 1,5 g/L de Phytagel®
com um decréscimo de mais de 101% (Figura 2B).

Altas concentracbes de agente gelificante, ou meios muito
consistentes, podem limitar a difusdo de nutrientes até o explante (ROMBERGER,;
TABOR, 1971). Segundo Paiva.; Pasqual; Paiva (1999), a concentracdo do agente
gelificante no meio de cultura deve ser mantida o mais baixo possivel, tendo
observado que alta concentracdo de agente gelificante limitou o crescimento, pela
reducdo na disponibilidade de agua e absorcéo de nutrientes, na propagacao in vitro

de crisdntemo.
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FIGURA 2 - Taxa de crescimento relativo do comprimento da parte aérea (A). Teor

de prolina (B), com seis doses de gelificantes; em duas variedades de batata-doce.
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Letras minasculas diferem variedades dentro do tratamento. Letras
mailsculas diferem tratamentos entre si. Equacdo para regrecdo das
varidveis Taxa de crescimento relativo do comprimento da parte aérea: y
média = -0,000x> + 0,002x + 0,044 R2 = 0,875* . Teor de prolina: y
amarela = 0,927x° - 8,562x + 78,10 R2 = 0,619* , y branca = -2,787x2 +
21,41x + 14,94R2 = 0,617*

Observa-se na Tabela 2 que apesar do Agar com qualidade pra

analises laboratoriais tem um valor de comércio médio menor (R$ 725,00 / Kg) do

que o Phytagel® (R$1028,00 / Kg), porém devido a quantidade usada para a

gelificacdo do meio, o uso do Phytagel® é a solucdo mais econdmica, o agar tem um
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aumento de mais 250%, comparado ao Phytagel®, pela menor quantidade usada o

Phytagel® torna-se mais barato e com a vantagem de conter menos impurezas.



TABELA 3- Custo do gelificante usado em cada tratamento.

Tratamento Dose g/L Custo/L (R$) Custo por frasco de 50 mL (R$)

6 4,35 0,2175

Agar 8 5,8 0,29
10 7,25 0,3625
1,5 1,542 0,0771

Phytagel® 2 2,056 0,1028
2,5 2,57 0,1285

Fonte www.sigmaaldrich.com/brazil, comparando o preco do produto Agar: A1296
microbiology tested, plant cell culture tested, cell culture tested, powder (1Kg) e
Phytagel®: P8169 Bio Reagent, plant cell culture tested, powder (1Kg).
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http://www.sigmaaldrich.com/brazil
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/a1296?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/a1296?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/a1296?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/a1296?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p8169?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p8169?lang=pt&region=BR
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2.6 CONCLUSOES

H& pouca diferenca entre os agentes gelificantes Phytagel® e agar para
o cultivo in vitro de micropropagulos de batata-doce.

O Phytagel® tem preco menor em virtude da quantidade usada para a
gelificacdo do meio, e contém menos impurezas, sendo seu uso recomendado nesta
etapa de propagacao.

Altas concentracdes dos agentes gelificantes (2 e 2,5 g/L de Phytagel®,

8 e 10g/L de agar) diminui o nUmero de raizes de micro propagulos de batata-doce.
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3 CAPITULO II:

USO DE KATHON®CG PARA CULTIVO DE MICROPROPAGULOS DE BATATA-
DOCE
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3.1 RESUMO

Uso de kathon®CG para cultivo de micropropagulos de batata-doce

Batata-doce é uma raiz de alto rendimento e rico em nutrientes, mas ocupa areas
marginais da agricultura. A propagacdo € vegetativa utilizando-se ramas ou
brotacbes de raizes para plantio. Esta pratica pode afetar a propagacédo de
espécies, uma vez que tal metodologia pode disseminar doencas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar um desinfetante sistémico na cultura de tecido de batata-doce.
Mudas oriundas de laboratérios séo isentas destas doencas, porém € uma pratica
dispendiosa, 0 uso de autoclave requer tempo e custo. Para isso dois experimentos
foram montados, uma curva de doses de isotiazolinonas e a recuperagdao dos
explantes em meio sem isotiazolinonas. Foram avaliados parametros de
desenvolvimento como comprimento e massa seca, e as taxas de desenvolvimento
das plantas in vitro e parametros bioquimicos como acumulo de prolina e atividade
de Superéxido Dismutase. O Kathon®CG provocou reducdo no crescimento nas
diferentes concentragcdes. O retorno ao meio sem o Kathon®CG promoveu
incremento no crescimento das plantas.

