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RESUMO

A multiplicagdo de semente da cultura de batata € um fator muito importante para o processo de expansao de cultivo, portanto, opta-
se pela multiplicagdo de plantulas em ambiente in vitro, o que facilita a producdo de plantulas de qualidade e em quantidade
suficiente para a propagacdo. O conhecimento aprofundado dos componentes do meio de cultura é de extrema importancia para o
sucesso da producédo in vitro. Portanto, objetivou-se avaliar diferentes concentragdes de sacarose no meio Murashige and Skoog
(MS), na multiplicagdo de plantulas in vitro de trés variedades de batata Reno. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em fatorial 3x4, com trés variedades (Laldas, Lulimile e Kholophete), e quatro concentra¢fes de sacarose (25, 30, 35 e 40gl-
1). Aos 30 dias apds a micropropagacdo, foram coletados os dados das varidveis massa fresca, nimero de folha, nimero de raizes e
comprimento do caule. As analises foram realizadas com base no teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk), ANOVA e teste
Tukey (0=0,05), para a comparagdo das médias. Para cada variavel, foi calculada a dose maxima de eficiéncia técnica (DMET). A
interacdo entre variedade e concentragdo foi observada nas variaveis nimero de raizes e comprimento do caule. Conclui-se que para
todas as variedades de 35,3 gl-1 e 31,96 gl-1 de sacarose foram as melhores fontes e concentragfes de agucar para massa fresca e
numero de folha respectivamente. A variedade Lulimile respondeu melhor “a dose de maxima eficiéncia técnica (33,97gl-1) para o
numero de raizes.

Palavras-chave: Micropropagagao; Mini-tiberculos; Nutri¢do e Solanum tuberosum

Sucrose concentration levels in Murashige and Skoog medium combined with variety in in
vitro multiplication of Reno potatoes (Solanum tuberosum L.)

ABSTRACT

The multiplication of potato crop seeds is a crucial factor for the expansion of cultivation. Therefore, in vitro multiplication of
seedlings is preferred, as it facilitates the production of high-quality seedlings in sufficient quantities for propagation. A thorough
understanding of the components of the culture medium is critical for the success of in vitro production. This study aimed to evaluate
different sucrose concentrations in the Murashige and Skoog (MS) medium for the in vitro multiplication of seedlings from three
potato varieties, Reno. A completely randomized design (CRD) in a 3x4 factorial arrangement was used, with three varieties (Laldas,
Lulimile, and Kholophete) and four sucrose concentrations (25, 30, 35, and 40 gl™). Data on fresh mass, leaf number, root number,
and stem length were collected 30 days after micropropagation. Analyses were performed based on the Shapiro-Wilk normality test,
ANOVA, and Tukey’s test (0=0.05) for mean comparisons. For each variable, the maximum technical efficiency dose (MTED) was
calculated. The interaction between variety and concentration was observed for root number and stem length. It was concluded that,
across all varieties, 35.3 gl™* and 31.96 gl of sucrose were the optimal sources and concentrations for fresh mass and leaf number,
respectively. The Lulimile variety showed the best response to the maximum technical efficiency dose (33.97 gl™") for root number
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Concentracion de niveles de sacarosa en el medio de cultivo Murashige and Skoog
combinado con variedad en la multiplicacion in vitro de papas Reno (Solanum tuberosum
L.)

RESUMEN

La multiplicacién de semillas del cultivo de papa es un factor muy importante para el processo de Expansion del cultivo. Por ello, se
opta por la multiplicacion en um ambiente in vitro, lo que facilita la produccién de plantulas de calidad y en cantidad suficiente para
la propagacion. El conocimiento profundo de los componentes del medio de cultivo es de suma importancia para el éxito de la
produccién in vitro. Por lo tanto, el objetivo fue evaluar diferentes concentraciones en el medio Murashige and Skoog (MS) en la
multiplicacion in vitro de plantulas de tres variedades de papa Reno. Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado (DCA) en un
factorial 3x4 com tres variedades (Laldas, Lulimile y Kholophete) y cuatro conventraciones de sacarosa (25, 30, 35 y 40 gl™%). A los
30 dias después de la micropropagacion, se recolectaron datos de las variables masa fresca, nimero de hojas, nimero de raices y
longitud del tallo. Los analisis se realizaron con base en la prueba de normalidad de los residuos (Shapiro-Wilk), ANOVA vy la
prueba de Tukey (a=0,05) para la comparacion de medias. Para cada variable se calculé la dosis maxima de eficiencia técnica
(DMET). Se observo interaccion entre variedad y concentracion en las variables nimero de raices y longitud del tallo. Se concluye
que, para todas las variedades, 35,3 gl™' y 31,96 gl! de sacarosa fueron las mejores fuentes y concentraciones de azficar para masa
fresca y numero de hojas, respectivamente. La variedad Lulimile respondié mejor a la dosis de méxima eficiencia técnica (33,97 gl™)
para el namero de raices.

