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Resumo

A conservagao de germoplasma de batata-doce in vivo € vulneravel a perdas, pois a batata-doce €é
susceptivel a numerosas doencgas que podem ser causadas por fungos, bactérias, virus, neméatodes,
ataques por insectos e roedores assim como intempéries climaticas, aliado a isso, a manutencdo in
vivo acarreta custos elevados, podendo ser paralisada em periodos de dificuldade economica. O
presente trabalho teve como objectivo avaliar o efeito da temperatura e de diferentes concentragdes
de sacarose na conservacdo in vitro de batata-doce. A experiéncia obedeceu um delineamento
inteiramente causalizado, em esquema factorial 3 (variedades) x 3 (concertacdes de sacarose) X 2
(temperaturas), com 20 repeticdes, cada uma representada por uma planta cultivada em um tubo
de ensaio. Os factores avaliados foram a concentracdo de sacarose e a temperatura, para avaliar a
influéncia da sacarose, foram feitos 3 tratamentos, distribuidos em concentrac@es diferentes, 30g
(controle), 22,59, e 15g, para cada tratamento foram usados 20 tubos de ensaio e para avaliar o
efeito da influéncia da temperatura, cada tratamento com diferentes concentracdes de sacarose foi
duplicado e distribuidos e armazenados em 2 salas de crescimento com temperaturas de 18°C e
24°C e fotoperiodo de 16h luz e 8h escuro. A colecta dos dados foi feita em duas fases de 90 dias
cada perfazendo 180 dias de experiéncia. As analises realizadas permitiram verificar que ap6s 180
dias a temperatura de 18 °C com a concentracao de sacarose de 15 g/L apresentou um crescimento

lento o que proporcionou melhor conservacao.

Palavras-chave: Conservacgdo in vitro, Germoplasma, Ipomea batatas, Batata-doce, sacarose,

temperatura
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Lista de abreviaturas
Ho- Hipdtese nula;

Hz1- Hipdtese alternativa

ml- Mililitros

cm- Centimetros

MS- Meio MS (Murashige e Skoog, 1962);

g/L- Gramas por litro;

FAO- Organizacdo das Nac6es Unidas para Alimentacdo e a Agricultura
IIAM- Instituto de Investigacdo Agraria de Mogambique;
ANOVA- Andlise de variancia;

pH- Potencial Hidrogenidnico

%- Percentagem

°C- Graus Celsius

atm- Atmosfera

MITADER- Ministério da Terra, Ambiente e Desenvolvimento Rural
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Avaliacédo do efeito da temperatura e de diferentes concentracdes de sacarose na conservagéo in vitro de batata-doce

(Ipomea batatas)

l. Introducéo
A batata-doce (Ipomea batatas (L.) Lam) é considerada a sétima cultura mais importante do mundo

e a quinta mais importante nos paises em desenvolvimento (Loebenstein, 2009).

Devido a diversidade do seu uso, a batata-doce € considerada uma espécie de alto interesse
comercial. A sua raiz € valiosa na dieta humana por ser uma fonte de energia, minerais e vitaminas,
suas ramas e raizes sdo também usadas na alimentacdo de diversos animais domésticos, suas ramas
sdo ainda usadas como potencial biomassa para a producao de biocombustiveis (Arragoni-Blank
etal., 2014).

A cultura de batata-doce apresenta caracteristicas favoraveis para o cultivo, tais como o baixo
custo de producdo, a facilidade de cultivo, a rusticidade, a ampla adaptacdo a diferentes climas e
tipos de solo, a colheita prolongada, o ciclo curto e a protec¢do do solo contra a erosdo, além da
funcéo social, que contribui para manter o produtor rural no campo (Loebenstein, 2009; Zhang et
al., 2009).

A conservacao de germoplasma de batata-doce in vivo é vulnerdvel a perdas, pois a batata doce é
susceptivel a numerosas doencgas que podem ser causadas por fungos, bactérias, virus, nematodes,
ataques por insectos e roedores assim como intempéries climaticas. (Arrigoni-Blank et al., 2014)
Aliado a isso, a manutencdo in vivo acarreta custos elevados, podendo ser paralisada em periodos

de dificuldade econémica.

Diante da possibilidade de se obter plantas completas a partir do cultivo de células, tecidos ou
6rgdos, foi sugerido na década de 70, que as técnicas in vitro poderiam ser Uteis na conservacao
dos recursos fitogenéticos, alternativas valiosas para a manutencdo de coleccbes a serem

empregadas de imediato em programas de melhoramento vegetal (Souza et al, 2007).

A possibilidade do uso da conservag&o in vitro é apelativa tanto por motivos econémicos quanto
praticos, sendo um componente adicional importante da preservacdo de recursos genéticos de
plantas, pois a conservacao in vitro das plantas protege as plantas de alguns elementos de riscos
aos quais estas estdo expostas no campo, reduz os custos de producéo, garante a manutencdo da

variabilidade genética (Arrigoni-Blank et al., 2014)
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Avaliacédo do efeito da temperatura e de diferentes concentracdes de sacarose na conservagéo in vitro de batata-doce

(Ipomea batatas)

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objectivo avaliar diferentes temperaturas e
concentracdes de sacarose, a fim de se desenvolver um protocolo optimizado de conservacao in

vitro de diferentes variedades de Ipomea batatas.

1.1 Problema

De acordo com Vettorazzi (2016), as mudancas efectuadas no meio de cultura (nutrientes
organicos e inorganicos) sdo um dos principais factores que actua na reducdo do metabolismo das

plantas e consequentemente o periodo entre os subcultivos.

Existem diversos métodos de conservacdo ex situ, tais como bancos de sementes, preservacgéo in
vivo, cultura de tecidos e criopreservacao de pélen, meristemas e embrides (Ramalho et al., 2008).
Especificamente a conservacao in vitro é indicada para espécies com sementes recalcitrantes que
perdem a viabilidade rapidamente e para espécies de propagacdo vegetativa, nas quais 0 processo

de clonagem € interessante para a industria. A batata-doce pertence a esta ultima categoria.

Entretanto, em Mogambique existem poucos estudos que contribuam para a optimizacdo de
protocolos para a manutencdo e conservacao de todas as variedades de batata-doce. Dai surge a
pergunta: Que temperaturas e concentracbes de sacarose apresentam maior eficiéncia na

conservacao de germoplasma da Ipomea batatas?

1.2 Justificativa

Actualmente, o método mais comumente usado para a preservacdo dos recursos genéticos é a
manutencdo desses recursos em bancos de germoplasma em condi¢Ges de campo ou em casas de
vegetacdo. Existem, porém, problemas sérios com banco de genes a campo, como a exposi¢do das
coleccdes a desastres naturais e a ataques de patdgenos. Um problema adicional é o risco de

transferéncia de patdgenos em casos de intercambio de germoplasma (Santos, 2003).

Na conservacao in vitro, brotos e plantas, derivados directamente de apices merismaticos e gemas
laterais, sdo mantidos em condigdes ambientais controladas (temperatura, intensidade luminosa e
fotoperiodo) e/ou quimicas (meios de cultura) que permitam estender ao maximo o intervalo das
transferéncias para meios novos, sem afectar a viabilidade e estabilidade genética dos cultivos
(Moulin, 2010).
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Avaliacéo do efeito da temperatura e de diferentes concentragdes de sacarose na conservagao in vitro de batata-doce

(Ipomea batatas)

O crescimento lento tem sido utilizado com sucesso, principalmente para a conservacao de apices
merismaticos de muitas espécies mantidas em bancos de germoplasma in vitro (Withers e
Williams, 1998; Silveira, 2017). O uso de temperaturas baixas no cultivo in vitro reduz a acc¢ao de

enzimas e do metabolismo geral das plantas (Lemos et al, 2002).

A sacarose quando adicionada ao meio de cultura actua externamente removendo 0 excesso de
agua intracelular, fazendo com que o desenvolvimento da planta ocorra de forma mais lenta
(Dumet et al 1993; Sampaio et al., 2018). Portanto uma das estratégias para aumentar o tempo
entre os subcultivos e reduzir o crescimento in vitro é a reducdo da temperatura e utilizacdo da
sacarose como fonte de carbono e regulador osmético para a manutencdo da viabilidade dos

explantes conservados in vitro (Lemos et al, 2002).
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Avaliacéo do efeito da temperatura e de diferentes concentragdes de sacarose na conservagao in vitro de batata-doce

(Ipomea batatas)

1.3 Objectivos

1.3.1 Geral
« Avaliar o efeito da temperatura e de diferentes concentracGes de sacarose na conservagéo

in vitro de Ipomea batatas.

1.3.2 Especificos
» Determinar os parametros fisiologicos: altura da plantula, nimero de folhas verdes e

numero de folhas senescentes

 Identificar a temperatura e concentragdes de sacarose eficientes na conservagéo in vitro de

Ipomea batatas;

» Comparar o desempenho das variedades em funcdo da temperatura e as diferentes

concentragdes de sacarose.