Palavras-chave: esterilizagao, Ipomea batatas, in vitro
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3.2 ABSTRACT

Kathon®CG use for sweet potato micro shoot in vitro cultivation

Sweet potato culture is a high yield root, rich in nutrients which occupy marginal crop
lands. The propagation is vegetative using branches or shoots from roots, what can
affect it by disseminating pathogens. The main objective of this work was to evaluate
the effect of gelling agents and a systemic disinfectant in sweet potato tissue culture.
Two experiments were done; one with a response curve of isothiazolinones
(Kathon®CG) and other a recovering the explant submitted to Kathon®CG to a
medium without it. Shoots and roots Length and dry weight, their development rates;
biochemical parameters as proline accumulation and Superoxide Dismutase were
evaluated. The Kathon®CG caused reduced growth in different concentrations. The
return to the medium without Kathon®CG improved the plantlet growth.

Keywords: sterilization, Ipomea batatas, in vitro
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3.3 INTRODUCAO

A batata-doce [I[pomoea batatas (L.) Lam.], pertencente a familia
Convolvulaceae, € uma hortalica tuberosa de grande adaptacdo, que apresenta,
dentre outras caracteristicas, um germoplasma com grande diversidade genotipica
e fenotipica (PEIXOTO; MIRANDA, 1984). A batata-doce € propagada
vegetativamente, via estacas, retiradas de genotipos selecionados, e a qualidade
fitossanitaria destes propagulos no campo de producéo de batata-doce depende da
qualidade fitossanitaria do material utilizado para propagacdo. Por essa razao, a
batata-doce pode acumular, entre geracdes de multiplicacdo, diversos patdgenos,
principalmente virus. Uma das estratégias para contornar a limitacdo de producao
de mudas com alta qualidade fitossanitaria € o uso de métodos in vitro de
propagacdo. Foram desenvolvidas técnicas alternativas de cultivo de partes da
planta de batata-doce in vitro, assim, tornou-se possivel a micropropagacao in vitro
desta espécie através de explantes de folhas, peciolo, limbos, ndés, entrends,
pedacos de raizes, apices, brotos, pedacos de ramas e meristemas. Este ultimo
propagulo é empregado quando se busca a “limpeza” de virus e outros patdégenos
(SILVA; SOUZA; PAZ, 1991).

A cultura de tecidos de plantas, também conhecida como cultivo in
vitro ou micropropagacao, é baseado na totipoténcialidade das células, que € a
capacidade de partes das plantas se regenerarem, dando origem a uma plantas
com a mesma genética da planta doadora do tecido vegetal. Dodds e Roberts
(1995) relatam que se utilizam meios nutritivos determinados para que as plantas se
desenvolvam no cultivo in vitro, com formula¢des que seguem as necessidades de
cada vegetal. A clonagem vegetal apresenta importantes beneficios para o0s
processos industriais, principalmente por permite a homogeneizacdo da matéria-
prima, otimizando o processo produtivo, 0 que, consequentemente, permite a
reduc&o nos custos de producdo (BOREM, 2007).

Dentre os procedimentos aplicados a cultura in vitro esta a
estrerilizacao de vidrarias e solugoes nutritivas para os quais utiliza-se via de regra
a autoclave. A autoclavagem é um procedimento que utiliza altas temperaturas
(121°C) e pressao (1 kgf cm™) por periodos de 15 a 30 minutos, para eliminacdo de
microrganismos no meio de cultura e no recipiente de cultivo das plantas (TORRES;
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CALDAS; BUSO, 1998). Aléem de elevar os custos de producdo das mudas
micropropagadas pelo alto consumo energético das autoclaves (TEIXEIRA; SOUZA;
TEIXEIRA, 2005a), a autoclavagem também reduz o rendimento de producéo de
meios de cultura no laboratdrio, em razdo do tempo demandado para esse
procedimento.

Técnicas alternativas a autoclavagem tém sido testadas em diferentes
trabalhos, em procedimentos fisicos, como o micro-ondas (TEIXEIRA; SOUZA,
TEIXEIRA, 2005a.,TEIXEIRA et al., 2005b), quimicos, com uso do hipoclorito de
sédio (TEIXEIRA; RIBEIRO; TEIXEIRA, 2006, 2008) e do peréxido de hidrogénio
(YANAGAWA et al., 1995). Essas alternativas tém tido sucesso na desinfestacéo de
meios de cultura, porém tém causado problemas de fitotoxicidade, em geral pelos
produtos quimicos utilizados na esterilizacdo ou por dificuldades no uso dessas
técnicas. Algumas destas técnicas relatam que € preciso ter alguns cuidados com o
ambiente onde o meio é autoclavado, como desinfestacdo de vidrarias com
hipoclorito e local onde o meio é dispensado (TEIXEIRA; RIBEIRO; TEIXEIRA,
2008).

Outro método utilizado para a eliminacdo de microorganismo
contaminante e o biocida, Kathon®CG (KCG) é o nome comercial da primeira
isotiazolinona mista, cujas principais caracteristicas sdo o baixo preco e alta
eficiéncia em baixas concentracdes contra bactérias (Gram-positivos e negativos)
fungos e algas, caracteristicas dificeis de encontrar em outros produtos quimicos
similares é eficaz em amplo espectro de pH. O uso da isotiazolinona como
esterilizante de meio de cultura é, geralmente, como um auxiliar no meio de cultura
para ajudar na descontaminacdo enddgena dos explantes, sem a dispensa da
autoclavagem (GEORGE; TRIPEPI, 2001; JIMENEZ et al., 2006; VOLK;
RICHARDS, 2006; LEMUS, E HERNANDEZ, 2007).