Palabras clave: Micropropagacion; Mini-tubérculos; Nutricion y Solanum tuberosum

1. Introducéo

Solanum tuberosum L. popularmente conhecida como batata-inglesa, é originaria das cordilheiras dos
Andes da América do Sul (Chile, Colémbia, Bolivia, Peru e Equador) (Gutaker et al. 2019; Spooner et al.,
2005; Bradshaw et al., 2006; Zhang et al., 2009), sendo uma das principais culturas cultivadas e consumidas
no mundo (Britannica, 2023). A area de producdo teve um crescimento assinalavel ultrapassando todas as
culturas alimentares nos paises em desenvolvimento (FAOSTAT, 2022). Sua domesticagdo ocorreu ha mais
de 2.000 anos nas margens do Lago Titicaca, perto da fronteira entre o Peru e a Bolivia (Vilvert et al., 2022).
Por volta de 1570, foi introduzida na Europa por meio da Espanha e em 1590 chegou a Inglaterra, (Bradshaw
et al., 2006; Zhang et al., 2009; Machiada e Hirano, 2015; Britannica, 2023). Somente 200 anos depois da
sua introducdo na Europa, a batata se tornou alimento basico para essa populacdo (Hawkes, 1990; Spooner et
al., 2005; Bradshaw et al., 2006). A partir dos anos 1620, foi levada da Europa para a América do Norte e,
em seguida para o resto do mundo onde se tornou alimento popular (Lopes e Buso, 1997; Neto, 2018). Por
isso, é considerada uma das culturas alimenticias de maior importancia para a humanidade, ocupando o
quarto lugar em produgdo, ficando atrds somente do milho, trigo e arroz ((Lang, 2001; Bradshaw et al., 2006;
Rezende, 2008).

Dentre os processos de producdo da batata-inglesa destaca-se a micropropagacao, que é realizada
incorporando no meio de cultura concentracBes de sais do meio MS (Murashige and Skoog), onde é
acrescido 20 ou 30 gl de sacarose, podendo ou ndo adicionar o agar (Matsuda, Miyashita e Miyagawa,
2003; Pereira e Fortes, 2003). Ja Bhatia (2015) diz que, concentragdes de 20-60 gl de sacarose sdo mais
preferidas como fonte de carbono. Avaliando o cultivo in vitro de batata com 0 gl e 30 gl de sacarose
Badret, Angers e Desjardins (2011), observaram maior producgdo de biomassa de raizes, menor nimero de
folhas e comprimento de parte aérea com a adicdo de 30 gl dessa fonte de carbono. As raizes formadas no
cultivo in vitro de plantulas desempenham um papel preponderante no processo de aclimatiza¢do das mudas
propagadas (Chen et al., 2020), visto que interferem no suprimento de agua para as plantulas (Amghar et al.,
2021).

Sao amplas as vantagens que podemos relacionar com a cultura de tecidos quando comparada com as
técnicas tradicionais de multiplicacdo de pléantulas. A assepsia utilizada possibilita o cultivo de plantulas
isentas de doencas (fungos, bactérias e virus), permitindo o incremento da producgdo, tanto em termos
gualitativos quanto quantitativos (Sinclair et al., 2004; Tegen & Mohammed, 2016; Grego et al., 2019).
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As vantagens do cultivo in vitro mencionadas incluem a otimizacdo do processo, que depende da
utilizacdo indispensavel de uma fonte de carbono (Ainsworth, 2005; Aluko, 2021). A sacarose é a fonte de
carbono mais utilizada (Gago et al., 2014), desempenhando func¢des essenciais no processo fisioldgico (Badr,
2011; Bhatia, 2015) e na producdo de fotoassimilados necessarios para a formagdo de tecidos vegetais
(Lemoine, 2000). A utilizacdo de uma fonte externa de carbono traz beneficios no fornecimento de energia e
na biossintese de moléculas importantes para o crescimento celular do vegetal (Pereira et al., 2021). Bhatia
(2015) salienta que a sacarose € a melhor fonte de carbono, seguida pela glicose, maltose e rafinose.

