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AJUSTE DE PROTOCOLO PARA PRODU(;AO DE MUDAS DE INHAME
(Dioscorea rotundata POIR.) IN VITRO

Autora: Karine da Silva Simodes
Orientador: Sebastido de Oliveira e Silva
Co-Orientadora: Lucymeire Souza Morais Lino

Resumo - Apesar de sua grande importancia na regiao Nordeste, o inhame ainda
apresenta alguns fatores que limitam a producéo, tais como manejo inadequado
da cultura e o uso de tuberas semente de baixa qualidade. A biotecnologia vem
contribuindo com o uso de diferentes técnicas, destacando-se a micropropagacao
para a producdo de material propagativo sadio. Este trabalho teve como objetivo
estabelecer um protocolo para a propagacao in vitro do Inhame da Costa. Utilizou-
se microestacas de inhame pré-estabelelcidas in vitro como explante inicial para
montar 0os experimentos. Foram realizados trés experimentos, sendo 0 primeiro
para testar diferentes concentracbes do meio MS; MS/2; MS/3 ou MS/4
suplementado com 5, 7 e 9 g L™ de &gar. O segundo testando os meios MS1
(contendo sais e vitaminas do MS) ou MS2 (sais e vitaminas do MS suplementado
com 100 mg L™ de inositol, 20 mg L™ de cisteina, 0,20 mg L™ de ANA, 0,08 mg L™
de GAs, e 7,5 g L™ de 4gar) testando diferentes concentracées de BAP (0; 0,05;
0,15; 0,45; 1,35 e 4,05 mg L™). Todos os meios de cultura foram suplementados
com 30 g L™ de sacarose. No terceiro experimento microestacas de inhame foram
inoculadas no meio MS2 e cultivadas em dois ambientes de cultivo com diferentes
intensidades de luz: T1 - 100% de iluminacdo em sala de crescimento (SC); T2 -
70% de iluminacdo em SC; T3 - 50% de iluminacdo em SC e T4 - 30% de
iluminacdo em SC; T5 - 100% de iluminacdo em BOD; T6 - 70% de iluminacdo em
BOD; T7 - 50% de iluminagdo em BOD e T8 - 30% de iluminagdo em BOD. O
meio MS/3 + 7 g L™ de &gar foi mais eficiente para o desenvolvimento das plantas
in vitro, j& 0 meio MS2 sem ou com a adicdo de 0,05 mg L™ de BAP promoveu o
melhor desenvolvimento no cultivo in vitro do inhame, ambos aos 120 dias de
avaliagcdo. Nas condi¢Oes avaliadas, as plantas de inhame quando cultivadas com
100% da intensidade de luminosidade em sala de crescimento na temperatura de

27°C apresentaram melhor desenvolvimento.

Palavras chave: Agar, BAP, intensidade de luz.



ADJUST THE PROTOCOL FOR PRODUCTION PLANTS OF YAM (Dioscorea
rotundata POIR.) IN VITRO

Author: Karine da Silva Simdes
Adviser: Sebastido de Oliveira e Silva
Co-Adviser: Lucymeire Souza Morais Lino

Abstract - In spite of its great importance in the Northeast region, the yam still
presents some factors that limit the production, such as inadequate management
of culture and the use of tubers seed of low quality. Biotechnology has been
contributing with the use of different techniques, highlighting the micropropagation
for the production of healthy nursery material. This study aimed to establish a
protocol for the in vitro propagation of yam Coast. It was used microcuttings of
yam pre- established in vitro as initial explant to assemble the experiments. Three
experiments were performed, the first being to test different concentrations of the
MS; MS/2; MS/3 and MS/4 medium supplemented with 5, 7 and 9 g L™ agar. The
second testing the medium MS1 (containing salts and vitamins of MS) and MS2
(salts and vitamins of MS medium supplemented with 100 mg L™ of inositol, 20 mg
L™ of cysteine, 0,20 mg L™ NAA, 0,15 mg L™ BA, 0,08 mg L™ of GA3, and 7,5g L™
agar) testing different concentrations of BA (0; 0,05; 0,15; 0,45; 1,35 and 4,05 mg
LY. Al culture media were supplemented with 30 g L™ sucrose. The third
experiment microcuttings of yam were inoculated on medium MS2 and cultured in
two cultivation environments with different light intensities: T1 - 100% of lighting in
growth room (GR); T2 - 70% of lighting in GR; T3 - 50% of lighting in GR; T4 -
30% of lighting in GR; T5 - 100% of lighting in BOD; T6 - 70% of lighting in BOD;
T7 - 50% of lighting in BOD and T8 - 30% of lighting in BOD.The medium MS/3 + 7
g L™ agar was more efficient for the development of in vitro plants, already the
medium MS2 without adding or adding 0,05 mg L™® BA promoted the best
development in the in vitro cultivation of yam, both at 120 days of evaluation.
Under the conditions evaluated, the yam plants when grown with 100% of the light