Com o uso de uma substancia estranha no meio de cultura, como o
biocida, pode causar um estresse nas plantas. Dentre os solutos organicos que se
acumulam no citoplasma em resposta ao estresse, destaca-se a prolina
(KUZNETSOV; SHEVYAKOVA,1997; VIEGAS; MELO; SILVEIRA, 1999). O
acumulo deste aminoacido esté relacionado com uma série de estresses bidtico e
abiéticos (MACHADO NETO et al.,, 2004; MORAGA; ESCOBAR; VALENZUELA,
2006) sendo utilizado como fonte de carbono e energia ao final do estresse (HOAI

et al. 2003). Para este tipo de estresse quimico, 0 uso de isotiazolinona in vitro ndo
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ha trabalhos relacionando acumulo de prolina ou mesmo alteracdes na atividade de
superoéxido dismutase (SOD).

A Superoxido-Dismutase é uma das principais defesas antioxidantes
gue atuam nos organismos superiores. Esta ligada como a primeira linha de defesa
das células e a falha na regulacdo desta pode levar a desestruturacdo celular e
morte do tecido (GREGGAINS et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi testar a eficacia do Kathon®CG como
esterilizante de meio de cultura e, avaliar seus efeitos no crescimento dos explantes
durante a exposi¢cdo ao quimico bem como ao tratamento de recuperacao, onde as

plantas foram cultivadas em meio sem o produto.
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3.4 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas trés variedades de batata-doce crioula [Ipomoea
batatas (L.) Lam.], de polpa amarela (IAPAR 69), polpa branca (APTA 1208) e uma
crioula de polpa roxa, denominadas de "amarela”, "branca" e "roxa".

Para obtencao de explantes da batata-doce, foram processadas como
em Hlrosse et al. (2012). O meio de cultura utilizado foi o MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) com 2 g/L de Phytagel®, 30 g/L de sacarose e 2 mg/L de glicina, o
pH foi ajustado para 5,9, e dispensados em aliquotas de 50 mL em frascos de vidro
com capacidade para 270ml e autoclavados 121°C a 1 atm durante 20 min. Foram
postos trés segmentos nodais por frasco. Os quais vedados com filme de PVC e
colocados em sala de crescimento a 25 + 3 °C e fotoperiodo de 16 horas por 35
dias.

As plantas axénicas, que se originaram deste primeiro trabalho, foram
doadoras dos segmentos nodais para 0s experimentos a seguir:

Utilizou-se o meio de cultura MS, como descrito acima suplementados
com 156, 312, 624 e 1248 pL/L de Kathon®CG. Os meios com o Kathon®CG foram
vedados com filme de pvc e mantidos sem autoclavagem, o mesmo se aplica aos
frascos, nos quais foram somente lavados com agua e sabdo. Os segmentos
nodais, axénicos, acima obtidos foram colocados sobre o meio com os tratamentos
e cultivados como descritos anteriormente.

Posteriormente as plantas cultivadas foram repicadas em meios sem
Kathon®CG e mantidas nas mesmas condic8es de cultivo, por outros 37 dias.

As variaveis analisadas foram o comprimento da parte aérea e de
raizes, numero de raizes e de nds, massa seca da raiz, taxas de crescimento
relativo de raiz, da parte aérea, da massa seca de raiz, massa seca da parte a€rea
e atividade de SOD, proteina solavel e teor de prolina.

Para obtencdo do comprimento da parte aérea, comprimento de raiz,
massa seca da parte aérea e massa seca de raiz, as amostras foram lavadas com
agua destilada para retirar o excesso de meio de cultura. O comprimento da parte
aérea e comprimento de raiz (maior raiz) foi medido com o auxilio de uma régua, e

posteriormente o material transferido para estufa de secagem a 70°C por 3 dias.
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Partes das amostras foram guardadas em freezer -80°C para as analises
bioquimicas.

A quantificacdo da prolina foi realizado pelo método de Bates;
Walderen e Teare (1973) modificado por Machado Neto et al. (2004). Macerou-se
de 200 a 300 mg de material fresco, em 10 mL de &cido sulfossalicilico a 3 %. As
amostras foram conservadas em freezer -80°C. Retirou-se 2mL do material obtido,
adicionando-se 2 mL de &cido acético glacial e 2mL de solug¢éo de ninhidrina &cida.
As amostras foram incubadas a 100°C por 1 h, e imediatamente resfriadas em
banho de gelo. A leitura foi feita em triplicatas em espectrofotdbmetro a 520nm. Os
resultados obtidos foram plotados contra uma curva de calibracdo e expressos em
microgramas de prolina por g de material fresco.