Sendo um componente essencial na composi¢do de meio de cultura, a sacarose, quando adicionada ao
meio, atua como fator determinante no crescimento das plantulas (Bhatia, 2015) e como agentes osmoticos
(Gago et al., 2014) quando adicionado no meio, ajuda na remogdo do excesso de agua intracelular, por meio
de um gradiente osmético (Sampaio et al., 2018). Dentre as vérias desvantagens que podemos destacar, esta
a utilizacdo desregrada de concentragcdes de sacarose que pode interferir na formacao das raizes (Gago et al.,
2022), visto que concentracdes muito elevadas de sacarose proporcionam a diminuicdo da absor¢do de sais e
agua pelas pléntulas. Este argumento é fundamentado por Besson et al., (2010), na qual este autor
fundamenta que a concentragdo de sacarose também pode interferir na formagéo das raizes, uma vez que o
aumento da concentracdo de aclcares no meio de cultivo diminui a absor¢do de sais e &gua, e isso pode
interferir negativamente no crescimento da plantula. Thorpe et al., (2008) relatam ainda que o somatorio dos
acucares produzidos pelas plantulas no processo de fotossintese e os que estdo contidos no meio de cultura
vao ocasionar niveis altos de absorcdo de acucares pelas plantulas, fazendo com que sua concentragéo total
seja elevada e prejudicando o enraizamento.

N&o obstante, as plantulas in vitro produzidas em concentra¢cBes muito baixas de sacarose apresentam
um desenvolvimento anormal (Obendorf e Wettlaufer, 1984), visto que ndo possuem energia suficiente para
a realizacdo dos processos metabdlicos (Badr, 2011). Por conseguinte, altas concentracGes de sacarose no
meio restringem a eficiéncia fotossintética, reduzindo os niveis de clorofila (Gago et al., 2014) e,
consequentemente, promovendo o crescimento anormal das plantulas (Hazarika, 2006). A maior parte delas
ndo suporta o processo de aclimatagdo ex vitro. Por outro lado, na auséncia de sacarose, as plantulas que
crescem sob condigdes de cultura de tecido ndo fixam CO; suficiente para sustentar o crescimento, devido a
limitagdo de CO> nas condigdes in vitro (Gago et al., 2014), 0 que em muitos casos, acarreta necessidade de
acucares para fornecer energia e carboidratos essenciais & biossintese de componentes estruturais e
funcionais (Pasqual, 2001). Assim, para o desenvolvimento adequado de um protocolo de cultura in vitro,
deve-se considerar diversos fatores ambientais, tais como temperatura, umidade, CO; e luz (Badr, 2011;
Batista et al., 2018). A luz participa de ativamente dos processos metabolicos das plantulas elas ndo
respondem apenas a intensidade da luz, mas também a sua qualidade espectral, que pode ser utilizada para
controlar o crescimento e a morfogénese (Batista et al., 2018).

Importa salientar, as respostas das células induzidas por reguladores de crescimento podem potenciar a
rota a morfogénica especifica (Ikeuchi et al., 2016; Motte et al., 2014). Nas plantulas propagadas in vitro, a
indugdo morfogénica esté relacionada a concentracdo de nutrientes, a fonte de carbono, ao estado fisico do
meio de cultura, assim como as condi¢des de temperatura. A radiacdo da fonte de luz na sala de crescimento
pode ser ajustada in vitro, permitindo a melhor adaptacdo do material propagado, assim como estimular o
crescimento e desenvolvimento das espécies (Hussain et al., 2012). Além de adequar os nutrientes a cultura,
um dos fatores determinantes é a concentracdo da fonte de carbono, esse fator deve ser levado em
consideragdo. Em cultivos heterogénicos, a fonte orgénica de carbono tem a sua utilidade no fornecimento da
energia necessaria para o crescimento e desenvolvimento da planta (Yaseen et al., 2013).

A batata-inglesa € uma das culturas mais importantes na alimentagdo dos Mocambicanos. Ela é
cultivada, maioritariamente no periodo de sequeiro, entre os meses de novembro a marco, e em regadio entre
0s meses de abril a outubro, Martinho et al. (2017). Devido & grande procura, faz-se cada vez mais
necesséria uma indagacdo mais profunda a fim de satisfazer o mercado de semente da batata-inglesa. Diante
desse contexto, objetivou-se avaliar a influéncia da concentragdo de sacarose no meio MS (Murashige and
Skoog), na multiplicagdo in vitro de plantulas de batata-reno de trés variedades.
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2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido nas condigdes do laboratorio de cultura de tecidos do Instituto de
Investigagdo Agraria de Mocambique (IIAM), Centro Zonal Noroeste (CZNo), Distrito de Lichinga,
Mocambique (13°19'58" S, 35°15'05" E, 1401 m de altitude) (figura 1). Segundo a classificacdo de K&ppen,
o0 clima da regiéo é do tipo Cwb, com duas estacdes do ano bem definidas: verdes temperados e chuvosos e
invernos secos e frios (Dias et al. (2022), com precipitacdo anual de 1.200 mm e temperatura média anual de
21°C (MAE, 2014).

