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Resumo

A batata (Solanum tuberosum), nativa dos Andes ¢ uma espécie consumida ha mais de 8 mil anos. Produz
tubérculos ricos em carboidratos e proteinas e faz parte da base alimentar de varios paises. Este trabalho objetivou
o estabelecimento de um protocolo de introdug@o in vitro, micropropagacéo e enraizamento de batata da cultivar
Agata. Os apices meristematicos foram retirados das brotagdes, padronizados no tamanho 5 mm de comprimento
e lavados em agua corrente por 30 minutos, apds receberam um tratamento com alcool 70%, contendo 4,5% de
hipoclorito de sédio por 30 minutos. No fim da assepsia, os explantes receberam triplice lavagem em agua
deionizada autoclavada e foram isolados em tubos de ensaio com 2 mL do meio de cultura MS, acrescido 20 g.L
de sacarose e 7 g.L de dgar. Apds serem subcultivadas conforme descri¢do, foram introduzidas em tubos de ensaio
contendo 3 mL de meio de cultura MS e subcultivadas por 2 periodos para completar o crescimento in vitro. Depois
desse periodo, foram transferidas para tubos de ensaio com meio de cultura MS acrescido AIB (acido indolbutirico)
nas concentragdes 0 (Controle), 1, 2 € 3 mg.L!. Para analise estatistica foi utilizado teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Os resultados obtidos em relagdo ao comprimento da parte aérea, mostrou que o tratamento controle
teve destaque no crescimento (5,24 cm). Em relagdo ao comprimento da parte radicular, as concentragdes que
obtiveram destaque foi o tratamento controle (3,00 cm) e tratamento com 1 mg. L' (1,60 cm). Com relagdo ao
numero de raiz, os tratamentos que mostraram melhor resultado foi a concentragdo 2 mg. L' (10,8 cm) e 3mg. L

(13,9 cm).

Palavras-chave: Solanum tuberosum, melhoramento de plantas, cultivo in vitro.



Abstract

The potato (Solanum tuberosum), native to the Andes, has been consumed for more than 8 thousand years. It
produces tubers rich in carbohydrates and proteins and is part of the food base of several countries. This work
aimed to establish a protocol for in vitro introduction, micropropagation and rooting of potato cultivar Agata. The
meristematic apices were removed from the shoots, standardized to a size of 5 mm in length and washed in running
water for 30 minutes, after receiving a treatment with 70% alcohol, containing 4.5% sodium hypochlorite for 30
minutes. At the end of asepsis, the explants were washed three times in autoclaved deionized water and isolated in
test tubes with 2 mL of MS culture medium, plus 20 g.LL of sucrose and 7 g.L of agar. After being subcultured as
described, they were introduced into test tubes containing 3 mL of MS culture medium and subcultured for 2
periods to complete in vitro growth. After this period, they were transferred to test tubes with MS culture medium
plus AIB (indolebutyric acid) at concentrations 0 (Control), 1, 2 and 3 mg.L-1. For statistical analysis, the Tukey
test was used at a 5% probability level. The results obtained in relation to the length of the aerial part showed that
the control treatment stood out in growth (5.24 cm). In relation to the length of the root part, the concentrations
that stood out were the control treatment (3.00 cm) and treatment with 1 mg. L-1 (1.60 cm). Regarding the root
number, the treatments that showed the best results were the 2 mg concentration. L-1 (10.8 cm) and 3 mg. L-1

(13.9 cm).

Keywords: Solanum tuberosum, plant breeding, in vitro cultivation.

Resumen

La papa (Solanum tuberosum), originaria de los Andes, se consume desde hace mas de 8 mil afios. Produce
tubérculos ricos en carbohidratos y proteinas y forma parte de la base alimentaria de varios paises. Este trabajo
tuvo como objetivo establecer un protocolo para la introduccion, micropropagacion y enraizamiento in vitro del
cultivar de papa Agata. Los apices meristematicos fueron retirados de los brotes, estandarizados a un tamafio de 5
mm de longitud y lavados con agua corriente durante 30 minutos, luego de recibir un tratamiento con alcohol al
70%, que contenia hipoclorito de sodio al 4,5% durante 30 minutos. Al final de la asepsia, los explantes fueron
lavados tres veces en agua desionizada tratada en autoclave y aislados en tubos de ensayo con 2 mL de medio de
cultivo MS, més 20 g.LL de sacarosa 'y 7 g.L de agar. Después de ser subcultivados como se describe, se introdujeron
en tubos de ensayo que contenian 3 ml de medio de cultivo MS y se subcultivaron durante 2 periodos para
completar el crecimiento in vitro. Transcurrido este periodo, se transfirieron a tubos de ensayo con medio de cultivo
MS mas AIB (4cido indolbutirico) en concentraciones 0 (Control), 1, 2 y 3 mg.L-1. Para el analisis estadistico se
utilizé la prueba de Tukey con un nivel de probabilidad del 5%. Los resultados obtenidos en relacion a la longitud
de la parte aérea mostraron que el tratamiento testigo destaco en crecimiento (5.24 cm). En relacion a la longitud
de la parte radicular las concentraciones que destacaron fueron el tratamiento control (3,00 cm) y el tratamiento
con 1 mg. L-1 (1,60cm). En cuanto al nimero de raices, los tratamientos que mostraron mejores resultados fueron