Para a andlise da atividade de SOD as amostras foram
homogeneizadas, em tampéao fosfato 0,1M (pH 7,8) gelado, contendo de 4 g de
polyvinylpirrolidona, 308,5mg de dithiothreitol e 29,2mg de EDTA por litro. Foram
utilizados 300mg de matéria fresca para 3mL da solu¢cdo. As amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm durante 20 min. Foi retirado o sobrenadante das
amostras o qual foi conservada em freezer a -80°C.

Para a leitura adicionaram-se 50uL da amostra mais 4,950mL ao
tampéao fosfato contendo 13 yM riboflavina, 13 mM methionina e 63 yM NBT. As
amostras foram submetidas a luz fluorescente por 20 min a 25°C, a leitura foi feita
em espectofotdmetro a 560nm (LEI et al., 2005). A atividade de SOD é expressa em
unidade de SOD por mg de proteina. O teor de proteina sollvel das amostras foi
padronizado pelo método de Bradford (1973).

Para os dados de taxas de crescimento relativo foi usada a equacao
de Hunt (1982) adaptada por Echer et al. (2010).

_nW, =1nW,
t,—1,

R

Sendo; R = taxa de crescimento relativo; In = logaritmo neperiano; W1
= comprimento ou massa inicial; W,= comprimento ou massa final; t; = tempo inicial
e t, = tempo final.

O experimento foi conduzido pelo delineamento estatistico
inteiramente casualizado, em um fatorial de 3x5; sendo 3 variedades de batata-doce
e 5 doses de Kathon®CG, com 6 repeticdes com 3 expantes cada. Os dados foram
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avaliados quanto a variancia pelo teste F a 5% de significancia, a comparacao de
meédias entre as variedades foi feita pelo teste de Scott Knott (P< 0,05) e analise de
regressdo (P<0,05) para as doses, onde consideraram-se as equacoes
significativas de menor grau e com o maior coeficiente de determinacdo (R?). Os
dados relativos de niimero de nés e de raizes foram transformados em (x+1)™. Para

as analises foi utilizado o programa Sisvar (FERREIRA, 2011).
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os enseiors revelam que o uso de doses menores que 1 mL de
Kathon®CG n&o foi eficiente, havendo contaminacéo de 100% dos explantes.

Para a variavel comprimento da parte aérea (CPA) dos segmentos
nodais que passaram pelos tratamentos com as doses de Kathon®CG (Figura 1A),
na dose zero, o clone amarelo apresentou o melhor resultado.

Com o uso de 156 pL/L de Kathon®CG todas as variedades
apresentaram diminui¢ces no CPA, sendo as mais sensiveis as variedades "branca"
(> 71%) e a "roxa" (> 75%). Para a dose de 312 pL/L de Kathon®CG o efeito foi 0
mesmo, porém havendo um grande decréscimo (> 63%) para a variedade "amarela".

Com o0 uso de 1248 pL/L de Kathon®CG todas as variedades
apresentaram um decréscimo (> 90%) em relacéo a dose zero.

No tratamento de recuperacdo, com o0 uso de autoclave, os segmentos
nodais da variedade "amarela” que passaram pelo tratamento com as doses de
Kathon®CG (Figura 1B) a testemunha foi a que obteve o maior CPA. Segmentos
nodais da variedade "branca" que passaram pelo tratamento com a dose de 624
uL/L de Kathon®CG tiveram um maior crescimento (> 6%) que a testemunha.
Segmentos nodais da variedade "roxa" que passaram pelo tratamento com a dose
de 156 pL/L de Kathon®CG obtiveram maior crescimento (> 4%), e em 312 pL/L um
maior crescimento (> 20%).

O Kathon®CG é o primeiro composto comercial misto de isotiazolinonas
(MARKS et al., 1990), as quais sdo conservantes de amplo espectro e biocidas,
matando bactérias e células de fungos, impedindo a germinacédo de esporos, e em
concentracbes mais elevadas, podendo eliminar contaminacdo endogena de
explantes (NIEDZ, 1998).

George e Tripepi (2001) usando o Plant Preservative Mixture™ (que
contém a mistura de duas isotiazolinonas como o Kathon®CG) observaram uma
reducdo de 97% em formacédo de rebentos a partir de folhas de crisantemo.
Resultados semelhantes aos observados foi observada esta reducédo de crescimento
em segmentos nodais de batata-doce na Figura 1A.

Em relagcé&o aos explantes iniciais, a excec¢ao dos tratamentos de 1248
uL/L, houve uma equivaléncia ou até uma melhora no desempenho de todos os

cultivares. Isto pode ser devido a toxidez do Kathon®CG aos microorganismos
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endofiticos e que podem ser patogénicos diminuindo o crescimento das plantas.
Com a eliminacdo destes as plantas podem alocar melhor as reservas e crescer
mais vigorosamente. Todavia, na dose mais elevada a toxidez pode ter atingido de
maneira mais grave as organelas (mitocondrias e cloroplastos) afetando

negativamente o crescimento dos explantes.