Figura 1 — Localizagdo geografica da area de estudo
Figure 1 - Geographic Location of the Study Area
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Na producéo in vitro de plantulas, foram avaliadas trés variedades de batata-reno (Laldas, Lulimile e
Kholophete). Essas variedades foram liberadas recentemente pelo Instituto de Investigacdo Agraria de
Mocambique (IIAM), Centro Zonal Noroeste (CZNo), adaptadas as zonas frescas do planalto de Lichinga,
com rendimentos médios que variam de 20 a 30 ton/ha (Martinho et al., 2017).

Foram empregues diferentes concentraces de sacarose: 25, 30, 35, e 40 gl. A solucdo nutritiva foi
gelificada com 10 gl de 4gar e acrescida 4,2 gl de MS (Murashige and Skoog 1962), isenta de reguladores
de crescimento. O pH da solucdo nutritiva foi ajustado para 5,70 + 0,02, e o agar foi adicionado apés a
corre¢cdo do pH. Em seguida, o meio de cultura foi levado para a micro-ondas por 7 minutos, a uma
temperatura de 100°C (Postma et. al., 2009). Com o auxilio de um distribuidor de meio de cultura,
realizou-se a distribuicdo do mesmo em frascos de vidro, sendo que cada frasco foi adicionado 20 ml de
solucdo nutritiva. Em seguida para a esterilizacdo do meio de cultura, os frascos foram levados a autoclave
por 15 minutos, a 121°C e pressdo de 1 atm.

No interior de uma cabine de fluxo laminar foi realizada a micropropagacéo. Antes dessa atividade,
realizou-se a assepsia no interior do mesmo com alcool a 70% e exposicao a luz ultravioleta, por 15 minutos.
Em seguida, foi realizada a micropropagacéo in vitro dos tecidos das trés variedades, com o auxilio de uma
lamparina para manter a assepsia durante 0 manuseio dos frascos e folhas de aluminio previamente
esterilizadas (Fior, 2014).

Em cada frasco, foram adicionados 4 explantes (microestacas), aplicando-se a técnica de cultura do
apice caulinar, com 0,5 cm de comprimento contendo uma ou duas folhas. O apice das plantulas é uma area

5
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desprovida de tecidos condutores (xilema e floema), considerada &rea livre de possiveis doencas que
poderiam comprometer o cultivo in vitro. Por fim, os frascos foram cobertos com folhas de aluminio e
selados com parafilm. Posteriormente, as plantulas foram mantidas em uma sala de crescimento com
temperatura de + 25°C e fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuriddo, com intensidade luminosa
média de 20 pmol m2 s

Os tratamentos foram distribuidos em um esquema fatorial 3 x 4 (trés variedades de batata e quatro
doses de sacarose), em um delineamento inteiramente ao acaso, com trés repeti¢des. A unidade experimental
foi considerada um frasco de vidro de 225 mL contendo 20 mL de meio de cultura, no qual foram
adicionados explantes (microestacas) previamente estabelecidos in vitro de batata.

Passados 30 dias de cultivo, as plantulas foram retiradas do meio de cultura, e as raizes foram lavadas
com &gua corrente com a finalidade de retirar todo 0 meio de cultura aderido ao sistema radicular. Em
seguida, foram avaliados por plantula: a massa fresca (g), 0 nimero de raizes, o numero de folhas e o
comprimento do caule (mm).

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade dos residuos por meio do teste de Shapiro-Wilk e
a homocedasticidade pelo teste de Bartlett, sendo, posteriormente, submetidos a analise de variancia
(ANOVA), para verificar a presenga ou auséncia de interagdo entre os fatores. Com base nos resultados, foi
realizado o teste de comparagdo de médias de Tukey (a=0,05). Também foi realizado ajuste de equagdes de
regressdo, com o intuito de calcular a dose de maxima eficiéncia técnica por meio da primeira derivada da
equacdo da regressdo. A escolha das equagdes de regressdo levou em consideragdo a significancia dos
coeficientes até 5% de probabilidade. Os softwares utilizados foram o R versdo 4.2.3 (R Development Core
Team, 2023) e o0 Microsoft Excel 365.

3. Resultados e Discussao

Constatando-se a significancia estatistica para as variaveis massa fresca (sacarose) e nimero de folhas
nas variedades, bem como nas concentracdes de sacarose, foi aplicado o teste de comparacdo de médias por
meio do teste Tukey (p<0,05) (Tabela 1). Para ambas as variaveis, ndo houve interagdo entre as variedades e
as doses de sacarose, indicando que os efeitos de cada uma dessas variaveis sdo independentes. Portanto,
uma equacéo global para cada varidvel foi suficiente para explorar o comportamento destas trés variedades.