la concentracién de 2 mg. L-1 (10,8 cm) y 3 mg. L-1 (13,9cm).

Palabras clave: Solanum tuberosum, fitomejoramiento, cultivo in vitro.



1. INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum) ¢ originaria da América do Sul, especificamente dos Andes peruanos e
bolivianos, onde ¢ cultivada ha mais de 7.000 anos. Foi introduzida na Europa antes de 1520, sendo responsavel
pela primeira revolugdo verde no velho continente. Os ingleses incendiavam os trigais ¢ matavam os porcos criados
pelos irlandeses, levando o povo a miséria, mas a batata sobrevivia ao pisoteamento das tropas ¢ as geadas, assim,

ficavam no solo. (PASTORINI, 2003).

Os estados que mais produzem batata no Brasil sdo Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e Rio Grande do
Sul, que juntos responderam por quase 90% da produgdo nacional de 2016 (AGRIANUAL, 2017). A produgéo
mundial anual supera 376,12 milhGes de toneladas em area de 18,13 milhdes de hectares, com produtividade média
de 20,74 t ha-1. No Brasil, a batata é uma cultura importante, com produ¢@o anual de aproximadamente 3,85
milhGes de toneladas em uma area de cerca de 116,42 mil hectares na safra 2021 (FAOSTAT, 2023). Houve
destaque positivo para Sdo Paulo, com crescimento de 4,3% na produgdo, enquanto, em Santa Catarina, houve

declinio de 5,0%. (IBGE, 2022).

A cultivar Agata, tem destaque no mercado, devido as suas caracteristicas de tubérculo uniformes e com
boa aparéncia e tuberizagdo precoce, assim, gerando uma crescente demanda dessa cultivar. (AUGUSTIN, et al.,
2002; PINELI, et al., 2006; SANTIAGO, 2007). A cultivar Agata ¢ uma das principais cultivares de batata do
pais. E uma planta arbustiva e perene, se destaca por ter boa produgdo, por ser precoce, e seus tubérculos sio de
boa aparéncia com a pelicula amarela (PINTO, et al., 2010; FERNANDES, ef al., 2011). Os tubérculos sdo ovais
e apresentam curta dorméncia. Como recomendagio para alimentagdo, recomenda-se consumo de forma cozida.
E susceptivel as principais doencas que prejudicam a cultura no Brasil. (PEETEN, ef al., 2011). Muitas dessas
doencas sdo ocasionadas por viroses, como o virus do enrolamento da folha (PLRV), virus X da batata (PVX),
virus Y da batata (PVY) e o virus S da batata (PVS), estes reduzindo drasticamente o vigor das plantas e
impossibilitando o uso dos tubérculos como semente. (DUTRA et al., 2011; SANTOS, 2009). A requeima € a
principal doenca da batata no mundo, podendo causar perda total da producdo. Outras doengas de importancia na
cultura da batata sdo pinta-preta, rizoctoniose e podriddo-seca. Os principais insetos praga que ocasionam perdas
na cultura sdo os pulgdes, lagartas de solo e de parte aérea, cochonilhas e coledpteros. (Instituto biolégico de Sao

Paulo, 2017).

A cultura de tecidos tem sido utilizada na cultura da batata para produg¢do de materiais isentos de
patogenos (fungos, bactérias e virus), os quais levam a cultura a sofrer muitos danos reduzindo seu potencial
produtivo (PEREIRA & FORTES, 2004). Essa técnica possibilita a otimizacdo do espago e tempo, e ainda
garantindo a uniformidade genética do material.

O cultivo in vitro de batata deve ser melhorado, visto que a densidade do meio de cultura interfere na
velocidade de multiplicagdo de brotacdes (PEREIRA & FORTES, 2004). O uso de reguladores de crescimento
melhora o crescimento e desenvolvimento de plantas in vitro. Auxinas induzem a diferenciacdo de raizes e
alongamento c€lulas, as citocininas quebra a dominancia apical e divisdo celular, e as giberelinas desenvolve
florescimento e crescimento de 6rgios e raizes. (QUISEN & ANGELO, 2008).