intensity in growth room at temperature 27°C showed better development.

Key words: Agar, BA, light intensity.



INTRODUCAO

A Cultura do Inhame

7

O inhame € uma planta do género Dioscorea pertencente a familia
Dioscoreaceae, que apresenta aproximadamente 600 espécies, 14 das quais tém
seus tubérculos utilizados como alimento. E o Gnico género comestivel da familia
Dioscoreaceae, presente em todas as regioes do Brasil. No entanto, a maioria das
espécies é pouco estudada (PEDRALLI, 2002). As espécies de Dioscorea
cultivadas sdo originadas das zonas tropicais da Asia e do Oeste da Africa
(SANTOS, 1996). Dentre essas, as mais importantes, por suas tuberas
comestiveis sdo: D. cayennensis Lam. (Inhame Amarelo), D. rotundata Poir.
(Inhame Branco), D. alata L. Many (Inhame Agua), D. trifida L. e D. esculenta L.
Schott (SANTOS, 1996).

O género Dioscorea € uma monocotiledénea, cuja estrutura de reserva €
conhecida como tubérculo (SANTOS, 1996). Nesse género as espécies sao
herbaceas, anuais, didicas, de flores pequenas rosadas ou creme. Os frutos sao
capsulas deiscentes e a polinizacao é entoméfila (MONTEIRO, 2002). Essa planta
se desenvolve, satisfatoriamente, em clima tropical quente e imido, sob condi¢cédo
de regime pluvial de 1.000 a 1.600 mm anuais, com temperatura 6tima diaria de
24 a 39 °C e umidade relativa do ar de 60 a 70%. Produz bem em solos de textura
arenosa e média, profundos, bem drenados e arejados, férteis e ricos em matéria
organica, com pH de 5,5 a 6,0 (SANTOS et al.,, 2006). O seu cultivo ocorre em
regibes de altas temperaturas, sendo a Africa Ocidental e Africa Central
responsaveis por aproximadamente 95% da producdo mundial (MESQUITA,
2002).

As folhas de inhame tém uma grande variabilidade quanto ao tamanho,
forma e cor. Geralmente, € simples, com margens lisas, e apice pontiagudo, sem
pubescéncia e o peciolo é longo, alado ou espinhoso. A base do peciolo pode ter
um par de espinhos em D. esculenta, ou estrutura com a forma de orelha em D.
bulbifera e D. alata ou simplesmente apresentar uma pretuberancia, no caso de
D. rotundata e D. cayenensis (VEGA, 2012). As plantas do género Dioscorea
geralmente sdo didicas, ou seja, tém apenas flores masculinas ou flores femininas

e como caso excepcional sdo relatadas plantas mondicas, no entanto, muitas



cultivares nao florescem devido a influéncia do ambiente no qual se desenvolvem
(SANTOS, 2006).

As flores masculinas produzem paniculas nas axilas das folhas, cada flor
tem trés sépalas, trés pétalas e trés a seis estames. A estrutura da flor apresenta
uma cor esbranquicada ou cinza e ndo é muito atraente. A flor feminina € maior
do que a masculina e se da em forma de espiga nas axilas das folhas, consiste
em trés sépalas, trés pétalas e um ovario inferior (SANTOS, 2006).

Montaldo (1972) relatou que € dificil 0 uso de sementes verdadeiras na
cultura de inhame, pois as espécies alimenticias, em sua grande maioria,
apresenta raro florescimento dificultanto a sua utilizagdo. Outro fator que dificulta
0 cruzamento natural, segundo Zoundjihekpon et al. (1997), é a diferenca entre a
época de florescimento das plantas femininas e masculinas, ou seja, as plantas
masculinas tém o florescimento vinte e cinco dias mais cedo que as femininas
para algumas plantas do género Dioscorea.