Tabela 1 — Teste de Tukey para varidveis Massa fresca e nimero de folhas de trés variedades de batata, apos 30 dias de
cultivo in vitro em diferentes concentragdes de sacarose
Table 1 - Tukey test for Fresh mass and number of leaves of three Potato varieties after 30 days of in vitro cultivation in
different sucrose concentrations

Tratamentos Massa Fresca (g) Folhas (n°®)
Variedades Médias Médias
Laldas 0,235a 12,32b
Lulimile 0,227a 16,3a
Kholophete 0,237a 13,56b
Média geral 0,233 14,06
CV (%) 245 % 16,75%

Médias que ndo apresentam a mesma letra na vertical diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Nas variedades testadas neste experimento, em relacdo a massa fresca, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre elas (Tabela 1). Esses fatores evidenciam claramente que estdo ligados as
caracteristicas genotipicas das variedades.

Para as concentraces de sacarose utilizadas neste experimento, observou-se que concentracdo de 25
gl (Tabela 1 e f Figura 2A) ndo favoreceu o acimulo de massa fresca, demonstrando que ha baixo acimulo
de energia e, como consequéncia, uma baixa capacidade para realizar atividades metabdlicas necessarias para
a producdo da massa fresca.
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Figura 2 - Desempenho das variaveis em funcéo de diferentes doses de sacarose ap6s 30 dias de cultivo in vitro de trés
variedades de batata Reno: A. Curva de resposta global para a Massa fresca (g) das trés variedades. B. Curva de
resposta global para Numero de folhas das trés variedades. C. Curva de resposta para Nimero de raiz da variedade
Lulimile. D. Curva de resposta para comprimento do caule (mm) das trés variedades.

Figure 2 - Performance of variables as a function of different doses of sucrose after 30 days of in vitro cultivation of
three varieties of Reno potato: A. Overall response curve for fresh mass (g) of the three varieties. B. Overall response
curve for the number of leaves of the three varieties. C. Response curve for root number of the Lulimile variety. D.
Response curve for stem length (mm) of the three varieties.
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Para mitigar esse cenario, a identificacdo e a adequacdo do meio de cultura a base de MS (Murashige
and Skoog), adicionado de uma fonte de carbono (sacarose, glicose, frutose, maltose), com ou sem a
presenca de &gar, tém grande importancia para a micropropagagdo de plantulas in vitro, visto que o
balanceamento de sacarose no meio de cultura e a presenga de outros componentes proporcionam o bom
crescimento das plantulas e o desempenho aceitavel das atividades metabdlicas, permitindo a diminuicéo dos
custos de producéo (Couto et al., 2020).

Neste contexto, na concentracdo de 30 gl?, as plantulas receberam energia suficiente e evidenciaram
acumulo da massa fresca. Os resultados do presente estudo sdo semelhantes aos de Mantovani et al. (2013) e
Winhelmann et al. (2019), que descrevem que, para a producdo de mudas in vitro, a solu¢do nutritiva
contendo niveis baixos ou muito elevados de sacarose ndo é benéfica para o crescimento de plantulas.

Estudos desenvolvidos por Cassana (2007) com pléntulas in vitro cultivadas na auséncia de sacarose
mostram que essas ndo acumulam energia, visto que as atividades metabdlicas sdo reduzidas. Ao adicionar
15 gl de sacarose ao meio de cultura [potencial osmético = -0,112 MPa], as plantulas receberam energia
suficiente e observou-se um grande aumento da massa fresca. Essa situagdo pode contribuir para
sobrevivéncia ex vitro. Esses argumentos sdo fundamentados ainda por Pereira et al. (2021), que afirmam
que as plantulas cultivadas in vitro ndo encontram boas condi¢des para a realizar a fotossintese. Nesse
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contexto, a adicdo de grandes quantidades de carboidratos influéncia como fonte de energia para a
biossintese das moléculas necessarias ao crescimento celular.

Os resultados observados para a variavel massa fresca neste experimento (Tabela 1), quando
submetidos ao célculo de regressdo (Figura 2A), mostram que as trés variedades testadas tém o ponto 6timo
de massa fresca estimado em 35,3 gl (0,341 g), com coeficiente de determinagédo (R?) de 0,898 (Figura 2A),
indicando que o ajuste do modelo global polinomial de grau dois apresentou um forte desempenho positivo
ao explicar 89,8% da variacdo da massa fresca. 1sso se deve as doses de sacarose, sendo que a outra parte
(10,2%) € atribuida a fatores ndo previstos.

As médias observadas mostram claramente que todas as variedades testadas neste experimento,
quando submetidas a doses de sacarose abaixo de 35 gl?, apresentam respostas ndo satisfatérias face ao
déficit, visto que a producédo de energia pela plantula é limitada. Da mesma forma, o aumento dos niveis de
sacarose acima de 35 gl ndo resulta em ganhos proporcionais no desempenho das plantulas. 1sso demonstra
gue a aplicacdo da dose acima do ponto 6timo ndo gera respostas significativas no aumento da massa fresca.
Isso se deve ao fato de que a pléntula ndo consegue aproveitar o nutriente disponivel em excesso.