1.4 Hipdteses

Durante as fases da cultura in vitro destacam-se varios factores que podem influenciar no
crescimento das plantas, tais como a intensidade luminosa, temperatura, fotoperiodo e composicao

do meio de cultura (Tavares et al., 2008).

Ho: A combinacdo de baixas temperaturas e baixas concentracdes de sacarose reduzem
significativamente o metabolismo das plantulas de Ipomea batatas comparativamente as condi¢des

padrdes de conservacao in vitro.

Hi: A combinagdo de baixas temperaturas e baixas concentragcdes de sacarose ndo reduzem
significativamente o metabolismo das plantulas de Ipomea batatas comparativamente as condi¢bes

padrdes de conservacao in vitro.
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Avaliacédo do efeito da temperatura e de diferentes concentracdes de sacarose na conservagéo in vitro de batata-doce

(Ipomea batatas)

1. Reviséo bibliografica

2.1 Origem e aspectos botanicos da Batata-doce

N&o ha evidéncias claras sobre a origem da batata-doce, porém os primeiros estudos sobre a batata
datam no periodo posterior a descoberta da América, reforcando a hipotese de que possivelmente

tenha surgido neste continente (Srisuwan et al., 2006; Roullier et al., 2013)

A utilizacdo da batata-doce, remota ha, mas de 10 mil anos, a partir de analises feitas em batata-
doce seca encontrada em cavernas em Chilca Canyon no Peru e evidéncias arqueoldgicas

encontradas na regido Maia da América central (AJAP, 2017).

A batata-doce (Ipomea batatas (L) Lam) é uma dicotiledonea pertencente a familia
convulvulaceae, agrupa cerca de 50 a 60 géneros e mais de 1000 espécies (Vetorrazi, 2016). E uma
planta da classe Magnoliopsida, herbacea com caule geralmente rastejante, que atinge de 2- 3
metros de comprimento, exibindo ramas de coloracdo verde ou rosada, peciolos longos, um
sistema radicular amplo, composto por dois tipos de sistema radicular, raizes tuberosas ou
principais, que constituem a reserva e a parte comercial da planta e as raizes absorventes, que

cumprem com a funcéo de absorcao de agua e nutrientes (Rossel et al., 2008).

As raizes podem apresentar formato redondo, fusiforme ou alongado. Além das caracteristicas
genéticas, o formato das raizes pode ser afectado pela estrutura do solo, pela presenca de torrdes e
pedras. Podem apresentar pele ou casca lisa ou rugosa. A casca e a polpa da batata-doce, podem
apresentar uma coloracdo, roxa, alaranjada, creme ou branca (Silva et al., 2004, citado por
Kalkmann, 2011).

Apresenta uma inflorescéncia do tipo cacho, onde as flores sdo complexas, axilares, e solitarias
com coloracdo roxa (Ritschel et al., 1995 e Rossel et al., 2008). A batata-doce é o inico membro
da familia convulvulaceae hexaploide (2n=6x=90), o que provavelmente faz com que a
variabilidade genética nesta espécie seja alta. Esta variabilidade é contemplada nas diferentes

cores, texturas, sabores, formato, resisténcia, entre outras caracteristicas (Embrapa, 2021).

E uma cultura alégama, auto-incompativel, cujas flores ndo séo fertilizadas pelo proprio pélen e
propagada vegetativamente, a poliniza¢do cruzada é normalmente feita por insectos (Oliveira et
al., 2002).
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Avaliacédo do efeito da temperatura e de diferentes concentracdes de sacarose na conservagéo in vitro de batata-doce

(Ipomea batatas)

A propagacdo vegetativa € feita através de caules ou rebentos produzidos pela germinacdo de
gomos das raizes de reserva ou através de estacas retiradas de ramos vigorosos. O ciclo de vida da
cultura varia entre 90 e 240 dias, dependendo da variedade e condi¢fes ambientais, e esta dividido
em trés fases fisiologicas: Formacdo das raizes de reserva e ramas (40-60 dias), desenvolvimento
maximo das folhas e tuberizacdo (60-120 dias), maturacdo dos tubérculos e senescéncia, esta

ultima fase acaba na colheita das raizes e tem uma duracéo de cerca de 45 a 90 dias (AJAP, 2017).

2.2 Cultura de batata-doce e sua distribuicéo

Estima-se que em 91,95 milhdes de toneladas da producdo mundial de batata-doce, a China
somente, produz 53,01 milhdes de toneladas anualmente. A Asia é a maior produtora de batata-

doce seguindo a Africa e por Gltimo as américas (Faostat, 2020).

A batata-doce foi introduzida na europa no final do seculo XV, posteriormente foi levada pélos
portugueses para Angola, Mocambique, India e Timor-Leste, disseminando-se assim pelos

continentes africano e asiatico (AJAP,2017).

Em 2019 foram produzidas em Moc¢ambique 504.815 toneladas de batata-doce, tornando-se a

segunda cultura mais produzida, entre as raizes e tubérculos (Ferrdo e Viegas, 2021).

2.3 A importancia econdémica e nutricional da batata-doce

No que concerne a importancia econémica, a batata-doce e a sétima hortalica mais importante em
termos de producao global, depois do trigo, arroz, milho, batata reno, cevada e mandioca, e a quinta
em paises em desenvolvimento, depois do arroz, trigo, batata, milho e a mandioca (Stathers et al.,
2013 e Grace et al, 2014).

Em Africa a batata-doce é particularmente importante em paises vizinhos dos grandes lagos,
Malawi, Angola, Mocambique, Madagascar e Nigéria. Em Mocambique, Uganda, Tanzéania e
Malawi a batata-doce é a segunda cultura entre as raizes e tubérculos mais importante, depois da
mandioca. A producdo de batata-doce em paises como Mogambique, pode ser vista como uma
potencial oportunidade para reducgéo da pobreza, melhoramento e geracéo de renda para mulheres

e agregado familiar, seguranca alimentar e nutricional (Stathers et al., 2013).

A cultura de batata-doce se mostra como uma actividade de consideravel retorno financeiro, pois
ndo é uma cultura onerosa, devido a sua facilidade de cultivo, facil adapta¢éo, com pouca exigéncia
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em termos de fertilidade do solo, resisténcia a seca e com baixo custo de producdo quando
comparada com outras culturas, pois ndo exige 0 mesmo nivel de sofisticacdo e grande avanco

tecnoldgico para o seu desenvolvimento (Lebot, 2009).

A batata-doce é muito importante na alimentagdo humana, pois as suas folhas sdo ricas em
proteinas, suas raizes tuberosas contém carboidratos, betacaroteno, vitaminas C, Vitaminas do
complexo B e E, minerais (Ferro, Potassio, Céalcio) e antocianina (nas raizes de polpa roxa)
(Embrapa, 2021).

As variedades de polpa alaranjada sdo ricas em betacaroteno, que quando ingerido é convertido
em vitamina A nos intestinos e figado, possuem ainda propriedades anticancerigenas e
cardiovasculares que previnem doencas, e podem ser usadas em produtos para consumidores com

algumas restrigdes alimentares (Stathers et al., 2013).

Para 0 consumo humano as raizes frescas podem ser ingeridas cruas, fervidas, assadas ou fritas,
quando processadas podem ser preparadas em forma de puré, doces, sobremesas ou farinha
(Embrapa, 2021).

2.3 Cultura de tecidos vegetais

E uma técnica que consiste na multiplicacio de células ou tecidos vegetais em ambiente controlado
e asséptico, a partir de fragmentos de plantas, em meio nutritivo. Para chegar a condicdo de
assepsia adequada, sdo usados frascos ou tubos de ensaio de vidro autoclavaveis, razao pela qual

esta técnica e também chamada de cultivo in vitro (Embrapa., 2006).

Estes fragmentos podem ser gemas apicais, axilares, raizes, fragmentos foliares ou qualquer tecido
que responda as condicGes de inducdo do meio de cultura, visando a regeneragdo vegetal in vitro.
Esta regeneracao é fundamentada pela capacidade das células vegetais proliferarem e organizarem-
se em tecidos e eventualmente em plantas completas, esta capacidade e designada totipoténcia
(Andrade, 2002; Carvalho et al, 2006).

S&o vantagens da propagagdo in vitro em relacdo aos métodos convencionais: a multiplicacao de
clones em qualquer época do ano, a producdo de espécies que dificilmente seriam propagadas
pelos métodos convencionais, a rapida multiplicacdo clonal de espécies raras e a eliminacao de
virus, proporcionando a producdo de mudas com alta sanidade (Souza et al, 2007).
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2.4 Micropropagacao

A Micropropagacdo, também denominada multiplicacdo in vitro, consiste no cultivo de um
explante, extraido de uma planta e cultivado sob condi¢fes assépticas (Paiva e Paiva, 2001). Entre
as vantagens da sua utilizacdo, esta a alta taxa de multiplicacdo, a rapidez na multiplicacéo, o
controle das condicdes de cultivo, a multiplicacdo continua ao longo do ano, a obtencdo de
propagulos sadios e livres de contaminantes, o espaco reduzido, o armazenamento em longo prazo
de germoplasma e sua adaptacdo para plantas de dificil multiplicacdo por meio das técnicas
convencionais de propagacdo (Guerra et al., 2016).