FIGURA 1 - Comprimento da parte aérea (CPA) (A) de explantes de trés variedades
de batata-doce no meio de cultura com quatro doses de Kathon®CG e a testemunha.
CPA (B) de explantes que foram submetidos aos tratamentos e depois transferidos

para meio de cultura sem Kathon®CG.
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O comprimento de raiz (CR) dos segmentos nodais submetidos as
doses de Kathon®CG (Figura 2A) apresentou desempenho similar ao relatado para o
CPA.
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Todas as variedades apresentaram queda nos comprimentos radiciais
com o incremento das doses de Kathon®CG. A variedade "roxa" apresentou uma
grande reducédo (> 93%) j& na primeira dose do produto. As variedades "branca" e
"amarela" apresentaram reducdes mais drasticas nas doses superiores. Na maior
dose (1248 pL/L) todas as variedades apresentaram crescimento quase nulo.

Entretanto ao serem transferidas para o meio sem Kathon®CG o
crescimento das raizes foi superior para as variedades "amarela" e "roxa" (Figura
2B). Comparadas a testemunha da Figura 2A, a média do CR da variedade
"amarela" aumentou (> 16%). A variedade "roxa" aumentou (> 1,5%). A variedade
"branca" teve um decréscimo (> 28%). Em 1248 pL/L a média das variedades
diminuiu cerca de 42%. Doses elevadas de Kathon®CG afetam o crescimento do
sistema radicular da planta quando transferida para o meio com aoutoclave.

Kneifel e Leonhardt (1992) descrevem que o uso de um antibiotico
isolado n&o afeta o crescimento de explantes. Todavia, quando misturado ao
Kathon®CG reduziu o crescimento de raizes de Spatiphyllum e Nephrolepis exaltata.
Para a variedade "amarela" na dosagem de 156 e 312 uL/L (Figura 2A) observa-se
gue ndo houve interferéncia significativa no crescimento. Para as variedades
"branca” e "roxa" na primeira dose de Kathon®CG apresenta uma queda brusca em
seu CR.

Apesar do declinio linear no tamanho das raizes das plantas que
passaram pelo tratamento com Kathon®CG o (Figura 2B) a diminuicdo do tamanho
das raizes néo interferiu na altura da parte aérea nas doses que melhor se mostrou

para cada variedade (Figura 1B).
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FIGURA 2 - Comprimento de raiz (CR) (A) de explantes de trés variedades de
batata-doce no meio de cultura com quatro doses de Kathon®CG e a testemunha.
CR (B) de explantes que foram submetidos aos tratamentos e depois transferidos

para meio de cultura sem Kathon®CG.
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A variedade "amarela" (Figura 3A) se sobressai em numero de raizes
(NR) na testemunha, apresentando um NR (> 49%) em relacdo a variedade
"branca" e (> 74%) em relacao a variedade "roxa".

O NR das plantas que foram submetidas aos tratamentos com as
doses de Kathon®CG (Figura 3A) em 156 pL/L o biocida ndo interferiu

significativamente no NR para as variedades.
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Em 1248 pL/L a variedade "amarela” teve uma reducédo de (> 77%) em
NR. A variedade "branca" e "roxa" teve um decréscimo (> 90%).

A variedade que foi menos prejudicada em seu NR pelo Kathon®CG foi
a variedade "amarela”, cujos segmentos nodais conseguiram emitiram mais de 2
raizes mesmo na dose mais alta do biocida.

No tratamento de recuperacdo dos segmentos nodais que passaram
pelas doses de Kathon®CG n&o houve interacao, foi significativo apenas para doses
e variedade (Figura 3B). A variedade "amarela”, em média, teve um maior NR (>
74%) que a variedade "branca" e (> 78%) que a variedade "roxa".

Ao incremento das doses, decresce o seu NR em todas as doses de
Kathon®CG, da testemunha a dose de 1248 pL/L houve um decréscimo (> 51%).

Mesmo que o NR dos segmentos nodais que passaram pelos
tratamentos com o Kathon®CG mostra-se reduzido, ndo afetou significativamente o
CPA (Figura 1B) e o CR (Figura 2B) da variedade "amarela”.



61

FIGURA 3 - Numero de raizes (NR) (A) de explantes de trés variedades de batata-
doce no meio de cultura com quatro doses de Kathon®CG e a testemunha. NR (B)
de explantes que foram submetidos aos tratamentos e depois transferidos para meio

de cultura sem Kathon®CG.
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A variedade "amarela" (Figura 4A) se sobressai as outras variedades
em numero de nés (NN), apresentou um NN (> 27%) em relacdo a variedade
"branca", e (> 21%) em relacao a variedade "roxa", no tratamento testemunha.