Os resultados se assemelham aos de Oliveira, Saconato e Fonseca (2010), que observaram a maior
massa fresca na concentragdo mais elevada de sacarose. Quando a quantidade de sacarose estd acima do
ponto 6timo, pode criar efeitos deletérios, como a reducdo da absorcdo de agua e sais minerais, 0 que leva a
reducéo do desenvolvimento das mudas (Besson et al., 2010; Gago et al., 2014; Gago et al., 2022).

O numero de folhas variou, e a variedade Lulimile apresentou o maior nimero de folhas, enquanto a
variedade Laldas apresentou o menor (tabela 1). As concentracfes de sacarose favoreceram atividades
metabdlicas satisfatorias, promovendo o acimulo de energia e, consequentemente, 0 aumento no nimero de
folhas. Na concentracgdo de 30 gl (Tabela 1), observou-se um nimero maior de folhas em comparagéo com
as demais concentragdes aplicadas neste experimento.

Neste contexto, as médias apresentadas na Tabela 1, referentes ao numero de folhas, quando
submetidas ao efeito quadratico (como foi mencionado anteriormente, para esta variavel ndo foi detectada
interacdo entre variedades e doses de sacarose, sendo uma equacao quadratica global suficiente para explicar
o comportamento das variedades), indicaram o ponto étimo estimado em 31,96 gl para uma produtividade
de 16,56 folhas. Isso demonstra que, para alcancar a eficiéncia técnica para essas variedades, as
concentracdes de sacarose ndo podem estar abaixo ou acima do valor ilustrado na Figura 3. O coeficiente de
determinacdo (R?) para a variavel nimero de folhas foi de 0,505 (Figura 2B), indicando que o ajuste do
modelo global polinomial de grau dois apresentou um desempenho moderadamente positivo ao explicar
50,5% da variacdo total no nimero de folhas. A outra parte (49,5%) a fatores ndo previstos.

Estudos semelhantes reportam o mesmo resultado, como os de Pereira e Fortes (2005), que
mencionam que a concentracao de sacarose € importante para a produtividade de folhas. O mesmo resultado
foi reportado por Flores et al. (2015), que explicam que o maior nimero de folhas pode ser elucidado pela
relacdo fonte-dreno, ou seja, quanto maior a quantidade média de acimulo de sacarose (na forma de amido)
na folha, maior serd a possibilidade de formacdo de novas folhas e posterior direcionamento de
fotoassimilados para o sistema radicular.

Na tabela 2, encontram-se os resultados das analises estatisticas de nimero de raizes nas trés
variedades. Para a varidvel nimero de raizes houve interagdo significativa ao nivel de 5% entre variedades e
doses de sacarose, mostrando que a dose de sacarose € dependente das variedades.

Tabela 2 - Teste de Tukey para variavel Nimero de raizes de trés variedades de batata, apés 30 dias de cultivo in vitro
em diferentes concentracfes de sacarose
Table 2 - Tukey test for Number of roots of three Potato varieties after 30 days of in vitro cultivation in different
sucrose concentrations

Tratamentos Concentragdes

Variedades 25¢gl*t 30gl* 35¢gl+t 40gl*
Laldas 1,91a 1,63b 2,30a 2,22a
Lulimile 1,94a 2,66a 2,27a 2,43a
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Kholophete 1,86a 1,68b 1,63b 1,90a
Média geral 1,90 1,99 2,21 2,18
CV% 15,14

Médias que ndo apresentam a mesma letra na vertical diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

Diferentes concentracdes de sacarose induziram respostas variadas no sistema radicular da plantula.
As concentracdes de sacarose aplicadas neste estudo tiveram uma interferéncia no nimero de raizes, uma vez
que as concentracdes intermediarias de 30 gl* a 35 gl (Tabela 2) apresentaram bom desempenho na
absorc¢do de sais e 4gua, fator que influenciou positivamente o nimero de raizes.

Em seus trabalhos, os autores Sampaio et al. (2018) sugerem gue a sacarose, por ser responsavel pelos
processos fotossintéticos, quando adicionada ao meio de cultura, atua externamente, auxiliando na remogao
do excesso de agua intracelular por meio de gradiente osmético, possibilitando o crescimento das plantulas.

Outros relatos sobre a influéncia da sacarose sdo descritos por Thorpe et al. (2008), Besson et al.
(2010) e Galdiano et al. (2013). Esses autores afirmam que os niveis de acucar interferem ndo apenas na
emissdo e no crescimento do sistema radicular, mas também podem afetar o crescimento da parte aérea da
plantula.