O rizoma € uma estrutura que ocorre na fase inicial de desenvolvimento da
planta. Fica localizado na base da haste e aparece depois de emitidos os
primeiros brotos que formam as folhas. Uma vez desenvolvido, o rizoma emitira
as raizes principais da planta de inhame e dard origem ao tubérculo, cuja
estrutura € a juncao ou reunido tubérculo, caule e raiz. O rizoma, quando € pouco
desenvolvido, pode permanecer anexado ao tubérculo depois da colheita, como
nas espécies de inhame criolo (D. alata) ou pode estar separado do tubérculo. Por
ser uma estrutura bem diferenciada, as vezes da origem a uma nova producéo de
tubérculos, como no caso das espécies de inhame com espinhos (D. rotundata)
(VEGA, 2012).

As espécies mais utilizadas se caracterizam por apresentar tubérculos de
coloracdo castanha clara a escura e massa branca a creme em D. alata, de
castanha clara a escura e massa branco-amarelo a amarelo em D. cayenensis e
coloragdo marrom e massa branca em D. rotundata (PEDRALLI, 2002).

As principais espécies cultivadas no Brasil sdo D. alata (cultivares Cara
Sdo Tomé, Cara Mandioca e Cara Flérida) e D. rotundata, cujas cultivares
principais sédo: Cara Tabica, Cara Negro, Cara-da-Costa e Inhame da Costa. Na
Bahia, a cultivar mais plantada € o Inhame da Costa (MESQUITA, 2002).

Segundo Santos (2006) € comum em algumas regifes ocorrer confusao

guanto as principais espécies de inhame cultivadas. A espécie D. cayenensis é



originaria do oeste da Africa, apresenta raizes tuberosas alongadas, de cor
castanha clara, caule voluvel, folhas opostas e raramente alternadas, lamina oval
a sub-oblonga com sete a nove nervuras principais. A espécie D. rotundata
também originaria do oeste da Africa, é considerada por alguns botanicos como
subespécie da D. cayennensis, mas parece ser distinta agronomicamente, pois
pode crescer em regides de estacdo seca prolongada e as tuberas tém uma
dorméncia pronunciada permitindo estender o armazenamento por um periodo
maior e em boas condi¢cdes. A planta apresenta caule voluvel, cilindrico, folhas
opostas, longamente pecioladas, ovaladas de base arredondada, peciolo delicado
com 5 cm de comprimento. A D. alata € uma espécie originaria do continente
Asiatico, sendo conhecida como Inhame Agua. Esta espécie apresenta bom
desenvolvimento em areas com periodo de chuva prolongado, pois requer no
minimo 1.500 mm de chuva para méaxima producdo. A planta apresenta caule
quadrado, alado, verde a purpura com aculeos, folhas de tamanho variavel,

oposta oval, cordada, acuminada, globosa.

Estadios de desenvolvimento

De acordo com Silva et al. (2012) durante o ciclo de vida, o inhame passa
por diversas fases, que podem ser definidas como: dorméncia, crescimento
vegetativo, fase reprodutiva e fase de maturacao.

O periodo de dorméncia é caracterizado por uma paralisacdo no
desenvolvimento dos meristemas (gemas) que se encontram na superficie das
tuberas. Apdés a colheita, o material destinado ao proximo plantio (tuberas
semente) deve ser acondicionado em um local sombreado, arejado e protegido,
permanecendo por um periodo de 20 a 40 dias, tempo necessario para que as
gemas retomem suas atividades mitdticas (fim da dorméncia), o que é
caracterizado pela formacédo de brotagBes nas tuberas, estando prontas para o
seccionamento.

ApOs a brotagéo inicia-se a fase vegetativa com o desenvolvimento do
caule aéreo. A principio, formado apenas por uma estrutura cilindrica, sem folhas,
constituindo uma fase lenta do desenvolvimento até a formagédo das primeiras
folhas, quando ocorre uma aceleragcdo no crescimento cerca de 30 dias, com a

formacdo das ramificacbes laterais primarias. Em prosseguimento, no més



seguinte formam-se as ramificacdes laterais secundarias. Vale ressaltar que neste
periodo a tubera semente passa por um processo continuo de decomposicao,
reduzindo o tamanho a medida que os nutrientes séo transferidos para a nova
planta. No inicio desta fase, sdo emitidas as primeiras raizes o que pode
acontecer simultaneamente com a brotacdo da parte aérea.