2.5 Conservacao de germoplasma vegetal

A preocupacdo com a preservacdo dos recursos genéticos despertou o interesse pela conservagao
do germoplasma vegetal hd mais de 30 anos, de modo a protegé-lo de eventuais perdas e garantir
0 Seu uso sempre que necessario para o atendimento das demandas de variabilidade genética e
programas de melhoramento, principalmente aqueles voltados para alimentacdo (Santos e
Saloméo, 2010).

2.6 Métodos de conservacao de germoplasma vegetal

Segundo Faleiro (2008), uma das accGes que podem garantir esta preservacdo dos recursos
genéticos € a conservacao da variabilidade genética, que pode ser feita in situ, ou ex situ. A melhor
estratégia de conservacao pode ser analisada de acordo com a diversidade biologica e categoria de

plantas a ser conservada.

Os métodos de conservacdo de plantas superiores podem ainda ser ajustados de acordo com o
sistema de propagacdo de cada espécie. Para espécies tropicais produtoras de raizes e tubérculos
que geralmente sdo propagadas vegetativamente, o método mais adequado é o método de
conservagao ex situ, no campo ou no laboratério, in vitro (Mroginski.,1991: citado por Souza et
al.,2009).

2.6.1 Conservagao ex situ- in vitro
Compreende a manutencdo de espécies fora do seu ambiente de ocorréncia natural, através de

técnicas de cultura de tecido, em ambiente livre de contaminantes, em condi¢fes controladas de

Neuza Da Graga Ricardo | Reviséo bibliogréafica m



Avaliacédo do efeito da temperatura e de diferentes concentracdes de sacarose na conservagéo in vitro de batata-doce

(Ipomea batatas)

temperatura, fotoperiodo e em meio de cultura que favoreca um crescimento lento (Matsumoto et
al., 2010).

A conservagdo in vitro pode ser realizada de duas formas, através de crescimento lento
(conservagdo em baixas temperaturas) ou atraves de criopreservagdo (conservagdo em ultra baixas

temperaturas) (Guerra et al., 2016).

2.6.2 Crescimento lento

Consiste em reduzir drasticamente o metabolismo da planta, sem afectar sua viabilidade, pela
inducdo de stresse osmotico, reducdo da intensidade de luz ou temperatura, acréscimo de
retardantes de crescimento e/ou diminuindo a concentra¢do dos componentes salinos e orgéanicos
do meio de cultura (Withers e Williams, 1998; Silveira, 2017).

Essa técnica in vitro visa reduzir o metabolismo celular, com a finalidade de aumentar o tempo

entre os subcultivos (Engelmann, 2011).

Dentre os factores que afectam o sucesso da conservagao por crescimento lento, podem ser citados,
a qualidade dos explantes a ser utilizados, a temperatura de armazenamento dos explantes, o

regime de fotoperiodo adequado, o meio de cultura e frascos utilizados (Guerra et al., 2016).

2.6.3 Criopreservacao

Consiste na conservagdo de material biologico por um longo periodo, sob condic¢des de ultrabaixas
temperaturas em nitrogénio liquido (-196°C) (Santos, 2001; Gimeneses e Barbieri, 2010; Guerra
et al., 2016).

2.6.3 Conservacao in situ

A conservagdo in situ abrange a preservagdo continua de uma popula¢do na comunidade a qual
pertence, e dentro do ambiente a qual esta adaptada, a manutencéao e recuperacéo de populagdes
viaveis de espécies em seus ecossistemas e habitats naturais, e no caso de espécies domesticadas
ou cultivadas, nos meios onde tenham desenvolvido suas propriedades caracteriscticas (Eira,
2001).
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2.7 Factores que influenciam a conservacao

2.7.1 Temperatura

A baixa temperatura tem sido utilizada amplamente e com sucesso como alternativa viavel para a
conservacao in vitro de células de varias espécies (Kiwi,maca, péra, ameixa, cereja, uva, morango,
batata, beterraba, batata-doce, mandioca, vérias forrageiras, ananas e brdcolis) (Lemos et al.,
2002).

A temperatura fixada para a conservacao in vitro varia de 20°C a 10-15°C para culturas tropicais e
subtropicais respectivamente. Pode também ser utilizada a diminuicdo da intensidade luminosa e
do fotoperiodo, porém de forma moderada, pois a diminuicao drastica destes factores pode causar
o estiolamento e inactivacdo da clorofila, podendo causar a uma reducéo intensa no crescimento e

eventualmente a morte da planta (Matsumoto, 2010).

2.7.2 Meio de Cultura

Os meios de cultura sdo a combinacdo de macro e micronutrientes, corbohidratos, vitaminas e
fitohormonas (Andrade, 2002). Podendo ser classificados de meios sélidos, adicionando-se agar
ou gerlite e liquido (Guerra et al., 2016). Os meios de cultura sdo baseados nas exigéncias
nutricionais das plantas, variando de acordo com as exigéncias nutricionais de cada planta, pois
essas substancias controlam o desenvolvimento natural destas no meio in vitro (Guerra et al.,
2016).

2.7.3 Composigdo dos meios de cultura

Os meios de cultura sdo constituidos por multiplos componentes essenciais e opcionais, que variam
em funcdo da espécie vegetal e da origem dos explantes (Paiva e Paiva, 2001). Os essenciais
compreendem a &gua, 0s sais inorganicos, a fonte de carbono, as vitaminas e os aminoécidos. Entre
0S componentes opcionais estdo incluidos as amidas, os &cidos organicos, os reguladores de

crescimento e as substancias naturais complexas. (Paiva e Paiva,2001; Guerra et al., 2016).

Segundo Guerra et al. (2016), o meio White (1942), foi um dos primeiros meios de cultura a ser
desenvolvido, meio este que apresenta baixo nivel de nitrogénio e de potassio. O meio MS
(Murashige e Skoog, 1962) foi um dos primeiros meios com uma formula¢do melhorada a ser

usado em cultura de tecidos de plantas, apresentando altos niveis de nitrato, potassio e aménio.
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2.7.4 Compostos organicos

Os compostos organicos importantes séo os carboidratos, substancias reguladoras de crescimento,

vitaminas, aminoacidos e amidas, certas purinas e pirimidinas, hexitdis e acidos organicos.

As células, tecidos e plantulas cultivadas in vitro, apresentam uma baixa taxa fotossintética,
portanto é necessario que seja adicionada uma fonte de carboidratos. Os carboidratos mais usados

nos meios de cultura sdo a sacarose, a glicose e a frutose (Guerra et al., 2016).

2.7.5 Sacarose

A sacarose € o carboidrato mais utilizado nos meios nutritivos, sendo que esse agucar suporta as
mais altas taxas de crescimento na maioria das espécies. A concentracdo de sacarose normalmente
variaentre 1 - 3%, mas, por efeito da autoclavagem e do pH, sua concentragdo no meio pode variar,

jaque é hidrolisada em glicose e frutose (CID, 2001).

2.7.6 Vantagens da conservagao in vitro

Segundo Guerra et al. (2016), a conservacdo in vitro apresenta vantagens, como conservacao por
longos ou médios periodos em particulares as espécies recalcitrantes, facil acesso dos recursos
fitogenéticos, reducdo dos custos de manutencdo e a susceptibilidade a doengas e pragas que as

plantas e sementes estao sujeitas no meio ex vitro.

2.7.7 Desvantagens

Segundo Guerra et al. (2016), a conservacdo in vitro apresenta algumas desvantagens, como
variacOes deletérias, como reducdo na fertilidade e fixagdo de frutos e sementes e outras variagdes
morfoldgicas, ocorrem em variantes somaclonais, com vérias implicacdes no melhoramento de
plantas, principalmente quando a uniformidade genética € o objectivo. O sucesso de um sistema
regenerativo in vitro é dependente da adequagdo de um meio de cultura apropriado para cada

espécie.

2.8 Teste de viabilidade pds conservacéo

E necessério que o método de conservagdo garanta a maxima viabilidade e estabilidade genética

dos acessos apos o periodo de conservacao (Souza et al., 2009).
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Para o teste de viabilidade, colectou-se aleatoriamente para cada variedade tubos de ensaio
contendo plantulas, de seguida retirou-se as folhas e cortou-se as plantulas em segmentos de cerca
de 1 cm, contendo uma gema lateral, de seguida os segmentos foram inoculados em frascos
contendo meio de cultura para multiplicagdo e submetidos a temperatura de 24°C por um periodo
de 15 dias, pois a retoma do crescimento das plantulas pds conservagéo sob crescimento lento,
deve ser restabelecida nas condi¢des normais de cultivo. Apés 15 dias, fez-se uma analise
qualitativa das plantulas, observando a cor e aspecto das folhas e com o auxilio de uma régua

mediu-se o comprimento médio das plantulas.