Os resultados observados na Figura 2C, seguidos pela Tabela 2 (variedade Lulimile), estdo em
concordancia com os argumentos apresentados por Pereira et al. (2021). Esses autores afirmam que as
plantulas cultivadas in vitro ndo encontram boas condi¢des para a realizagdo da fotossintese. Neste contexto,
a adicdo de grandes quantidades de carboidratos tem influéncia como fonte de energia para a biossintese de
moléculas necessarias ao crescimento celular.

Relatos similares sdo apresentados por Badr et al. (2011), ao avaliarem o cultivo in vitro da batata
(Solanum tuberosum). Eles descreveram que, ao utilizar 0 gl desta fonte de carbono, foi observada menor
producdo de biomassa de raizes, menor numero de folhas e menor comprimento da parte aérea. Com a adi¢éo
de 30 gl dessa fonte de carbono, observou-se aumento na producgdo de biomassa de raizes, no nimero de
folhas e no comprimento da parte aérea.

Nas concentracdes de 25 gl e 40 gl*!, minima e maxima utilizadas neste experimento, observou-se
nameros baixos de raizes. Segundo estudos, esses numeros baixos podem estar relacionados ao fato de que
concentracgdes tanto baixas quanto muito elevadas ndo sdo benéficas para a producédo de raizes, pois, quando
um nutriente esta em excesso ou em escassez, a plantula fica prejudicada, sem capacidade de absorver outros
nutrientes disponiveis. Esse fato é fundamentado por alguns autores, entre os quais destacamos Lemes et al.
(2016), que relatam que o agucar produzido pela plantula durante a fotossintese, somado a sacarose contida
no meio de cultivo, propicia alta absorcéo de agucar pelas plantulas, elevando sua concentracdo de acucar
total e prejudicando o enraizamento.

A constituicdo dos componentes do meio de cultura interfere significativamente na formagdo das
raizes, visto que a presenca ou auséncia de sacarose tem impacto direto nos processos de formacgdo e
desenvolvimento das raizes. Segundo o resultado obtido na Figura 2C, observa-se que, quando a sacarose
esta disponivel no nivel 6timo, a formacdo das raizes é facilitada, resultando em um bom desempenho na
absorcdo de agua e sais e, por conseguinte, uma resposta direta no processo de formagao das raizes.

Das trés variedades testadas neste experimento, apenas a variedade Lulimile apresentou efeito de
regressao significativo ao nivel de 0,1%, com o ponto 6timo agrondémico para incrementar a formagdo das
raizes em 33,97 gl (Figura 2C), para uma produtividade de 2,78 raizes. O coeficiente de determinacéo (R?)
para a varidvel nimero de raizes da variedade Lulimile foi de 0,99 (Figura 4), indicando que o ajuste do
modelo polinomial de grau dois apresentou um desempenho muito forte e positivo ao explicar 99% da
variacdo total no nimero de raizes. A outra parte (1%) € atribuida a fatores nao previstos.

Estes argumentos sdo fundamentados por Besson et al. (2010), afirmando que a concentracdo de
sacarose também pode interferir na formagdo das raizes, uma vez que o aumento da concentracdo de
acucares no meio de cultivo ocasiona a diminuicdo da absorcdo de sais e agua, e isso pode interferir no
crescimento da plantula.

Através da tabela 3, verifica-se que o comprimento do caule apresenta interagdo estatisticamente
significativa (p < 0,01), mostrando que ¢ influenciado pela variedade e dose de sacarose.
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Tabela 3 - Teste de Tukey para varidvel Comprimento do caule de trés variedades de batata, apds 30 dias de cultivo in
vitro em diferentes concentracfes de sacarose
Table 3 - Tukey test for Stem length of three Potato varieties after 30 days of in vitro cultivation in different sucrose
concentrations

Tratamentos Concentragdes

Variedades 25¢gl*t 30gl+t 35¢1* 40gl*

Laldas 4,99c¢ 13,92a 12,12a 6,72a

Lulimile 6,99b 12,20a 7,56b 7,28a

Kholophete 11,56a 13,09a 12,41a 7,37a

Média geral (mm) 7,84 13,07 13,07 7,21
CV% 9,08

Médias que ndo apresentam a mesma letra na vertical diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade erro.

Apesar de a concentragdo de 30 gl apresentar valores absolutos maiores, ndo foram observadas
diferencas significativas com o teste de Tukey a 5% de significadncia. Nesse sentido, houve diferencas
significativas nas concentragdes de 25 gl e 35 gl (Tabela 3), o que permite afirmar que, na concentragdo
mais baixa de sacarose, (25 gl?), as plantulas ndo acumularam energia suficiente e, por isso, ndo tiveram
capacidade de realizar atividade metabdlica para expressar o desenvolvimento do caule.