As auxinas ¢ um dos primeiros hormdnios vegetais descobertos, sendo responsaveis pelo crescimento das
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plantas, e esta relacionado aos mecanismos de expansao celular (DARIO et al., 2004). Elas constituem a classe de
horménios vegetais mais conhecidas, sendo sintetizada a partir do aminoacido triptofano e possuindo como
caracteristica principal a capacidade de induzir o alongamento celular. O acido indolbutirico (AIB) ¢ uma auxina
sintética que apresenta maior estabilidade e uma menor solubilidade que a auxina enddégena, acido indolacético

(AIA), sendo considerado um dos melhores estimuladores do enraizamento (ALMEIDA et al., 2015).

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um protocolo de introducdo in vitro e
micropropagagio e enraizamento de plantas de batata Cv. Agata, a partir de 4pices meristematicos caulinares

retirados de batatas sementes.

2. METODOLOGIA

Obtenc¢do do material vegetal e condugdo inicial do material fonte de explantes

Os materiais vegetais da cultivar de batata Agata utilizados neste trabalho foram adquiridos na forma de
batata semente de produtores convencionais da regido de Guarapuava, PR. Os experimentos foram conduzidos nos

laboratdrios da Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Laranjeiras do Sul.

Os apices meristematicos foram retirados das brotagdes ¢ padronizados no tamanho de 5 mm de
comprimento e apds lavados em agua corrente por 30 min. Apos esta etapa, os explantes receberam um pré-
tratamento com alcool 70% e apds, um tratamento contendo 4,5% de hipoclorito de s6dio por 30 min. No final da
assepsia, os explantes receberam triplice lavagem em agua deionizada autoclavada e foram isolados em tubos de
ensaio (1,5 cm de didmetro e 15 cm de altura) contendo 2 mL de meio de cultura MS (Murashigue & Skoog, 1962),
acrescido de 20 g.L de sacarose e 7 g.L de agar. As brotacdes obtidas apos este processo foram subcultivadas em
meio MS conforme descrigdo acima durante quatro periodos de 28 dias (subcultivos) para que fossem conseguidas

brota¢des necessarias para os experimentos seguintes.
Experimentos de enraizamento das mudas micropropagadas

As plantas obtidas na etapa anterior foram isoladas em tubos de ensaio contendo 3 mL de meio de cultura
MS e subcultivadas por mais 2 periodos de 28 dias para completar o crescimento in vitro. Apos o periodo de
crescimento, as plantas foram removidas dos tubos de ensaio (1,5 cm de diametro e 15 cm de altura) e transferidas
para novos tubos de ensaio contendo o meio de cultura MS conforme a formulagdo ja descrita e acrescido de acido
indolbutirico (AIB) nas concentragdes de 0 (Controle), 1, 2 ¢ 3 mg.L! de AIB. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado, com 5 repeti¢des por tratamento e 4 plantas por unidade experimental. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, quando significativos e as médias foram comparados pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia utilizando o programa estatistico Assistat 7.7 beta.

As variaveis avaliadas no enraizamento foram consideradas todas 100% pelo fato de apresentar apenas

um inicio de raiz. As medi¢des em centimetro foram realizadas com auxilio de uma régua basica.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados médios das caracteristicas agronomicas avaliadas estdo apresentados na Tabela 1 apos 28

dias do cultivo in vitro.

Tabela 1: Efeito do acido indolbutirico (AIB) na porcentagem de enraizamento, tamanho da parte aérea (cm) e

tamanho da parte radicular (cm) em microestacas de batata Cultivar Agata apos 28 dias de cultivo em meio de

culturaMSs.
Concentracoes de acido Enraizamento Comprimento Comprimento da Numero de raiz
indolbutirico (mg. L) (%) da parte area parte radicular (cm)
(cm)
(Controle) 0 100,0 a 5,24 a 3,00a 3,1c
1 100,0 a 3,50 b 1,60 b 42c¢
2 100,0 a 2,50 b 1,5b 10,8 b
3 100,0 a 0,80 ¢ 0,8 ¢ 13,9 a
Cv 0,00 86,21 41,74 79,08