2.9 Conservagcao in vitro em Mogambique

A diversidade biol6gica em Mocambique esta registada a nivel de sistemas de conservacédo ex-situ,
estes sistemas incluem jardins botéanicos, arboreto, bancos de semente, bancos de germoplasma in
vivo e colecges in vitro. As colecgBes in vitro que existem em Mocgambique estdo concentradas
no IIAM, no sector de raizes e tubérculos, e tém a finalidade de uma rapida multiplicacéo,

manutencdo e distribuicdo segura da mandioca e da batata-doce (MITADER, 2015).

Em Mogambique os sistemas de conservacdo da biodiversidade ex situ, mostram-se precarios, ha
portanto uma necessidade de maior investimento em recursos, capacitagdo, sistematizacdo e
melhoramento das colecgBes existentes para garantir a conservacdo dos recursos genéticos
(MITADER, 2015).
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I11.  Areade estudo

O estudo foi realizado no laboratdrio de biotecnologia do Instituto de Investigacdo Agraria de
Mogambique (ITAM), sito na cidade de Maputo, bairro de Mavalane “A” na latitude 25°931611 e
longitude 32°585692. O laboratorio de cultura de tecidos do IIAM esta dividido em 4
compartimentos: sala de lavagem, a sala de preparacdo do meio de cultura, a sala de inoculacao, e
a salas de crescimento. As salas e crescimento e de inoculagdo possuem equipamentos que
possibilitam o controlo da temperatura, intensidade luminosa e fotoperiodo e que possibilitam que

o trabalho seja feito em condicdes assépticas.
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IV. Material e Metodologia

4.1 Amostragem

(Ipomea batatas)

Avaliacéo do efeito da temperatura e de diferentes concentragdes de sacarose na conservagao in vitro de batata-doce

O material vegetal usado para obtencéo de explantes e posterior conservacao, foram plantulas da

espécie Ipomea batatas, variedades Ininda, Palmira e Resisto, mantidas em uma sala de

crescimento no laboratério de Biotecnologia do 1AM, a uma temperatura de 24° C, intensidade

luminosa de 2000 Lux fornecida por lampadas fluorescentes e fotoperiodo de 16/8 horas de

luz/escuro, respectivamente, num meio de cultura especifico para multiplicacdo, em condicfes

assépticas.

4.2 Materiais e Equipamentos
1. Agitador magnético;

2. Algodao;

3. Autoclave;

4. Balanca analitica;

5. Bandejas plasticas;

6. Barra Magnética;

7. Bisturis;

8. Borrifadores;

9. Buretas;

10. Cémara de fluxo laminar;

11. Copos de Becker (21, 250 ml);
12. Pipetas graduadas e micropipetas
13. Régua (30cm);

14. Tubos de ensaio;

15. Copos graduados;

16. Esferogréfica;

17. Etiquetas;

18. Frascos de vidro (250ml);
19. Lamparina;

20. Microondas;

21. Papel A4;

22. Papel de aluminio;
23. Pelicula aderente;
24. pH metro;
25.Pincas;

26. Provetas;

27. Tesoura.
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4.3 Solugdes

Agua destilada
Alcool (95% e 70%)
Sacarose

Meio MS

Agar

akrowbdeE

4.4 Métodos

Numa cadmara de fluxo laminar com o auxilio de pinca e bisturi, foram excisados um total de 240
segmentos nodais de aproximadamente de 1 cm, contendo uma ou duas gemas. Cada explante foi
posteriormente introduzido no tubo de ensaio contendo o0 meio de cultura para multiplicagéo,
porém com algumas alteragdes (Tabela 1). Posteriormente os tubos foram fechados com papel de
aluminio e selados com pelicula aderente e etiquetados com o codigo de identificacdo

correspondente a concentragéo de sacarose.

Tabela 1: Variacdo da concentragédo de sacarose nos diferentes

Tratamento

Tratamento 1 MS + 30 g/L de sacarose
Tratamento 2 MS + 22,5 g/L de sacarose
Tratamento 3 MS + 15 g/L de sacarose

4.2.3. Procedimentos para preparacgao de 1 litro de meio de cultura

Preencheu-se um copo de 1 | com aproximadamente 700 ml de agua e foram adicionados o0s outros
componentes consoante o tipo de tratamento (Tabela 1) e colocou-se o copo num agitador
magnético. A seguir, adicionou-se dgua destilada para perfazer o volume de 1000 ml de solucéo,
ajustou-se o pH para 5.7 e adicionou-se 7g/l de 4gar em cada meio, deixou-se homogeneizar, a

seguir colocou-se o copo contendo a solugdo no microondas por 12 minutos.

Por fim distribuiu-se 2.5 ml de meio em tubos de ensaio autoclavados, num total de 20 tubos por

tratamento, posteriormente foram fechados com papel de aluminio e submetidos a autoclavagem
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por 15 minutos, a 121 °C e pressdo 1 atm, para esterilizacdo. Apds este procedimento os tubos
foram retirados e conservados em local fresco por 72 horas, de modo a verificar possiveis

contaminacoes.

4.2.4 Procedimentos para conservagao

Para evitar contaminac6es por fungos e bactérias, e trabalhar em condigdes de assepsia, limpou-se
a area de trabalho (camara de fluxo laminar) com algodao e alcool a 70% e ligou-se a cdmara de
fluxo laminar, regulou-se a pressao para 180 atm, 30 minutos antes do seu uso. Apos 30 minutos,

limpou-se as méos e bracos com alcool a 70%.

Com auxilio de uma pinca, bisturi e tesoura, esterilizados e passados em chama, retirou-se as folhas
das plantulas estabelecidas in vitro e mantidas em sala de crescimento nas condic¢des descritas
acima (amostragem) e cortou-se em segmentos nodais de aproximadamente 1 cm contendo 1 ou 2
gemas, estes segmentos foram usados como explantes. De seguida cada explante foi inoculado em
um tubo de ensaio contendo meio, foram tapados com papel aluminio e selados com pelicula
aderente e etiquetado com o cddigo de identificacdo correspondente a concentracdo de sacarose e

data de inoculacao.

4.2.5 Incubacao

As culturas foram distribuidas e armazenadas em 2 salas de crescimento sob as temperaturas de
18° C e 24°C, fotoperiodo de 16h luz e 8h escuro, com intensidade luminosa de 2000 Lux por um

periodo de 180 dias.

4.2.6. Controle das plantulas e colecta de dados

A experiéncia foi controlada semanalmente para verificar se havia material contaminado e retirar
de modo a ndo contaminar outro material. A colecta dos dados foi feita num periodo de 180 dias,
90 dos quais na primeira fase e os restantes 90 na segunda fase, onde 3 tubos de ensaio foram
seleccionados aleatoriamente.

4.2.7 Parametros de crescimento

Foram avaliados os seguintes parametros fisioldgicos: altura da parte aérea em cm, contagem do
namero de folhas verdes e nimero de folhas senescentes. Para avaliar a altura da planta foi usada
uma régua, medindo a plantula a partir da base até a parte apical.
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4.3. Desenho experimental

A experiéncia obedeceu um delineamento inteiramente causalizado, em esquema factorial 3
(variedades) x 3 (concentracOes de sacarose) x 2 (temperaturas), com 20 repeticdes, cada uma
representada por uma planta cultivada num tubo de ensaio. Os factores avaliados foram a
concentracdo de sacarose e a temperatura. Para avaliar a influéncia da sacarose, foram feitos 3
tratamentos, distribuidos em concentracdes diferentes, nomeadamente, 30g (controle), 22,59 e
15¢, para cada tratamento foram usados 20 tubos de ensaio. Para avaliar o efeito da influéncia da
temperatura, cada tratamento com diferentes concentracdes de sacarose foi duplicado e os tubos
foram distribuidos em 2 salas de crescimento com temperaturas de 18°C e 24°C. As culturas foram
armazenadas em 2 salas de crescimento sob as temperaturas de 18° C e 24°C e fotoperiodo de 16h

luz e 8h escuro.

4.4. Analise de dados

Os dados obtidos nas diferentes colheitas foram organizados no Software Excel versdo 2013,
posteriormente analisados no pacote estatistico ASSISTAT 1.0. Para determinar a taxa de
crescimento foram feitas comparacGes maltiplas com recurso ao teste de Tuckey a um nivel de
significancia de 5% e a regressdo linear para descrever a inter-relagdo funcional entre as variaveis,
foi feita uma correlacdo para avaliar o grau da interaccdo entre as diferentes concentragdes de

Sacarose e 0S parémetros.
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5. Resultados

5.1.Efeito da temperatura e de diferentes concentracdes de sacarose sobre 0s parametros
fisioldgicos:
5.1.1. Numero de folhas senescentes
Apds um periodo de 90 dias do estabelecimento da experiéncia, as plantulas submetidas a
temperatura de 18° C apresentaram um numero de folhas senescentes menor em relagao as
plantulas submetidas a temperatura de 24° C. Foi notavel a diferenca significativa das médias do
namero de folhas senescentes entre as trés variedades, no qual as variedades Ininda, Resisto ¢

Palmira apresentaram as médias 0, 0 e 3 folhas senescentes, respectivamente.