A nova tubera inicia seu desenvolvimento por ocasido da formacdo das
ramificacbes secundarias, ocorrendo ao lado da tubera semente ja praticamente
decomposta. Esta fase € encerrada com o aparecimento das inflorescéncias em
forma de espiga, cerca de 4 a 5 meses apos o plantio.

Com a formacé&o das flores é iniciada a fase reprodutiva apresentando uma
duracdo entre 30 e 40 dias e corresponde ao periodo em que a nova tubera
apresenta um rapido crescimento e a planta alcanca seu tamanho maximo. Com a
senescéncia das flores esta fase é encerrada. As inflorescéncias se apresentam
secas, enegrecidas e este € o momento indicado para se realizar a capagéo.
ApoOs esta fase a planta inicia um processo de regressdo com perda de folhas e
murcha de ramificacdes e caule. A tubera ainda cresce neste periodo até atingir

seu tamanho méximo, ocorrendo a conclusédo do ciclo da planta.

Importancia sécio-econdmica do inhame

A é&rea produzida com inhame no mundo € de 4,9 milhdes de hectares com
uma producéo de 51,7 milhdes de toneladas, o que corresponde a um rendimento
aproximado de 10,5 t ha™. A Nigéria produz 67% do inhame produzido no mundo.
No Brasil sdo cultivados 27.000 ha de inhame e produzidas 244.000 t de tuberas,
0 que equivale a um rendimento de 9,3 t ha™ (FAO, 2013). As espécies D.
rotundata e D.alata sdo reconhecidas como as hortalicas mais cultivada no Brasil,
em sistema de agricultura familiar. Na regido Nordeste aproximadamente 90% do
inhame produzido é oriundo de pequenos produtores, carentes de informacgdes
tecnologicas capazes de elevar o rendimento e reduzir custos de producéo
(OLIVEIRA, 2002). A cultura desempenha importante papel s6cio-econémico nas
regides Sudeste (Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo e Sado Paulo) e
principalmente, no Nordeste, em especial nos estados da Paraiba, Pernambuco,
Bahia e Alagoas, responsaveis por aproximadamente 90% do inhame produzido

no Brasil. Nessa Regido a cultura presta grande contribuicdo ao desenvolvimento



rural regional, pela producéo de tuberas que contribuem na solugcdo do problema
da demanda reprimida de alimentos, como também na geracdo de emprego e
renda aos pequenos produtores (MESQUITA, 2002; SANTOS; MACEDO, 2002).
Os principais municipios produtores de inhame no Estado da Bahia sao
Maragojipe, Cruz das Almas, Séo Felipe e S&o Félix, localizados na regido do
Recbncavo, com destaque para o municipio de Maragojipe, atualmente maior
produtor de inhame do estado (SILVA et al., 2012). Nesse Municipio, a cultura do
Inhame da Costa é responsavel por 37% da renda dos pequenos produtores. A
producdo brasileira € destinada em grande parte ao mercado interno, sendo
também exportada, principalmente, para a Europa (MENDES et al., 2003).

Para que as plantas de inhame (D. rotundata) se desenvolvam e tenham
uma boa producédo de tuberas, sua haste exige um apoio para enrolar, enquanto
outras espécies como a Dioscorea alata, podem desenvolver seus caules
prostrados (MINAG, 2008).

O inhame é uma espécie tuberosa de alto potencial, rica em vitaminas do
complexo B, (contendo altos teores de tiamina, riboflavina, niacina), vitamina A,
acido ascorbico, carboidratos e grdos de amido (responséaveis pela alta
digestibilidade), constituindo-se alimento basico para populacdo de baixa renda e
pode ainda ser utilizada na agroindustria (MASCARENHAS, 2002; SANTOS;
MACEDO, 2002)

A exploracdo do inhame constitui uma alternativa viavel para a agricultura
nordestina, isso porque nas zonas produtoras dessa Regido, encontram-se
condicBes edafoclimaticas favoraveis para o desenvolvimento e producdo dessa
cultura em carater altamente econémico. Soma-se a isso 0 grande potencial de
expansao de sua area de cultivo, possibilitando maior producdo e aumento na
exportacdo para 0s grandes centros consumidores do sul do Pais, ou para o
mercado externo. As tuberas de alto valor nutritivo e energético sdo utilizadas na
alimentacdo da populacdo de vérias classes sociais da populacdo brasileira
(MESQUITA, 2002).