O NN das plantas que foram submetidas aos tratamentos com as
doses de Kathon®CG, em 156 pL/L a variedade "amarela" diminui o seu NN (> 3%),
em 1248 uL/L (> 64%). A variedade "branca” em156 pL/L diminui (> 32%), em 1248
ML/L (> 93%). A variedade "roxa" em156 pL/L decresce (> 55%) e em1248 pL/L (>
96%).
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Ao incremento das doses de Kathon®CG a variedade "amarela” é a
que teve a menor porcentagem de decréscimo de NN do que as outras variedades.
Pelo fato de ter um CPA (FiguralA) maior que as outras variedades.

Os segmentos nodais da variedade "amarela” que passaram pelo
tratamento com as doses de Kathon®CG (Figura 4B), tiveram um aumento de NN
nas doses de 156, 312 e 624 pL/L de Kathon®CG de até 14,5%, comparada a
testemunha, entretanto ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. A
variedade "branca" teve um aumento no seu NN em 624 pL/L de (> 34%). A
variedade "roxa" teve um aumento no seu NN em156 pL/L (> 8%) e em 312 uL/L (>
23%).
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FIGURA 4 - Numero de nos (NN) (A) de explantes de trés variedades de batata-doce
no meio de cultura com quatro doses de Kathon®CG e a testemunha. NN (B) de
explantes que foram submetidos aos tratamentos e depois transferidos para meio de

cultura sem Kathon®CG.
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N&o houve interacdo para massa seca da parte aérea (MSPA) nos
segmentos nodais submetidos as doses de Kathon®CG. Sendo significativo apenas
para doses e variedade, ndo havendo interacao (Figura 5A).

A média da MSPA da variedade "amarela” foi (> 66%) que a variedade
"branca” e (> 71%) que a variedade "roxa". A variedade "amarela" teve um maior
CPA do que as outras variedades ao incremento das doses de Kathon®CG (Figura

1A), portanto também teve um maior acumulo de MSPA.
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Ao incremento das doses de Kathon®CG da testemunha a dose de
156 pL/L de Kathon®CG, a média da MSPA decresce (> 60%), ja na ultima dose de
Kathon®CG a média teve um acimulo de MSPA quase nulo.

N&o houve interacdo (Figura 5B) para a recuperacdo dos segmentos
nodais que passaram pelas doses de Kathon®CG em MSPA. Foi significativo
apenas para doses e variedade. A variedade "amarela", em média, teve uma maior
MSPA que a variedade "branca" (> 51%) e (> 15%) que a variedade "roxa".

A média para tratamento decresce a sua MSPA em todas as doses de
Kathon®CG, da testemunha a dose de 1248 pL/L decresce (> 62%). Entretanto

somente houve diferenca significativa na ultima dose.
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FIGURA 5 - Massa seca da parte aérea (MSPA) (A) de explantes de trés variedades
de batata-doce no meio de cultura com quatro doses de Kathon®CG e a testemunha.
MSPA (B) de explantes que foram submetidos aos tratamentos e depois transferidos

para meio de cultura sem Kathon®CG.
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Na Figura 6A em massa seca de raiz (MSR) a variedade "branca” teve
um maior acumulo (> 31%) que a variedade "amarela", (> 77%) que a variedade
"roxa”, na testemunha.

Em 156 pL/L Kathon®CG, a variedade "amarela” decresce (> 20%), a
variedade "branca" (> 89%) e a variedade "roxa" decresce (> 97%). Em 1248 pL/L
foi quase nulo a MSR.

A variedade "amarela" se mostrou mais resistente as 2 primeiras

doses de Kathon®CG do que as outras variedades.
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N&o houve interacdo (Figura 6B) para 0s segmentos nodais que
passaram pelas doses de Kathon®CG em MSR. Foi significativo apenas para doses
e variedade. A variedade "amarela", em média, teve uma maior MSR que a
variedade "branca" (> 40%) e (> 56%) que a variedade "roxa".

A média para dose decresce a sua MSR em todas as doses de
Kathon®CG, da testemunha a dose de 1248 pL/L decresce (> 61%). Todavia

somente houve diferenca significativa na ultima dose.
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FIGURA 6 - Massa seca de raiz (MSR) (A) de explantes de trés variedades de
batata-doce no meio de cultura com quatro doses de Kathon®CG e a testemunha.
MSR (B) de explantes que foram submetidos aos tratamentos e depois transferidos
para meio de cultura sem Kathon®CG.
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Na testemunha (Figura 7A) as variedades, "amarela” e "branca" se
sobressai na taxa de crescimento relativo de parte aérea (TCRPA) em relacédo a
“roxa", a variedade "roxa" teve um decréscimo de (> 19%) em relacédo a "amarela” e
(> 9%) em relag&o a "branca" .