Apds um periodo de 180 dias do estabelecimento da experiéncia, as plantulas submetidas a
temperatura de 18° C apresentaram um numero de folhas senescentes menor em relagdo as
plantulas submetidas a temperatura de 24° C. Aos 90 dias o nimero médio de folhas senescentes
ndo apresentou diferencas significativas nas plantulas submetidas a ambas temperaturas (18° C e
24° C), excepto no tratamento 2. De igual forma as médias foram iguais para as diferentes

concentracdes de sacarose (Anexo 2).

5.1.2. Efeito de diferentes temperaturas e concentragdes de sacarose na conservacao de
Ipomea batatas

As alturas médias das plantulas foram maiores na variedade Ininda no tratamento com 24°C e
concentracdo de 30 g/L de sacarose, no entanto, aos 90 dias as variedades (Ininda, Resisto e
Palmira) apresentaram valores similares em todos os tratamentos. Apos 180 dias de estudo a altura
média foi maior na variedade Ininda no tratamento com 24°C e concentragdo de 15 g/L de sacarose
em relacdo as variedades (Palmira e Resisto). Apds o primeiro periodo (90 dias), as plantulas
submetidas a temperatura de 24°C apresentaram alturas médias maiores em relagdo as plantulas
submetidas a temperatura de 18° C (Figura 2A). Foram verificadas diferencas significativas na
altura das trés variedades (p< 0,001). Quanto maior concentracdo de sacarose maior ¢ altura das
plantas, aos 90 dias com a concentragdo de 15g/L de sacarose as variedades Ininda, Resisto e
Palmira apresentaram as seguintes alturas médias 0,6 cm, 1,0 cm e 2,3 cm respectivamente (Figura
2A).
Apo6s um periodo de 180 dias do estabelecimento da experiéncia, as plantulas submetidas a

temperatura de 24° C apresentaram alturas médias maiores em relagdo as plantulas submetidas a
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temperatura de 18° C. Foi notavel a diferenga das médias da altura entre as trés variedades, no
entanto nao houve diferengas significativas (p>0.069), a altura média a 18° C com 15g/L foi de

5,16 cm e a 24°C com 15g/L foi de 7,48 cm (Figura 2B).
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Figura 2: Efeito da temperatura (18°C e 24°C) e da concentracdo de sacarose (15,22,5 e 30 g/L) sobre a altura das
plantulas ap6s 90 dias (A) e 180 dias (B) de crescimento.

Para o caso das folhas verdes na temperatura de 18°C com uma concentragdo de sacarose de 15
g/L as plantulas tiveram uma média de 4,33 + 1,33 de folhas verdes por plantula, e com 22,5 g/L
tiveram uma meédia de 5,67 + 2,2 de folhas verdes por plantula e com 30 g/L de sacarose tiveram

8,11 £2,07 de folhas verdes por plantula.
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No tratamento com temperatura de 24°C e uma concentra¢do de sacarose de 15 g/L as plantulas
tiveram uma média de 7,66 + 1,94 de folhas verdes por plantula, e com 22,5 g/L tiveram uma
média de 8,33 + 3,33 de folhas verdes por plantula e com 30 g/L de Sacarose tiveram 9,77 + 1,81
de folhas verdes por plantula (Figura 3A).

A variedade Palmira em relacdo a variedade Ininda apresentou uma média maior de niamero de
folhas verdes nas trés concentracfes de sacarose (15, 22,5 e 30 g/L) e nas duas temperaturas (18 e
24°C); Enquanto aos 180 dias a variedade Resisto apresentou maior nimero de folhas verdes na
temperatura 18°C com concentragdo de 30g/L de sacarose, (Anexol, figura 3B), a variedade

Ininda apresentou maior numero de folhas verdes aos 90 e 180 dias nas concentracdes de sacarose
(22,5 e 30 g/L) e nas duas temperaturas (18 °C e 24°C). Ap6s um periodo de 90 dias do
estabelecimento da experiéncia, as plantulas submetidas a temperatura de 18° C apresentaram
numero de folhas verdes menores em relacdo as plantulas submetidas a temperatura de 24°C.

Porém, ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,06) entre as trés variedades.

Apds um periodo de 180 dias do estabelecimento da experiéncia, as plantulas submetidas a
temperatura de 18° C apresentaram numero maior de folhas verdes em relacdo as plantulas
submetidas a temperatura de 24° C. Foi notavel a diferenca das médias do numero de folhas verdes
entre as trés variedades, entretanto ndo houve diferencas significativas (p>0,06), no qual a 18° C
com 30g/L foi de 11 folhas, e a 24°C com 30 g/L foi de 7 folhas.
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Figura 3: Efeito da temperatura (18°C e 24°C) e da concentracdo de sacarose (15,22,5 e 30 g/L) sobre folhas verdes
das plantulas apés 90 dias (A) e 180 dias (B) de crescimento.
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Figura 4: Efeito da temperatura (18°C e 24°C) e da concertagéo de sacarosa (15, 22,5 e 30 g/L) sobre a altura das

plantulas apés 90 dias (A) e 180 dias (B) de crescimento.

Para o caso das folhas verdes na temperatura de 18°C com uma concentragdo de sacarose de 15

g/L as plantulas tiveram uma média de 10,77 + 2,61 de folhas verdes por plantula, e com 22,5 g/L
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tiveram uma média de 12,22 + 3,82 de folhas verdes por plantula e e com 30 g/L de Sacarose
tiveram 10,88 + 4,77 de folhas verdes por plantula.

Enquanto na temperatura de 24°C com uma concentragdo de sacarose de 15 g/L as plantulas
tiveram uma média de 9,44 + 3,23 de folhas verdes por plantula, e com 22,5 g/L tiveram uma
média de 11,11 + 2,84 de folhas verdes por plantula e com 30 g/L de Sacarose tiveram 7,0 + 3,49

de folhas verdes por plantula (Figura 4B).

No tratamento com temperatura 18°C e concentragdo de sacarose de 15 g/L as plantulas tiveram
uma média de 5,22 + 3,22 folhas senescentes, com 22,5 g/L tiveram uma media de 4,44 + 2,21
folhas senescentes e com 30 g/L tiveram uma média de 5,33 + 3,65 folhas senescentes. Enquanto
no tratamento com temperatura 24°C e concentragdo de sacarose de 15 g/L tiveram uma média de
8,33 + 3,36 folhas senescentes, com 22,5 g/L tiveram uma média 5,88 + 4,35 folhas senescentes €

com 30 g/L tiveram uma média de 6,66 + 3,46 folhas senescentes (Anexo 1).

5.2.1dentificacdo da temperatura e concentracdes de sacarose eficientes na conservacao

de Ipomea batatas;

Em relagdo a temperatura e concentracao de sacarose eficientes para a conservagdo da batata, cada
variedade mostrou-se diferente em relacdo a resposta do ideal para conservagdo, mas no geral a

temperatura ideal foi de 18°C e com concentragdo de 22,5 g/L (Figura 5).
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Figura 5: Temperatura e concentragao ideal para a conservagao em relagdo aos parametros (altura e nimero de folhas)
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6. Discussao

6.1.Parametros fisiologicos
Uma maior altura nas plantas foi verificada na variedade Palmira com 24°C e concentracdo de 30
g/L 1sso deve-se ao facto desta temperatura ser favordvel para o crescimento da batata, segundo
(Cabrera et al., 2019) a batata exige regides quentes e himidas, a planta brota o ano todo em
processos mais rapidos, durante o dia e ela deve ficar em temperaturas de no minimo de 24°C de
modo a apresentar um Optimo desenvolvimento. Do mesmo modo Morales-Tejon et al (2017)
verificaram que o meio com 30 g/L foi o que proporcionou maior desenvolvimento de parte area.
Os resultados mostraram no geral que as variedades responderam melhor para as baixas
temperaturas e menor concentracdo de sacarose. Em termos de numero de folhas verdes e
senescentes foi verificado que as trés formulacdes de sacarose mostraram maior niimero de folhas
verdes no periodo de 90 dias e isso deve- se ao facto das plantas estarem ainda a adaptar-se ao
meio (Tyagi et al., 2009). Jarret (1997), estudando Ipomoea batatas verificou que nos primeiros 3
meses as plantas apresentavam maior nimero de folhas verdes, bem como apresentavam maior
crescimento e a quantidade de folhas mostrou-se elevado, apresentando uma média de 8,5 folhas

por plantula o que estd de acordo com os resultados deste estudo.