Apesar de cultivado em varios continentes, o inhame (Dioscorea sp.) ainda
apresenta limitagdes na produtividade. No Nordeste do Brasil os principais fatores
responsaveis pela baixa produtividade, em torno de 9,3 t ha, sdo o manejo
inadequado da cultura e o uso de tuberas semente de baixa qualidade

(desuniformidade no tamanho e na maturacdo, além de ferimentos nas tuberas



que facilitam a contaminagao por microrganismos do solo). A indisponibilidade de
material vegetal de melhor qualidade e o elevado custo das tuberas semente, que
representa cerca de 60% do custo de producédo de inhame, constituem problema
crucial para aumento na producéo dessa cultura (CAZE FILHO, 2002).

O desenvolvimento de novas tecnologias em complementacdo as
atualmente disponiveis contribuird inquestionavelmente para a melhoria da
produtividade e da qualidade do inhame, possibilitando assim, a oferta de um
produto de qualidade que atenda as exigéncias dos mercados consumidores, 0
que poderé incrementar de forma significativa as exportacbes e a geracao de
emprego e de renda (SANTOS; MACEDO, 2002).

Propagacédo vegetativa

A propagacdo do inhame por sementes sexuais apresenta dificuldades
porque sdo plantas didicas e com flores pequenas. Para manter a sua elevada
heterozigosidade a cultura € propagada vegetativamente. Para isso, usam-se 0s
segmentos de caules, bulbilhos axilares e tubérculos inteiros ou cortados
(KADOTA; NIIMI, 2004).

Diversos autores, entre eles Silva (1983) e Santos (1996), descreveram a
técnica tradicional da “capacao”, em colheita precoce, como sendo a forma mais
utilizada na producéo de tuberas-semente, que sdo menores que as comerciais.
Essas sdo posteriormente usadas no plantio inteiras ou cortadas em tamanho
grande. As tuberas inteiras sdo de melhor qualidade, como material de
propagacéao, por serem totalmente cobertos pela epiderme, que ndo permitem a
penetracdo de patdgenos causadores de enfermidades (SANTOS,1996). A
brotacdo desuniforme dessa semente tem acarretado perdas consideraveis aos
produtores, devido a morte dos tubérculos, ocasionada por ataques de insetos e
de patdgenos no solo e pelas intempéries que danificam as gemas de brotacéo
(SANTOS, 1998).

A colheita do inhame pode ser realizada aos sete meses, quando
associada a "capacao"”, ou aos nove meses, quando a planta completa seu ciclo
de vida. A primeira colheita é realizada com o objetivo de se obter tiberas para
comercializacdo no periodo de entressafra e proporcionar a producéo futura de

sementes e a segunda, caso nao tenha sido efetuada a pratica da "capacao”,



realizada com o objetivo de se obter a producdo de tuberas maduras (SANTOS,
1996). Agricultores geralmente utilizam de 10% a 30% da colheita para producéo
de sementes ou material de plantio para a proxima safra. As tuberas pequenas ou
grandes sao cortadas em pedacos, chamados de mini sementes, antes do plantio.
Sob a forma de pequenas tuberas o inhame € mantido ano apds ano, o que pode
deteriorar a qualidade da muda, com o acumulo de doencas, fator que também

afeta a germinacédo e desenvolvimento da cultura (LEBOT, 2009).

Clonagem in vitro

A micropropagacdo pode melhorar a qualidade da muda de inhame
produzida. Apesar disso, quase nenhuma informacdo existe na literatura
especializada sobre o tema, para as condi¢des brasileiras.