Em 156 pL/L sob a acdo de Kathon®CG, a variedade "amarela” teve

um decréscimo menor em relacdo as outras variedades (> 12%), a variedade
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"branca" (> 91%), e a variedade "roxa" (> 84%). Nas doses de 624 e 1248 uL/L a
TCRPAfoi praticamente nula.

Para os segmentos nodais que foram submetidos as doses de
Kathon®CG (Figura 7B) ndo houve interferéncia do biocida para a variedade
"amarela". A variedade "branca" teve a sua maior TCRPA em 624 uL/L (> 3%) que a
testemunha. A variedade "roxa" teve uma maior TCRPA em 156 pL/L (> 1,5%) e em
312 uyL/L (> 8,5%), comparadas a testemunha.

Na testemunha (Figura 7C) a variedade "branca" tem um melhor
desempenho na taxa de crescimento relativo de raiz (TCRR) que a variedade
"amarela" (> 25%), e (> 19%) que a variedade "roxa".

Ao incremento do incremento das doses de Kathon®CG, a variedade
"amarela" tem um melhor desempenho que as demais,em 156 uL/L teve um
pequeno decréscimo comparada as outras variedade (< 1%), a variedade "branca"
(> 55%), e a variedade "roxa" (> 90%). Em 1248 pL/L a TCRR é quase nula para
todas as variedades.

As andlises estatisticas revelam que nao ocorreu interacao
significativa entre TCRR das variedades de batata doce e doses de Kathon®CG dos
segmentos nodais que passaram pelos tratamentos com o Kathon®CG (Figura 7D).
A média para dose decresce a sua TCRR em todas as doses de Kathon®CG, da
testemunha a dose de 1248 pL/L decresce (> 31%). Entretanto somente houve

diferenca significativa na ultima dose.
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FIGURA 7 - Taxa de crescimento relativo de comprimento da parte aérea
(TCRCPA) (A), de explantes de trés variedades de batata-doce no meio de cultura
com quatro doses de Kathon®CG e a testemunha. TCRPA (B) TCRCR (D) de
explantes que foram submetidos aos tratamentos e depois transferidos para meio

de cultura sem Kathon®CG.
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Na taxa de crescimento relativo de massa seca da parte aérea
(TCRMSPA) a variedade "amarela" (Figura 8A) teve um melhor desempenho que a
variedade "branca" (> 22%), e (> 13%) que a variedade "roxa", na testemunha.

Em 156 pL/L a variedade "amarela” decresce (> 9%), variedade
"branca” (> 67%) e a variedade "roxa" (> 81%). Em 1248 uL/L a TCRMSPA é quase
nulo para todas as variedades.

N&o houve interacdo (Figura 8B) para 0s segmentos nodais que
passaram pelas doses de Kathon®CG em TCRMSPA. Foi significativo apenas para
doses e variedade. A variedade "amarela”, em média, teve uma maior TCRMSPA
que a variedade "branca" (> 44%) e (> 7%) que a variedade "roxa".

Da testemunha a dose de 1248 pL/L a média para dose decresce (>

53%). Entretanto somente houve diferenga significativa na ultima dose.
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Na testemunha a taxa de crescimento relativo de massa seca de
raiz (TCRMSR) (Figura 8C) a variedade "roxa" teve um pior desempenho (> 43%)
em relacao a "amarela" e (> 48%) em relagéao a "branca".
Com o incremento das doses de Kathon®CG, a variedade "amarela”
em 156 pL/L teve um decréscimo (> 10%), a variedade "branca" (> 80%), e a
variedade "roxa" a reducdo foi de quase 100%. Na ultima dose a reducdo da
TCRMSR foi quase nula para todas as variedades.
N&o foi significativo (Figura 8D) para interacdo e variedade para
TCRMSR dos segmentos nodais que passaram pelos tratamentos com o
Kathon®CG. A média para dose em TCRMSR, da testemunha a dose de 1248 pL/L

decresce (> 27%). Entretanto somente houve diferenca significativa na ultima dose

FIGURA 8 - Taxa de crescimento relativo de massa seca da parte aérea
(TCRMSPA) (A), taxa de crescimento relativo de massa seca de raiz (TCRMSR) (C)
de explantes de trés variedades de batata-doce no meio de cultura com quatro
doses de Kathon®CG e a testemunha. TCRMSPA (B) TCRMSR (D) de explantes
que foram submetidos aos tratamentos e depois transferidos para meio de cultura

sem Kathon®CG.
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Na Figura 9A, na testemunha a variedade "amarela” teve o maior
acumulo de prolina (> 20%) que a variedade "branca” e (> 9%) que a variedade
"roxa". Variedade "roxa" teve o maior acumulo de prolina que a variedade "branca"
(> 12%).