6.2.Efeito de diferentes temperaturas e concentracdes de sacarose na conservacao de
Ipomea batatas;

A conservacdo in vitro por ser realizada em condig¢des controladas evita que as plantas sejam
sujeitas as intempéries e aos riscos que ocorrem no campo, reduz custos, garante a manutencao da
fidelidade genética e facilita a troca de germoplasma. Vale ressaltar que, apesar de ser uma planta
silvestre, a batata-doce ¢ susceptivel a muitas doencas causadas por fungos, virus e nematodides e
¢ vulneravel a pragas como insectos e acaros, assim, o banco de germoplasma activo no campo ¢
vulneravel a perda e, portanto, requer conservagao in vitro (Wang et al., 2013)
A temperatura ¢ um factor ambiental crucial, que influencia a fisiologia e o metabolismo das
plantas desde a germinagdo até a reprodugdo. As diferentes temperaturas combinadas com cada
concentragdo de sacarose revelaram diferengas significativas na varidvel altura, que produziu uma
média mais baixa na temperatura de 18°C. Independentemente do periodo de conservacao, apenas
duas variedades (Resisto e Palmira) apresentaram diferengas significativas nas diferentes

concentragdes de sacarose. As variedades Ininda, Resisto e Palmira apresentaram média inferior
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da altura aos 90 dias e, na concentracao de 22,5 g/L a 18°C, no qual apresentou menor altura da
parte aérea em relagao.

A andlise do efeito combinado da sacarose e da temperatura a 18°C revelou que as concentragdes
resultaram em efeitos significativos em relagdo ao niamero de folhas e altura de plantas. Existem
varios relatos na literatura destacando o impacto de baixas temperaturas na conservagao in vitro
de batata (Tyagi et al., 2009)

Aos 180 dias, houve diferengas significativas entre as variedades Ininda, Resisto e Palmitra quanto
as concentragoes de sacarose testadas. Para a variedade Ininda, uma melhor taxa de sobrevivéncia
foi obtida com 15 g/L (58,89%) de sacarose, mas esse efeito ndo diferiu significativamente da
média obtida com 30 g/L de sacarose. Para a variedade resisto, maior sobrevivéncia foi observada
no tratamento com 22,5 g/L de sacarose. Este facto deve se principalmente a maior actividade
enzimatica a essa concentragdo de sacarose o que possibilitou que as plantas pudessem ter uma
taxa de sobrevivéncia maior.

Variacdes na concentragdo de sacarose foram testadas com sucesso para a conservacao in vitro de
varias espécies, como batata, batata-doce e mandioca. Na literatura, hé relatos da conservagao in
vitro de Ipomoea batatas com variagdes em sais de MS e sacarose. Vettorazzi et al. (2011) testou
quatro concentragdes de sais MS (0, 10, 50 e 100%), quatro concentragdes de sacarose (0, 10, 20
e 30 g/L) e duas temperaturas (18 £ 20C e 27 + 20C). Aos 240 dias, as microplantas de batata-
doce puderam ser conservadas com 100% de sais de MS e 20 g/L de sacarose a uma temperatura
de 180C (Arrigoni-Blank, et al.,2014). Neste trabalho, foi possivel manter as variedades por seis
meses com a taxa média de sobrevivéncia de 74,44% e 66,67%, respectivamente, sendo que a
temperatura de 18°C foi a melhor para conservar as plantulas por seis meses. Observou-se ainda
que na auséncia de sacarose, a percentagem de germinagdo foi baixa independentemente da
variedade, porém houve uma melhoria a medida que a concentracdo de sacarose foi sendo
aumentada até¢ um determinado valor, mas a partir desse valor, a resposta foi negativa.
Considerando o efeito da sacarose isoladamente, observa-se que a concentracao 22,5 g/L foi a que
apresentou melhores médias para a conservacao. Espinosa et al. (2003) observou a relagdo positiva
entre a percentagem de germinacao e a concentracao de sacarose até¢ 7,5%, a partir desta, a resposta
foi diminuida e na concentragao de sacarose a 20% nao houve germinacao.

Considerado o efeito da sacarose isoladamente a melhor concentracdo foi a de 22,5 g/LL com uma

média foi de 11,11 + 2,84. De acordo com Arrigoni-Blank ef al. (2014) o suprimento extra de
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sacarose mantém a pressdo osmotica e actua como um substrato para o metabolismo, por outro
lado, o a sacarose estd directamente envolta no crescimento das plantas. Alguns trabalhos
realizados relataram que o uso de sacarose na concentragcdo de 15 g/L pode ser utilizado para
fornecer condi¢des necessarias para a germinagdo e crescimento de explantes (Lata et al., 2010).
Outros estudos realizados na conservagao definiram como 6ptimo um meio suplementado com 30
g/L de sacarose, o que de certa forma mostra a concentragdo de 22 g/L ter sido ideal para a
conservagao das variedades de batata.

O efeito da temperatura e sacarose na conservacdo de graos de plantas em culturas in vitro tem
sido avaliado e os resultados sdo varidveis. Em batata, a temperatura e a sacarose no meio nao
mostraram efeito positivo na conservagao in vitro ((Jarret, 1997 e Wang et al., 2013).

Franzon et al. (2007) avaliando o efeito da temperatura em relagdo ao meio de cultura padrdo em
duas populacdes de pitangueira observaram que 24°C nao influenciam na média de conservacao

in vitro em nenhuma das populacdes.

Entretanto, o efeito da sacarose na conservagdo in vitro ¢ dependente da concentragdo deste
produto no meio de cultura considerando que hd uma concentracdo ideal para promover a
conservagao; abaixo ou acima deste valor ha um efeito negativo da sacarose. A interacc¢do entre a
sacarose € a temperatura promoveu os melhores percentuais de conservagao in vitro de Ipomea
batatas, entretanto esta resposta ¢ dependente da concentragdo dos constituintes do meio de

cultura; e o tratamento que melhor respondeu ao trabalho foi de 18°C e 15 g/L.

No presente trabalho, as concentragdes mais baixas de sacarose (15 e 22,5 g/L) no meio de cultura
limitaram o crescimento dos explantes, mas mantiveram as melhores viabilidades e as menores
percentagens de oxidagdo dos meios, proporcionando, assim, maior longevidade dos explantes.
Por outro lado, o tratamento com 30 g/L. de sacarose apresentou alta percentagem de oxidagao do
meio de cultura e a manuteng¢do da viabilidade dos explantes foi significativamente reduzida.
Vettorazzi et al (2017) constataram que altas concentracdes de sacarose induziram oxidacao e

problemas de excessivo potencial osmdtico do meio, o que levou a uma deterioracao das culturas.

Estudando o efeito de temperatura na conservacao de batata-doce, verificou-se que a temperatura

de 18°C foi a que melhor respondeu em termos de conservacao, estudos feitos em mamoeiro
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observaram que na faixa entre 20-25°C houve um maior percentual de germinagdo, o que estd em
concordancia com os dados do (anexo 1) na qual na temperatura de 24°C houve maior crescimento
das plantas. A temperatura influencia no crescimento das plantas, podendo acelera-lo ou retarda-
lo (Cabrera, et al 2019). O crescimento da batata foi afectado pela temperatura nas trés variedades
(Figura 2). Além de baixos indices de germinagdo, temperaturas baixas (15 a 20°C) propiciaram
menor alongamento dos caules. Acréscimo no desenvolvimento dos caules foi observado em 25°C

e plantas mais desenvolvidos foram encontrados na temperatura de 24 a 30°C.

Trabalhos anteriores realizados em diferentes culturas (Banana, papaeira) mostraram resultados
similares ao nosso estudo. Gopal ef al (2004), avaliando o efeito da de sete temperaturas constantes
encontraram que as temperaturas acimas de 20°C eram mais propicias ao crescimento em
detrimento de baixas temperaturas. Variagdes de temperatura fora do limite de tolerancia suportado
pela espécie podem comprometer a conservacdo das plantas. Embora determinada faixa de
temperatura possa ser adequada para a conservagdo, ¢ importante se conhecer as temperaturas
cardinais para uma determinada caracteristica medida em uma determinada espécie. As
temperaturas minimas e maximas encontradas permitem inferir a faixa de tolerancia em que as
plantas de batata-doce mantém sua capacidade de conservacao.

A influéncia da temperatura na conservacgao de seis genotipos foi estudada por Arrigoni-Blank, et
al (2014), e estes observaram que 30°C forneceu os melhores indices de germinagdo para a maioria
dos genotipos estudados. Entretanto, as temperaturas baixas, que variam entre 15-20°C as plantas
ndo tiveram um crescimento acentuado, permitindo assim a reducdo da germinacdo in vitro na
cerejeira. Isso vai de acordo com os resultados encontrados nesse trabalho no qual a temperatura
de 18°C teve maior indice de sobrevivéncia por um periodo maior.

As variagOes encontradas entre os resultados descritos neste trabalho e nas demais literaturas
podem ser explicadas pelo fato do efeito da temperatura na conservagao in vitro de batata-doce ser
variavel entre as espécies e entre os genotipos da mesma espécie. O percentual de germinagao foi
bem reduzido em temperatura baixa (15°C) e aumentou gradativamente atingindo o maior valor a
30°C.