Estudos sobre cultura de tecidos vegetais tém auxiliado no melhor
entendimento da fisiologia do crescimento de regides isoladas da planta, sem a
interferéncia dos efeitos das demais partes do vegetal, eliminando-se, também, a
influéncia do meio ambiente. A grande capacidade de regeneracdo dos tecidos
vegetais cultivados in vitro se deve, fundamentalmente, a totipotencialidade das
células vegetais, que permite manifestar, em momentos diferentes e sob
estimulos apropriados, a potencialidade de iniciar um novo individuo multicelular
(KERBAUY, 1999).

A multiplicacdo in vitro apresenta varias vantagens sobre os métodos
convencionais de propagacao, pois permite a obtencdo de um grande nimero de
mudas em um curto periodo de tempo e em espaco fisico reduzido, além de
possibilitar a producéo de plantas isentas de patégenos (TORRES et al., 1998).

Os resultados de pesquisa sobre micropropagacédo do inhame (Dioscorea
Sp.) sdo escassos e ndo satisfazem as expectativas de sua clonagem, em larga
escala (SANTOS; MACEDO, 2002).

As diferentes técnicas de cultivo in vitro de 6rgaos vegetais desempenham
fundamental papel na propagacdo vegetativa ou regeneracdo de espécies e
cultivares que se deseja trabalhar. A utilizacdo de uma determinada técnica,
depende do objetivo que se persegue e a capacidade de regenerar plantas esta
determinada pelo gendtipo, pelas condi¢des de cultivo, nutrientes, reguladores de

crescimento e pelo estado fisiolégico da planta (CAZE FILHO, 2002). Mantell e



Hugo (1989) relatam que alguns componentes do meio de cultura séo
fundamentais para o processo de obtencao de plantas in vitro de certas espécies
de Dioscorea. Compostos como sacarose, reguladores de crescimento,
especialmente citocininas, auxinas e acido abscisico associados a manutencao
das culturas sob fotoperiodo s&o indispenséveis nesse processo. As técnicas de
cultivo in vitro tém sido bastante utilizadas em todo o mundo, para a clonagem de
plantas, sendo as de micropropagacao as mais utilizadas. Dentre elas, destacam-
se 0 microestagueamento (segmento nodal, apice caulinar, etc.) e o cultivo de
meristemas (CALDAS et al., 1998).

De acordo com Coleman e Coleman (2000), o uso de reguladores de
crescimento no meio de cultivo, como o BAP, tem como objetivo acelerar a
microtuberizacdo, e diminuir o tempo de dorméncia. HA4 um aumento na
quantidade e peso dos microtubérculos obtidos a partir do cultivo com BAP sob
condicdes de baixa temperatura e fotoperiodo curto (GOPAL et al.,1998).

No Brasil, embora os resultados de pesquisa sobre micropropagacédo do
inhame, ainda sejam escassos, ndo satisfazendo as expectativas de clonagem da
espécie em larga escala, € possivel desenvolver uma metodologia para producéo
de muda de inhame in vitro que possibilite obter grande quantidade de plantas de
alta qualidade agronémica, em qualquer época do ano, com 0 maximo
aproveitamento do propagulo vegetal, e em curto espaco de tempo (SANTOS et
al., 2002).

Para a obtencdo de material isento de doencas tem-se utilizado o cultivo de
meristemas, que trabalhado adequadamente, pode proporcionar boa taxa de
regeneracao de planta livre de enfermidades, consequentemente, melhorar a
qualidade do produto e a produtividade da cultura, com ganhos na relacdo
custo/beneficio. Esta metodologia € utilizada para algumas espécies de
propagacéao vegetativa como batata (Solanum tuberosum L.) e mandioca (Manihot
esculenta Crantz) (SITA et al., 1976).

A propagacao rapida de clones de Dioscorea cayenensis, D. alata, tem sido
estudada, em todo o mundo, principalmente para selecionar gendtipos livres
doencas virais (VEGA, 2012). No entanto, os protocolos desenvolvidos para a
micropropagagédo de D. cayenensis e D. rotundata sdo caracterizados pela
utilizacdo de meios de crescimento semi-solidos e frascos de cultura com

tamanho convencional, o que limita as possibilidades de automatizacdo da



multiplicagdo (ONDO et al., 2007). Estas foram algumas das causas do lento
crescimento e multiplicacdo de segmentos nodais, que limita o uso da
micropropagacao para producdo comercial de sementes, devido aos elevados
custos relacionados com a obtencdo de propagulos (BALOGUN et al., 2006).