Ao incremento do incremento das doses de Kathon®CG, a variedade
"amarela" tem o seu menor acumulo em 312 pL/L (> 45%), seu maior acumulo foi
em 624 uL/L (> 35%), comparada a testemunha. A variedade "branca" teve seu
maior acumulo em 312 uL/L (> 26%), e seu menor acumulo em1248 uL/L (> 22%),
comparada a testemunha. A variedade "roxa" teve seu maior acimulo em 156 pL/L
(> 23%), e seu menor acumulo em 1248 uL/L (> 40%), comparada a testemunha.

Para os segmentos nodais que foram submetidos as doses de
Kathon®CG (Figura 9B), a variedade "amarela” aumenta o seu teor de prolina em
todas as doses de Kathon®CG. A variedade "branca" teve um decréscimo em 312
UL/L (> 16%). A variedade "roxa" teve um decréscimo em 156 pL/L (> 27%), e em

312 pL/L (> 21%) comparada a testemunha.
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FIGURA 9 - Teor de prolina (A) de explantes de trés variedades de batata-doce no
meio de cultura com quatro doses de Kathon®CG e a testemunha. Teor de prolina
(B) de explantes que foram submetidos aos tratamentos e depois transferidos para

meio de cultura sem Kathon®CG.
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Na testemunha (Figura 10A) a variedade que teve a maior atividade de
SOD foi a "amarela” (> 3 %) que a variedade "branca”, e (> 20%) que a variedade
"roxa".

Ao incremento do incremento das doses de Kathon®CG, a variedade
"amarela" decresceu sua atividade de SOD em todas as doses, sua menor atividade
foi em 624 pL/L (> 64%). A variedade "branca" também teve sua atividade diminuida

em todas as doses, com o maior decréscimo em 312 pL/L (> 56%). A variedade
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"roxa" tem uma atividade de SOD maior em 1248 uL/L (> 46%) que a testemunha, e
sua menor atividade em 156 pL/L (> 22%).

Para os segmentos nodais que foram submetidos as doses de
Kathon®CG (Figura 10B), a variedade "amarela" teve um aumento na atividade de
SOD em todas as doses, com a sua maior atividade em 624 pL/L (> 58%). A
variedade "branca” tem a sua maior atividade de SOD em 312 uL/L, (> 261%) e sua
menor atividade em 624 uL/L (> 22%). Variedade "roxa" tem sua maior atividade em
1248 pL/L (> 52%), e sua menor atividade em156 pL/L (> 8%).
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FIGURA 10 - Atividade de SOD (A) de explantes de trés variedades de batata-doce
no meio de cultura com quatro doses de Kathon®CG e a testemunha. Atividade de
SOD (B) de explantes que foram submetidos aos tratamentos e depois transferidos
para meio de cultura sem Kathon®CG.
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Com o incremento nas doses de Kathon®CG Figura 11A)houve
mudancas nos teores de proteinas dos materiais testados. a variedade "amarela”
aumentou o teor de proteina, com maximo em e 312 uL/L (> 73%), comparada a
testemunha. A variedade "branca" teve o maior acimulo em 624 uL/L (> 90%). A
variedade "roxa" teve o maior acumulo em 312 puL/L (> 43%), e seu menor acumulo

em 1248 uL/L (> 2%), comparada a testemunha.

No tratamento de recuperacdo, ou seja, 0 retorno para meio sem

Kathon®CG (Figura 11B), a variedade "amarela" diminuiu o teor de proteina em
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todas as doses de Kathon®CG. A variedade "branca" teve um aumento somente em

624 uL/L (> 14%). A variedade "roxa" diminuiu seu teor de proteina somente em 312

UL/L (> 19%). A variedade "roxa" apresentou maior suscetibilidade ao Kathon®CG.

FIGURA 11 - Teor de proteina (A) de explantes de trés variedades de batata-doce
no meio de cultura com quatro doses de Kathon®CG e a testemunha. Teor de
proteina (B) de explantes que foram submetidos aos tratamentos e depois
transferidos para meio de cultura sem Kathon®CG.
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Para quase todas as varidveis analisadas o Kathon®CG apresentou

decréscimos crescentes com o0 incremento de doses. Quando da recuperagao

destes materiais em meio sem Kathon®CG, houve um aumento de quase todos 0s

parametros. Isto indica que o produto interfere diretamente com o metabolismo

celular, podendo inibir o funcionamento adequado das organelas fazendo com que

as células nao se desenvolvam. Quando o inibidor é retirado do meio, os tecidos
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tendem a se recuperar e mesmo a ter um crescimento mais vigoroso do que o

material exposto a dose inicial do produto.
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3.6 CONCLUSAO

O Kathon®CG foi eficiente como esterilizante do meio de cultura em
todas as doses testadas.

O Kathon®CG reduziu o crescimento aéreo e radicular de micro
propagulos de batata-doce das 3 variedades testadas em qualquer dose.

O Kathon®CG ndo obteve resultado positivo como desinfetante de

explantes nodais de batata-doce na dose de até 1 ml/L.
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