O uso de temperaturas mais baixas no cultivo in vitro reduz a accdo de enzimas e do metabolismo
geral das plantas. Neste estudo, a reducao da temperatura de 24°C para 18°C provocou crescimento

mais lento dos explantes sem, contudo, provocar-lhes danos fisiologicos. (Lata et al., 2002) sugere
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a reducao da temperatura de crescimento como primeiro factor limitante a ser testado. Todavia,
para cada espécie estudada existe um limite que reduz o crescimento sem provocar danos. No
presente trabalho, a temperatura de 18°C reduziu o crescimento e a viabilidade das plantulas
significativamente. Nuns outros estudos relataram que a temperatura de 5°C causou morte nos
apices de banana conservados in vitro. No entanto, quando a temperatura foi aumentada para 17°C,
foi possivel conservar os explantes durante 13 a 17 meses.

Acgucares sdo fonte de carbono disponivel para as plantas cultivadas in vitro, especialmente nos
primeiros estadios, onde hé necessidade de alta energia e esqueleto carbonico para que haja divisdo
celular e desenvolvimento, pois a taxa fotossintética ainda ¢ pequena, ndo suprindo a necessidade
da célula. Em alguns trabalhos, ha relatos de que a substituicdo de sacarose por glicose
principalmente durante a ultima fase do cultivo in vitro (enraizamento e pré aclimatagdo) pode
aumentar a fotossintese ¢ maior tempo de conservagao.

Os tratamentos nos quais se combinou temperatura de 24°C com 15 g/L ou 30 g/L de sacarose
resultaram em notas mais baixas que os demais. Assim, os melhores resultados foram obtidos nas
temperaturas mais baixas quando estas foram combinadas com niveis mais baixos de sacarose. O
aumento conjunto da temperatura e da concentracdo de sacarose prejudicou a sobrevivéncia das
plantulas, o que demonstra que, sob temperatura mais alta (25°C), a sacarose foi rapidamente
absorvida, traduzindo-se em rapido aumento da massa foliar e consequente senescéncia das
microplantas.

Em condi¢des-padroes de cultivo (24°C e 30 g/L de sacarose), os explantes sobrevivem por, no
maximo, trés meses, sem a necessidade de subcultivo. Os resultados mostraram que foi possivel
prolongar este prazo para seis meses, utilizando o tratamento no qual se combinou 15°C com 20
g/L de sacarose, mantendo a viabilidade das microplantas para a retomada do crescimento e inicio
de um novo ciclo de micropropagagao.

Neste experimento, observou-se uma redu¢do no metabolismo normal das plantas cultivadas in
vitro, a qual foi medida pela paralisacdo do crescimento e morte dos explantes. Em condi¢des
padrdes de cultivo as plantas crescem rapidamente e consomem a maior parte dos nutrientes do
meio em cerca de quatro semanas, e ¢ necessaria uma repicagem dos explantes com a renovagao
do meio. Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o periodo de conservagdo foi
ampliado para 12 meses. Apds este periodo os explantes se apresentaram viaveis e disponiveis

para retornar as condi¢des normais de multiplicagdo in vitro ou ser aclimatados in vivo.
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Estudos realizados por Arrigoni-Blank ef al. (2014) analisaram o efeito de diferentes niveis de
sacarose no crescimento minimo de batata-doce no qual constaram que as concentragdoes de
sacarose de 25-30 g/L resultaram em maiores taxas de crescimento, corroborando os resultados
observados no presente estudo. No entanto, esses autores avaliaram o desenvolvimento de plantas
por 90 dias, ao contrario do periodo avaliado no presente estudo (180 dias). Embora a literatura
cite concentracdes de sacarose de 30 g/L. como sendo eficaz para o minimo crescimento de outras
culturas como a batata (Gopal et al., 2004).

O efeito positivo da diminui¢cdo da temperatura ndo foi observado para a maioria das variedades
de batata-doce neste estudo apds 180 dias de crescimento in vitro. A temperatura de 18°C foi mais
eficiente comparada com a temperatura de 24°C, desde 90 dias apods o subcultivo onde a 24°C
apresentaram 45% de folhas verdes, enquanto aquelas mantidas a 18°C apresentou 75% de folhas
verdes. Embora Gopal et al. (2004), que estudaram o efeito de diferentes temperaturas no
crescimento minimo de doce batata, tenham relatado uma diminui¢ao de 50% no crescimento da
planta com uma queda de temperatura de 21,1°C para 15,6°C, o periodo avaliado foi de apenas 90
dias, e nenhum subcultivo foi realizado. No presente estudo, a avaliagdo final foi feita em 180 dias.
Os regimes de temperatura recomendados diferem de cultura para cultura, com alguns mais
tolerante frio do que outros. Algumas plantas podem suportar bem uma diminui¢ao da temperatura.
A batata-doce se desenvolve melhor em regides ou em épocas em que a média temperatura for
superior a 24°C (Silva et al., 2004), e no seu ambiente natural (ex: condi¢des in vitro), mantendo
essa caracteristica quando cultivada in vitro. O que foi verificado nesse estudo onde as plantas a
24°C apresentaram um crescimento maior em relagdo aos 18°C temperatura favoravel para a
conservacao.

A principal diferenga entre este e outros estudos (Jarret, 1997 e Wang et al., 2013), (Tyagi et al.,
2009) foi que a conservagdo in vitro da batata-doce germoplasma foi avaliado por um periodo
curto (180 dias). Além disso, a taxa de sobrevivéncia ap6s o primeiro subcultivo de plantas foi
mantida a 184+2°C e 27+2°C. Embora todas plantulas sobreviveram em ambas as temperaturas,
apos o subcultivo, a sobrevivéncia dos explantes a 18+2°C foi de apenas 10%. Assim, uma

diminui¢do da temperatura nao ¢ recomendada para os acessos de batata-doce aqui estudados.
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7. Concluséo
A temperatura de 18°C e a concentracdo de 15g/L de sacarose favorecem a reducdo no crescimento
das trés variedades conservadas in vitro.
Os parametros fisiologicos foram significativamente diferentes nos dois tipos de tratamentos, a
variedade Ininda com 24°C e concentragao de 30g/L de sacarose apresentou alturas médias maiores
em relagdo as outras variedade.
A temperatura ideal para a conservagdo da batata-doce foi de 18°C enquanto a concentragdo de

sacarose que melhor respondeu ao estudo foi de 22,5 g/L.

A variedade Ininda apresentou valores médios menores para as 3 concentracdes e ambas

temperaturas.
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8. LimitacOes
Durante a segunda fase da experiéncia houve uma flutuacdo da temperatura numa das salas de
crescimento (18°C) devido a uma avaria do ar condicionado, causando um ligeiro aumento no

crescimento das plantulas.
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9. Recomendacdes

E recomendavel que se faca um estudo de viabilidade mais profundo e no campo de modo a
aferir o grau de éxito da experiéncia.

Que seja realizado outro estudo em que se avalia outras variedades locais.

Que sejam testadas modificacGes na temperatura, concentracdo de sacarose e de outros
nutrientes.
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Anexos

Tabela 2: Media e desvio padrao do estudo FS. Folhas senescentes, FV. Folhas verdes

Periodo | Temperatura | [sacarose] | Parametros | Ininda | Desvio_P | Resisto | Desvio_P | Palmira | Desvio P

Altura 0,6 +0,14 1 +0,41 2,03 + 1,20
15 g/L FV 3,67 +0,94 4,33 +0,94 5 +1,63
FS 0,00 +0 0 +0 2,67 +0,47
Altura 1,60 +0,29 0,8 +0,42 1,47 + 0,68
18 graus 225¢g FV 5,67 +1,25 433 + 0,94 7 +2,94
FS 0,00 +0 0 +0 1 +0,82
Altura 3,83 + 1,18 0,67 +0,24 2,13 +0,19

30 gramas | FV 9,67 +0,47 6,33 + 2,05 8,33 +1,7
3 FS 0,33 +0,47 0 +0 1,33 +1,25
§ Altura 1,23 +0,17 1,6 +0,54 2,5 + 0,36
15 gramas | FV 7,00 +2,16 8,33 +2,05 7,67 +1,25
FS 0,67 +0,94 0,67 +0,94 1 +0,82
Altura 3,77 +1,04 1,6 +0,65 3,97 + 1,86

24 graus 22 FV 9,67 | +2,49 7 + 4,55 8,33 +1,7
sramas FS 1,00 +0,82 0 +0 3 +0,82
Altura 5,33 + 0,62 1,63 +0,26 4,1 + 0,62
30 gramas | FV 10,67 | +0,94 7,67 +0,47 11 + 1,41
FS 0,67 +0,94 1 +0,82 1 + 1,41
oié § 18 graus 15 gramas | Altura 4.5 + 1,08 4,33 + 1,06 6,67 +1,84
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FV 8,67 +0,94 11 +2,16 12,67 +2,62

