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Resumo — O objetivo destetrabalho foi avaliar o efeito de carboidratos e do acido acetilsalicilico (AAS)
na preservacdo in vitro dabatata (Solanumtuberosum L.), cultivar Macaca. Brotagbesde 1,5a2,0 cm
de comprimento foram transferidas para meio de MS, acrescido de mio-inositol (100 mg L) e &gar
(6 g LY). Testaram-se duas fontes de carboidrato, sacarose e manitol (87,6 mM), e cinco concentragdes
deAAS(0, 30, 60,90 e 120 mg L%). O delineamento foi em blocos casualizados com quatro repeti ¢oes
por tratamento e cada repetic¢éo formada por oito tubos de ensaio com uma brotacdo. O materia foi
mantido atemperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 16 horas e radiacdo de 19 pE m2s?. O crescimento
€0 numero de gemas nas hastes foram avaliados por trés meses. Passados nove meses, asobrevivéncia
€0 numero de microtubércul ostambém foram avaliados. O uso de manitol, associado as concentragoes
a partir de 30 mgL* de AAS, proporcionou menor crescimento e formagdo de gemas nas hastes.
No meio suplementado com sacarose, a sobrevivéncia e o nimero de microtubércul os foram maiores,
independentemente das concentracdes de AAS utilizadas, apds nove meses de cultivo.

Termos para indexagdo: Solanum tuberosum, manitol, sacarose, micropropagagéo, conservagdo de
germoplasma.

In vitro storage of potato under acetyl salicylic acid and two carbohydrate sour ces

Abstract — The aim of this work was to evaluate the effect of carbohydrates and acetyl salicylic acid
(ASA) during the in vitro storage of potato (Solanum tuberosum L.), cultivar Macaca. Stems derived
from in vitro cultures were cut into 1.5 to 2.0 cm segments and inoculated in a M'S medium supple-
mented with myo-inositol (100 mg L-*) and agar (6 g L1). Sucroseand mannitol 87.6 mM and five ASA
concentrations (0, 30, 60, 90 and 120 mg L) were tested. The stemswere cultured on 10 mL medium
in test tubes (20 x 150 mm) and incubated in a growth chamber at 25+2°C, 16 hour photoperiod and
19 pE m?s? radiation. The growth and the bud number formed in the stems for a period of three
months were evaluated. Nine months later the survival percentage and the number of microtubers
formed were also evaluated. It was observed that the mannitol, associated with 30 mg L* of ASA
provided the smallest growth and bud formation after three months of storage. The survival and the
microtubers amount were larger when the stems were maintained in the medium supplemented with
sucrose, apart from the ASA concentration, after nine months of storage.

Index terms: Solanum tuber osum, mannitol, sucrose, micropropagation, germplasm conservation.

Introducéo

A manutencdo de cole¢desin vitro tem sido con-
siderada como um método alternativo a conserva-
¢do de germoplasma, especialmente para espécies
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propagadas vegetativamente (Rocaet al. , 1991). Com
0 objetivo de reduzir ou até suprimir o crescimento
das células e tecidos, 0 processo de preservagado
in vitro apresenta diversas vantagens sobre o pro-
cesso de conservacdo de germoplasmano campo, e
dentre elas destacam-se: anecessidade de menor es-
paco para ocupacdo do material; manutencdo de
material vegetal livre de patdégenos; disponibilidade
dematerial paraser imediatamente propagado, além
da reducéo dos custos financeiros, entre outros
(Dorionet d., 1991).
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Entre as técnicas mais utilizadas para reduzir o
crescimentoin vitro e, destaforma, estender ointer-
valo entre os subcultivos, encontra-se a redugéo
da temperatura de incubacdo e a aplicagdo de
retardantes osmaticos e hormonais ao meio nutriti-
vo (Conceicéo et al., 1998; Martin et al., 1998;
Golmirzaie & Toledo, 1999). O manitol apresentaum
efeito retardante no crescimento e desenvol vimento
de um grande nimero de espécies, e é utilizado com
bastante freqiiéncia na conservagéo in vitro. Nor-
mal mente, este carboidrato é adicionado ao meio, para
reduzir-lhe o potencial hidrico. Assim, os cultivos
s80 sujeitos a uma desacel eragdo no seu crescimen-
to, devido a um estresse osmético causado pelare-
ducdo na absor¢do de &gua e nutrientes do meio.
Além disso, quando este carboidrato € combinado a
algum inibidor de crescimento, como o acido
acetilsalicilico (AAS), sdo obtidos resultados supe-
riores(Bhat & Chandel, 1993; Lopez-Delgadoet dl.,
1998).