A clonagem do inhame in vitro foi possivel em meio de culturas MS
(MURASHIGE; SKOOG,1962) modificado e suplementado com cinetina, &cido
indolbutirico e benzilaminopurina. A tuberizagdo in vitro foi conseguida em meios
de culturas suplementados com cinetinas, aos 120 - 159 dias apds a inoculacao
dos explantes (SANTOS, 2002).

Estudos foram realizados para comparar o potencial de regeneracédo de
plantas de D. alata micropropagadas, onde os resultados mostraram uma
regeneracao de 100% dos explantes a partir de material in vitro mantido em meio
D-571 (BORGES et al., 2001) suplementado com 1,5% de Manitol + 0,1 mg L™
BAP + 2 g L™ de carvdo ativado (BORGES et al., 2004). Também tem sido
testada a otimizacdo de meios de cultura para a micropropagacdo de D. alata,
clone Caraquefio por meio da aplicacdo de diferentes agentes antioxidantes,
concentracdes de sais do MS e de reguladores crescimento, resultando numa
resposta variada na dependéncia dos tratamentos utilizados (BORGES et al.,
2011).

Visando otimizar um protocolo de micropropagacdo para producdo de
mudas de inhame (Discorea multiflora Grised) em escala comercial, Souza et al.
(2011) utilizaram segmentos nodais subcultivados em meio MS soélido, que
posteriormente foram transferidos para multiplicacdo em meio MS suplementado
com BAP e meio MS suplementado com BAP acrescido de diferentes
concentracfes de sacarose. Para o enraizamento, as brotacdes foram cultivadas
em meio MS suplementado com AIB ou ANA. Eles observaram que os melhores
resultados de multiplicacdo e enraizamento foram obtidos em meio MS + 0,1 mg
L™ de BAP (80%) e em meio MS + 1,0 mg L™ de AIB (42,6%), respectivamente,
constatando que o protocolo de micropropagacao é efetivo e pode ser usado para
a producédo em escala comercial.

Estudos realizados com diferentes explantes, meios de cultivo, reguladores
de crescimento, condicbes de incubacdo, e métodos de propagacdo in vitro,
revelaram a possibilidade de se definir protocolos de laboratério capazes de

alcancar os objetivos desejados, ou seja, a clonagem em larga escala. Esta
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determinado que o tipo de explante utilizado, o meio de cultura e as diferentes
concentracbes e a relagcdo auxina/citocinina influenciam diretamente na
micropropagacao do inhame (MITCHELL et al., 1995).

Apesar dos resultados obtidos, continuam as expectativas para obtencao
de protocolo de clonagem, ou producdo de muda em larga escala para Dioscorea
spp. no Brasil. Novas pesquisas necessitam ser desenvolvidas, na busca de obter
material propagativo (muda) em quantidade e com caracteristicas agronémicas
desejaveis. As diferentes técnicas de cultivo in vitro de 6rgdos ou tecidos vegetais
desempenham papel importante na micropropagacdo ou regeneracdo de
espécies de plantas que se deseja trabalhar.

Importancia da intensidade de luz

A utilizacdo da luz natural apresenta inUmeras vantagens sobre o sistema
de iluminacdo tradicional, no que se refere as alteragcbes morfofisiolégicas das
plantas. Entre elas, destacam-se: aumento no crescimento das plantas
micropropagadas, melhoria das caracteristicas fisioldgicas, pelo fato de as
condicbes ambientais de cultivo serem semelhantes aquelas naturais de
desenvolvimento das plantas, e, consequentemente, reduzir o estresse da planta
durante o transplantio para ambiente ex vitro (ERIG; SCHUCH, 2005).

A luz é um fator fundamental para as plantas, pela acéo direta ou indireta
na regulacao de seu crescimento e desenvolvimento (MORINI; MULEO, 2003). As
respostas da planta ndo dependem apenas de auséncia ou presenca de luz, mas
também da variacdo em qualidade e intensidade de luz (FELIPPE, 1986). Para
melhorar a captacdo da energia luminosa para a fotossintese, as plantas
desenvolveram uma série de fotorreceptores que regulam seu crescimento e
desenvolvimento em relacdo a presenca, quantidade, intensidade, direcéo,
duracédo e qualidade da radiacdo luminosa incidente (MORINI; MULEO, 2003).
Segundo Pinto et al. (2007), cada espécie responde de maneira distinta ao
sombreamento.