FS 3,67 +2,49 4,67 + 3,09 7,33 +2,87

Altura 7,17 + 0,85 3,7 + 1,20 4,17 + 0,85

22 FV 8,33 +0,47 13,67 | £4,03 14,67 +2,05
sramas FS 6,67 +0,94 1,67 +0,47 5 +0,82
Altura 6,63 + 0,90 4,67 + 0,85 5,33 +1,25

30 gramas | FV 5,33 +0,47 15 + 3,56 12,33 +2,36
FS 3,33 +0,47 4 + 2,45 8,67 +4,11

Altura 9,33 +0,47 6,17 +0,94 6,97 + 1,81

15 gramas | FV 6,67 +2,87 12 +2,94 9,67 +0,47
FS 8,33 +4,03 7,67 + 3,30 9 +245

Altura 5,50 +2,55 4,48 +1,55 7,27 +2,87

24 graus 223 FV 9,67 + 3,68 11 +2,16 12,67 +1,25
srames FS 6,00 + 6,38 4,33 + 3,30 7,33 + 0,94
Altura 8,10 + 1,37 4,17 + 0,85 7,97 +2,71

30 gramas | FV 5,67 + 2,87 9 +2,16 6,33 +4,19
FS 9,33 + 3,09 3,33 + 0,94 7,33 +2,62

3 MESES

Anexo 1: Analise factorial da variedade Ininda apés 90 dias

Variaveis DF SS MS F P
Intercept 1 712.134 712134  425.154 0.000
Temperatura 1 35.689 35.689 21.307 0.000
sacarose] 2 75.117 37.559 22.423 0.000
Pardmetros 2 498.745  249.372  148.879 0.000
Temperatura * sacarose 2 4,739 2.370 1.415 0.256
Temperatura * parametros 2 10.278 5.139 3.068 0.059
sacarose * parametros 4 35.456 8.864 5.292 0.002
Temperatura * sacarose * 4 4.812 1.203 718 0.585
Parametros

Error 36 60.300 1.675

Total 54 1437.270

Corrected Total 53 725.136
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(Ipomea batatas)

Anexo 1A: Teste de comparacdo de Medias (Tukey 5%) da variedade Ininda para parametros de
crescimento

parametros Medias Grupos homogéneos
Folhas senescentes 0,4444 A
Altura 2,7278 B
Folhas verdes 7,71222 C

Anexo 1B: Teste de comparacdo de Medias (Tukey 5%) da variedade Ininda para [sacarose]

sacarose Media Grupos Homogéneos
30gramas 2,1944 A
15gramas 3,6167 AB
22,5gramas 5,0833 B

Anexo 1C : Teste de comparacdo de Medias (Tukey 5%) da variedade Ininda para Temperatura

Temperatura Mean Grupos Homogenios
18 graus 2,8185 A
24graus 4,4444 B

Anexo 2: Analise factorial da variedade Resisto apds 90 dias.

Source DF SS MS F P
Intercept 1 367.645 367.645 130.353 0.000
Temperatura 1 24134 24134 8.557 0.006
sacarose 2 3.238 1.619 574 0.568
parametros 2 382389 191.195 67.791 0.000
Temperatura * sacarose 2 1.189 595 211 0.811
Temperatura * parametros 2 12.056 6.028 2.137 0.133
sacarose * parametros 4 2.943 136 261 0.901
Temperatura * sacarose * 4 5.023 1.256 445 0.775
parametros

Error 36 101.533 2.820

Total 54 900.150

Corrected Total 53 532.505

Anexo 2A: Teste de comparagdo de Medias (Tukey 5%) da variedade Resisto para pardmetros de
crescimento
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Avaliacédo do efeito da temperatura e de diferentes concentracdes de sacarose na conservagéo in vitro de batata-doce

(Ipomea batatas)

parametros Media Grupos homogéneos
Folhas senescentes 0,2778 A
Altura 1,2167 A
Folhas verdes 6,3333 B

Anexo 3: Analise factorial da variedade Palmira apds 90 dias.

Source DF SS MS F P
Intercept 1 901.192 901.192 334.325 0.000
Temperatura 1 22427 22427 8.320 0.007
sacarose 2 12.416 6.208 2.303 0.115
parametros 2 400.250 200.125 74.243 0.000
Temperatura * sacarose 2 4.908 2.454 910 0.411
Temperatura * parametros 2 11.964 5.982 2.219 0.123
sacarose * parametros 4 25.865 6.466 2.399 0.068
Temperatura * sacarose * 4 10.538 2.634 977 0.432
parametros

Error 36 97.040 2.696

Total 54 1486.600

Corrected Total 53  585.408

Anexo 3A: Teste de comparacgao de Medias (Tukey 5% da variedade Ininda para pardmetros de crescimento

parametros Media  Grupos homogéneos
Folhas senescentes 1,6667 A
Altura 2,7000 A
Folhas verdes 7,8889 B

Anexo 4: Analise factorial da variedade Ininda ap6s 180 dias .

Source DF SS MS F P

Intercept 1 2517.402 2517.402 259.501 0.000
Temperatura 1 34.082 34.082 3.513 0.069
sacarose 2 6.114 3.057 315 0.732
parametros 2 12.303 6.152 .634 0.536
Temperatura * sacarose 2 24963 12482 1.287 0.289
Temperatura * pardmetros 2 26.708 13.354 1.377 0.265
sacarose * parametros 4 34.996 8.749 .902 0.473
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Avaliacéo do efeito da temperatura e de diferentes concentragdes de sacarose na conservagao in vitro de batata-doce

Temperatura *  sacarose  *

(Ipomea batatas)

N 4 52849 13.212 1.362 0.266
parametros
Error 36 349.233 9.701
Total 54 3058.650
Corrected Total 53 541.248

Anexo 5: Analise factorial da variedade Resisto apds 180 dias .

Source DF SS MS F P
Intercept 1 2612.507 2612.507 322.208 .000
Temperatura 1 .007 .007 .001 977
sacarose 2 12841 6.421 792 461
parametros 2 673.213 336.607 41515 .000
Temperatura * sacarose 2 43330 21.665 2.672 .083
Temperatura * parametros 2 44924  22.462 2.770 .076
sacarose * parametros 4  26.082 6.521 .804 531
Temperatura = sacarose  * 4 10082 2521 311 869
parametros
Error 36 291.893 8.108
Total 54 3714.880
Corrected Total 53 1102.373

Anexo 5A: Teste de comparacdo de Medias (Tukey 5%) da variedade Resisto para parametros de

crescimento

parametros Media Grupos homogéneos
Folhas senescentes 4,2778 A
Altura 4,6444 A
Folhas verdes 11,9444 B

Anexo 6: Analise factorial da variedade Palmira ap6s 180 dias.

Source DF SS MS F P

Intercept 1 3818.645 3818.645 457.769 .000
Temperatura 1 .882 .882 .106 747
sacarose 2 5.006 2.503 .300 743
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Avaliacéo do efeito da temperatura e de diferentes concentragdes de sacarose na conservagao in vitro de batata-doce

(Ipomea batatas)

parametros 2 249.634 124817  14.963 .000
Temperatura * sacarose 2 16.591 8.296 .994 .380
Temperatura * parametros 2 81374 40.687 4.877 .013
sacarose * parametros 4 70.767 17.692 2.121 .098
Temperatura = sacarose  * 4 14604 3651 438 780
parametros

Error 36 300.307 8.342

Total 54 4557.810

Corrected Total 53 739.165

Anexo 6A: Teste de comparacdo de Medias (Tukey 5%) da variedade Palmira para pardmetros de

crescimento

parametros Media Grupos Homogéneos
Folhas senescentes 6,3944 A
Altura 7,4444 A
Folhas verdes 11,3889 B

Tabela 2: Andlise de varidncia das variedades de batata-doce apos 90 e 180 dias in vitro sob
diferentes temperaturas e concentra¢do de sacarose sob efeito da altura

[sacarose]
Periodo Temperatura Variedades 15 22,5 30
Ininda 1,4Chb 2,4Cb 4,6 Aa
18 Resisto 1,7Ab 1,7 Ab 2,3 Aa
90 dias Palmira 3,2Bb 3,1Bb 3,9Bb
Ininda 2,9 Ca 4,8 Bb 55 Ca
24 Resisto 3,5Ba 2,8 Aa 3,4 Ba
Palmira 3,7 Aa 5,1 Ba 5,3Ca
Ininda 5,6 Ca 7,3Ch 51Ca
180 dias 18 Resisto 6,6 Ca 6,34 Ba 7,88 Bb
Palmira 8,88Chb 7,94 Bb 8,87 Bb
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Avaliacéo do efeito da temperatura e de diferentes concentragdes de sacarose na conservagao in vitro de batata-doce

(Ipomea batatas)

Ininda 8,1Cb 7,05 Ba 7,7 Ca
24 Resisto 8,6 Cb 6,7 Ba 5,5 Ca
Palmira 8,54 Cb 9,08 Cb 7,2 Ca

*M¢édias da Alturas seguidas pela mesma letra maitscula nas linhas e minuscula nas colunas nao

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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