As médias seguidas das mesmas letras na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Estes resultados indicam que o enraizamento das microestacas independe da concentragio de AIB
utilizada, visto que o tratamento controle (isento de AIB) apresentou o mesmo resultado quando comparadas com
as dosagens de AIB utilizadas. Com relagdo ao comprimento da parte aérea, o melhor resultado foi verificado no
tratamento controle (5,24 ¢cm) e menor valor quando se utilizou 3 mg.L' de AIB (0,80 cm). A tendéncia no
crescimento da parte radicular foi similar quando comparada ao crescimento da parte aérea. Os maiores valores
relacionados ao crescimento das raizes foram encontrados no tratamento controle ¢ 1 mg.L! de AIB (3,00 ¢ 1,60
cm respectivamente). Nos demais tratamentos foram observadas redugdes nos comprimentos das raizes. Com
relagdo ao numero médio de raizes, o maior valor observado foi nas estacas cultivadas na presenga de 3 mg.L! de

AIB (13,9) e os menores numeros de raizes nos tratamentos controle ¢ 1.mg.L! de AIB.

Sobre a cultivar Agata, ndo ha muitos trabalhos relatando o seu desenvolvimento da parte aérea,

comprimento radicular e numero de raizes com uso de AIB.

Segundo Zhang, Zhou & Li (2005) avaliaram o efeito de reguladores de crescimento auxina, acido
giberélico e 6-Benzilaminopurina no crescimento de brotos e tuberizagcdo de batata no cultivo in vitro. Com
acréscimo de AIA (Acido Indol Acético) junto com o Acido giberélico, houve aumento no crescimento de brotos.

Com a presenca de 6- Benzilaminopurina (BAP) observaram a inibi¢ao do crescimento.

Sharde et al. (2023) utilizou os reguladores de crescimento BAP mais ANA (Acido Naftaleno Acético)
na inducdo de calos em batata in vitro, resultando em melhor indugdo de brotagdo, maior numero ¢ maior
comprimento de brotos. Os autores também testaram combinagdes com AIB (Acido Indolbutirico), obtendo maior

eficiéncia de proliferagdo de raizes, maior nimero e maior comprimento de raizes.
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De acordo com Quispe (2010), as diferencas nas concentragdes ¢ nos reguladores utilizados dependem
do material explante utilizado. Possivelmente as diferencas nas concentragdes e reguladores utilizados dependem
do material explante utilizado, tendo em vista que as respostas organogénicas dependem do regulador, da

concentracdo utilizada e do tipo de explante selecionado.

De acordo com Espinosa (2013) a concentragdo de auxinas utilizadas para os diferentes meios de
cultura varia de 0,1 — 10 mg.L, sendo a faixa mais utilizada 0,25 a 3 mg.L, sendo que o uso desses fitohormonios,
influenciam na formagéo das células embrionarias.

Segundo Lopéz et al. (2019) as concentragdes de 0,02 mg.L-! do AIB produzem brotos e formam
raizes. Ja Abdelnour ef al. (2011) afirmam que a auxina AIB promove o desenvolvimento radicular mesmo quando
usada em baixas concentragdes para produzir mudas de batata.

Segundo Cardenas ef al. (2016) determinaram que a auxina AIB com a concentragdo de 0,2 mg.L"! nos
tratamentos geraram maior comprimento de microcaules, numero de gemas, porcentagem de enraizamento, sendo
esta auxina uma boa alternativa para micropropagacao in vitro.

Em alguns estudos realizados com brotos de mamao in vitro, foram utilizadas as auxinas AIB (acido
indolbutirico) e ANA (acido naftalenoacético), ¢ analisando as porcentagens e niumero de raizes, o AIB se mostrou
superior as demais auxinas. (Drew, 1992).

Segundo Enriquez et al. (2005), em estudo com brotos de Agave angustifolia, se adicionar 1,0 mg.L"!
de AIB ao meio de cultura, estimula o crescimento dos brotos e também maior formagao de raizes, em comparagao

a brotos cultivados sem o uso de AIB.

4. CONCLUSAO

Com relagdo aos resultados referentes ao experimento de enraizamento, a Anova ndo revelou diferengas
estaticamente significativas entre os tratamentos para a variavel enraizamento (%) e revelou diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos para as variaveis comprimento da parte aérea e radicular (cm).

Para a variavel sobrevivéncia foram observadas taxas de 100 % em todos os tratamentos comparados (Tabela 1).

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que de acordo com as condigdes experimentais
estabelecidas, a cultivar Agata foi responsiva ao enraizamento independente da utilizagdo ou nio de AIB. Com
relacdo ao comprimento da parte aérea e radicular, o meio de cultura MS isento de AIB proporcionou os maiores
valores para estas duas varidveis. A utilizagdo de 3 mg.L"! de AIB potencializou o nimero médio de raizes

observadas nas plantulas comparadas.
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