Estetrabalho teve como objetivo verificar ainflu-
éncia do acido acetilsalicilico (AAS) e dos
carboidratos sacarose e manitol no crescimento de
hastes de batata durante sua preservagao in vitro.

Material eMé&odos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura
de Tecidos da Embrapa-Centro de Pesquisa Agropecuéria
de ClimaTemperado, Pelotas, RS. Microestacas de batata
(Solanum tuberosumL.), cultivar Macaca, oriundas da
multiplicagdoin vitro, com 1,5a2,0 cm decomprimento e
com duasgemasaxilares, foram transferidas parameio com
saisevitaminasdeM S (Murashige & Skoog, 1962), acres-
cido de mio-inositol (100 mg L) eé&gar (6 g L1). A este
meio também adi cionou-se sacarose e manitol, naconcen-
tracdo de 87,6 mM e cinco concentragdes de AAS (0, 30,
60, 90, 120 mg L-1). O pH dos meios de culturafoi gjusta-
do para 5,8+0,1 antes da adi¢do do agente solidificante e
autoclavagem atemperatura de 121°C e 1,5 atmosferade
pressdo por 15 minutos.

Apésatransferénciadas microestacas paraostubos de
ensaio, o materia vegetal foi mantido em cAmarade cresci-
mento, atemperaturade 25+2°C, fotoperiodo de 16 horas,
eradiacdo de 19 IE m2s1, em que se avaliou quinzenal-
mente o crescimento (rel agdo entre o tamanhofinal einici-
al) e o nimero de gemas formadas nas brotagBes por um
periodo de trés meses.

Utilizou-se o ddlineamento em bl ocos casualizados, com
quatro repeticdes por tratamento. Cada repeticdo foi for-
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mada por oito unidades experimentais, cadaumaconstitu-
ida por uma brotago em tubo de ensaio contendo 10 mL
demeio decultura

Passados nove meses do inicio do experimento, a por-
centagem de sobrevivéncia das hastes e o nimero de
microtubércul os formados também foram avaliados. Para
avaliar a sobrevivéncia dos explantes, utilizou-se de cada
unidade experimental um explante de 1 a2 cm de compri-
mento e duas gemas. Desta forma, cada tratamento foi
repetido quatro vezes. Cada repeticdo foi formada por
oito explantes, introduzidos em frascos com capacidade
de 250 mL com 40 mL de meio, delineados em blocos
casualizados. O meio de cultura utilizado nesta etapa foi
formado pelos saisevitaminasde M S, suplementado com
100 mg L1 demio-inositol, 30 g L1 de sacarose e solidifi-
cadocom 6 g L1 de &gar.

Para a andlise estatistica dos dados, utilizou-se o pro-
grama SANEST (Zonta& Machado, 1984).

Resultados e Discussao

A curvareferente a porcentagem de crescimento
das hastes mantidas em meio com manitol mostrou
um efeito quadrético, nitidamente descendente, com
0 aumento nas concentracbes de AAS, até um ponto
minimo atingido em 86,2 mg L1 (ponto de méxima
eficiénciacalculada), quando a menor porcentagem
de crescimento das brotacBes chegou a 19%, apos
trés meses de conservacdo (Figural). Quando se
USOU Sacarose, mesmo associada as concentragdes
maiselevadasde AAS, o crescimento das brotactes
mostrou-se superior aos resultados obtidos com o
manitol. Entretanto, houve um nitido decréscimo na
porcentagem de crescimento das brotagdes, cultiva
das em meio com sacarose, com 0 aumento nas con-
centracbesde AAS. Assim, o uso desacarosee AAS,
na concentragdo de 120 mg L1, proporcionou um
crescimento de 96% nas brotages. Na auséncia de
AAS, 0 meio com sacarose propiciou um crescimen-
to, nas brotagGes, de 167%, enquanto no meio com
manitol o crescimento foi de 107%, aos 90 dias de
cultivo (Figural).