Estudos desenvolvidos no cultivo in vitro de batata (Solanum tuberosum) por Badret et al. (2011)
descrevem que a producdo com 0 gl? e 30 gl de sacarose resultou em elevada producéo de biomassa de
raizes, menor niumero de folhas e menor comprimento da parte aérea. Os autores observaram ainda que, com
a utilizacdo de 30 gl dessa fonte de carbono, houve um incremento no acimulo de diversas substancias,
entre as quais sacarose, glicose e frutose, que desempenham um papel preponderante durante o processo ex
vitro das plantulas de batata.

Neste experimento, 0 bom desempenho no desenvolvimento do caule foi alcangado na concentragéo
intermediaria de 35 gl (Tabela 3). Nessa concentracdo, as plantulas acumularam energia suficiente para
expressar 0 crescimento, uma vez que as atividades metabdlicas foram realizadas sem perturbagées.

Por outro lado, o aumento da concentracdo de sacarose de 35 gl para 40 gl (Tabela 3) resultou na
diminuicdo do comprimento do caule. Esse efeito pode estar relacionado ao fato de que concentracdes
elevadas ndo sdo benéficas para o crescimento de plantulas in vitro, criando perturbacdes e impedindo a
absorcdo adequada de nutrientes pelas plantulas, o que pode levar a elevagdo dos custos de producdo em
relacdo a sacarose, uma vez que essa fonte de carbono entra em maior quantidade na composi¢do do meio de
cultura.

Os resultados observados neste experimento estdo em concordancia com os argumentos de Galdiano et
al. (2013). Esses autores afirmam que plantulas produzidas em ambientes com baixo potencial osmético
(causado pelo aumento de sais e/ou aglcares no meio) apresentam diminuicdo da agua disponivel no meio de
cultivo e, como consequéncia, o potencial hidrico das células tende a baixar, provocando alteracdes no
metabolismo e propiciando o acimulo de altos niveis de amino&cidos. A parte aérea das plantulas apresenta
maiores valores quando cultivadas em concentracdes variando de 26 a 31 gl de sacarose, enquanto
concentracdes maiores favorecem a redugdo no crescimento.

Com base nos argumentos desses autores e comparando com as médias observadas nas variedades
Laldas, Lulimile e Kholophete (Tabela 3) utilizadas neste experimento, fica claro que o balanceamento dos
sais e da sacarose no meio de cultura de batata é de extrema importancia para o crescimento e bom
desempenho das atividades metabélicas, além de contribuir para a reducao dos custos de producéo in vitro e
aumentar a taxa de sobrevivéncia das plantulas nas condigdes ex vitro.

No cultivo da batata, o balanceamento da concentragdo dos sais e da sacarose no meio MS (Murashige
and Skoog) é indispensavel, devido a possibilidade de aumento das atividades metabodlicas e da taxa de
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sobrevivéncia das plantulas no processo de aclimatizagdo, além de permitir a redugdo dos custos de producéo
in vitro das mudas.

Neste contexto, quando submetidas ao efeito quadratico, as variedades testadas neste experimento,
nomeadamente Laldas, Lulimile e Kholophete, apresentaram médias em relagdo ao ponto 6timo agronémico
de sacarose variando de 32,74 gl 31,82 gl e 30,48 gl?, respectivamente (Figura 2D). Nessas condigdes,
observou-se o crescimento do comprimento do caule em 13,92 mm, 10,25 mm e 13,43 mm, respectivamente.
Esses resultados permitem afirmar que o aumento do nivel de sacarose acima das médias da Figura 2D, em
relacdo ao comprimento do caule, ndo resultard em um aumento gradual proporcional. Além disso, isso
encarecera a producdo in vitro de plantulas e causara desequilibrios na absor¢do dos sais e do meio MS
(Murashige and Skoog), que séo essenciais para o bom desenvolvimento das plantulas.

4. Conclusodes

Com as variaveis estudadas e os resultados apresentados, conclui-se que a variedade Lulimile
respondeu melhor a aplicagdo das dosagens de sacarose, apresentando maior nimero de raizes e folhas na
dosagem de 30 gl

A dose de maxima eficiéncia técnica para massa fresca foi a de 35,3 gl resultando na producdo de
0,34 g, enquanto para o nimero de folhas foi a de 31,96 gl, produzindo 16,56 folhas. Quanto ao ndmero de
raizes, a maxima eficiéncia técnica foi obtida com a aplicacédo de 33,97 gl*, produzindo 2,78 raizes.

No que diz respeito ao comprimento do caule, a otimizacdo da eficiéncia técnica foi denotada na
variedade Kholophete, com 30,48 gl resultando em um crescimento de 13,43 mm.

Recomenda-se a realizacdo de mais estudos desse tipo para identificar tendéncias e padrées no &mbito
da propagacéo da batata Reno por meio da tecnologia de cultura de tecidos vegetais.
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