As hastes gpresentaram mai or comprimento quan-
do mantidas em meio de cultura sem a presenca
de AAS. Porém, o meio acrescido de manitol sempre
proporcionou um comprimento significativamente
menor dasbrotagBes, em relagéo asbrotagdes mantidas
em meio de culturacom sacarose, independentemente
daconcentracdo de AAS utilizada(Figura 1). Sarkar &
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Naik (1998) também verificaram queaadicdo demanitol
a0 mei 0 causou menor crescimento das hastes, quan-
do comparado com o meio ondefoi utilizado somen-
teasacarose como carboidrato. Siddiqui et a. (1996)
e Lopez-Delgado et al. (1998) também observaram
gue asimples adicdo de manitol ao meio de cultura
proporcionou hastes de menor comprimento, com
um tamanho médio emtorno de 5 cm, ao fina deum
periodo de seis meses de estudo.
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Figura 1. Porcentagem de crescimento, comprimento e
nimero de gemas formadas (dados transformados em
(y + 0,5)¥3)em hastes de batata em razdo da fonte de
carboidrato e de diferentes concentractes de &cido acetil-
salicilico (AAS), apds 90 dias de preservagdo in vitro.
Pelotas, RS, 1999.
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Houve nitida redugcdo no comprimento das
brotactes com o aumento das concentragbesde AAS
quando se utilizou sacarose. Porém, em meio com
manitol, esta reducdo foi mais pronunciada, obser-
vando-se que nas concentracfes de 60, 90 e
120 mg L-1de AAS 0 comprimento médio das hastes
foi de 2,5 cm. Porém, parao meio de culturaconten-
do sacarose, 0 menor comprimento das brotactes
foi observado quando se utilizou 0 AAS na concen-
tracdo maiselevada (120 mg L1). Nestecaso, ashas-
tesapresentaram comprimento médiode 7 cm, ao fi-
nal do periodo estudado (Figura 1).

Assim como observado quanto ao comprimento
das hastes, 0 uso de manitol causou a formacdo de
um ndmero significativamenteinferior de gemasnas
brotagcdes de batata, em comparagdo a sacarose.
Quando associado ao AAS, foi o tratamento que pro-
porcionou 0 menor nimero de gemas formadas com
umataxade multiplicagdo emtorno de 3:1 naconcen-
tragdo de 70 mg L-1 de AAS (calculado), apds trés
meses de conservacdo. O maior nimero de gemas
formadas foi observado quando ndo se acrescentou
AAS ao meio de cultura em ambos os carboidratos
testados, manitol e sacarose (9 e 20 gemas por
brotac&o, respectivamente) (Figura 1).

A maior taxade sobrevivénciafoi observadanos
explantes provenientes do meio de cultura com
sacarose, independentemente das concentragdes de
AAS utilizadas. Assim, 76% dos explantestransferi-
dos paraaculturae oriundos do meio suplementado
com sacarose sobreviveram. Embora ostratamentos
com manitol tenham reduzido mais efetivamente o
crescimento das hastes, somente cerca de 37% dos
explantes provenientes destes meios sobreviveram
no periodo avaliado (Tabela 1). Estaevidénciasuge-

Tabela 1. Sobrevivéncia e nimero médio de microtu-
bérculos formados em razdo dafonte de carboidrato utili-
zadano meio de cultura, ap6s nove meses de preservacdo
in vitro da batata. Pelotas, RS, 19991,

Carboidrato  Sobrevivéncia Numero de
(%) microtubércul os/planta
Sacarose 76,00a 3,46a
Manitol 37,36b 0,04b
CV (%) 51,00 32,40

(WEm cada coluna, médias seguidas por letras distintas diferem entre si
pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.
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re que as hastes de batata em presenca de manitol
sofrem maior estresse fisioldgico que as crescidas
em meio com sacarose, como tem sido descrito por
outros autores, devido, principalmente, ao estresse
osmético provocado por esse carboidrato ao meio
de cultura, que reduz a absor¢ao de agua e nutrien-
tes pelos cultivos (Bhat & Chandel, 1993; Lopez-
Delgadoet d., 1998).

ApGs nove meses de preservagdo in vitro, cons-
tatou-se a formagéo de microtubércul os nos meios
de cultura suplementados com sacarose em niimero
significativamente superior ao dostratamentos onde
se utilizou o manitol como fonte de carboidrato (Ta-
bela 1). Contudo, aformagdo de microtubérculosndo
foi influenciada pelas concentracbes de AAS no
meio decultura. Kodaet al. (1992) também observa-
ram mai or formacao de microtubérculosem meio de
cultura com sacarose, mesmo napresencade AAS.

Conclusdes

1. O uso de manitol proporciona menor cresci-
mento e nimero de gemas formadas em hastes de
batata in vitro.

2. O crescimento das hastes de batata € retardado
com aadicdo de AAS ao meio de cultura associado
com o manitol, apartir daconcentragdo de30 mg L1,

3. A sobrevivéncia das hastes conservadas em
meio suplementado com sacarose é maior do que as
conservadas em meio de culturacom manitol.

4. O meio suplementado com sacarose levaafor-
macdo de microtubércul os apds nove meses de pre-
servagao in vitro da batata.
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