A anatomia das folhas, em particular, pode ser muito afetada pelas
condicbes do meio, pois € o0 6rgado vegetal de maior plasticidade, com grande
capacidade de adaptacdo de suas estruturas internas, o que lhe confere amplo
potencial de aclimatacdo (BJORKMAN,1981). Ela pode ser um forte indicador da

disponibilidade de luz durante as fases de crescimento das plantas. Assim,
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aumento dos niveis de luz proporciona aumentos na espessura foliar, massa
foliar, epiderme, parénquima e numero total de células das folhas (LEE et al.,
2000). Ja folhas crescidas em baixa radiacdo apresentam mais clorofila por
unidade de peso ou volume foliar, porém, o conteudo de clorofila por unidade de
superficie foliar € menor do que aquele das folhas crescidas em radiacfes
maiores e a proporgdo de clorofila a/b diminui & medida que diminui a radiacdo
(BOARDMAN, 1997).

O crescimento, a massa seca e a adaptacdo da planta ao ambiente
relacionam-se a sua eficiéncia fotossintética e esta depende, dentre outros
fatores, dos teores de clorofila. A sintese e a degradacao das clorofilas estdo sob
o efeito direto da intensidade de luz, ocorrendo decomposicdo maior sob elevada
radiacdo e maior equilibrio, em baixa taxa luminosa (ENGEL; POGGIANI, 1991).

Salas de crescimento, geralmente, sdo equipadas com lampadas
fluorescentes que emitem luz branca de similaridade espectral entre as bandas. A
irradiancia fornecida primariamente na sala de crescimento afeta o
desenvolvimento das plantas, principalmente por meio de alteracbes
fotomorfogénicas, que sédo observadas, principalmente, na formacao dos tecidos
do mesofilo e na ineficiéncia do mecanismo de abertura e fechamento dos
estbmatos, afetando sua funcionalidade (REZENDE, et al., 2008).

Estudos da qualidade de luz na micropropagacdo ainda sao escassos e
também ndo sdo conclusivos quanto aos efeitos do espectro e de niveis de
irradiancia no crescimento de plantas durante o cultivo in vitro. Alguns estudos
revelam que, com a variacdo na qualidade da luz, pode-se manipular o
crescimento in vitro de diversas espécies, de maneira alternativa a adicdo de
reguladores de crescimento ao meio de cultura. A qualidade espectral afeta
também estruturalmente a anatomia das folhas, parecendo exercer maiores
efeitos durante a expanséo foliar (DOUSSEAU, et al., 2008).

Kodym e Zapata-Arias (1999) afirmam que além dos reguladores de
crescimento, a intensidade da luz também influencia consideravelmente a taxa de
multiplicagdo e o crescimento de explantes cultivados in vitro. Esses autores
observaram que o numero de brotos por explante de bananeira foi maior sob luz
natural, do que sob o cultivo convencional com iluminagé&o artificial. Uma provavel
explicagdo para elevacdo nas taxas de multiplicacdo na luz solar, € que a

intensidade de luz elevada poderia estar reduzindo as concentracdes de auxinas
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enddgenas das gemas através da fotoxidacdo, provocando um deslocamento do
balanco hormonal em direcéo as citocininas (RADMANN et al., 2001)

Apesar de cultivado sob luz direta Rubatzky e Yamaguchi (1997) relatraram
que o inhame é tradicionalmente explorado em consoércio com coco, milho e
outras culturas em alguns paises da América Central, demonstrando apresentar
certa tolerdncia ao sombreamento (GOENAGA,1995). A possivel tolerancia ao
sombreamento, associada ao ciclo cultural longo, s&@o caracteristicas que
vislumbram a possibilidade da associacdo do inhame com outras culturas de
maior porte. Todavia, pesquisas envolvendo a tolerancia do inhame ao
sombreamento s&o limitadas (OLIVEIRA, 2004). Portanto, determinar a
intensidade e a época de sombreamento tolerado pela cultura, torna-se de
fundamental importancia como subsidio para o estabelecimento de associacao do

inhame com culturas de maior porte.

Melhoramento genético

A maioria das variedades cultivadas sédo acessos selecionados pelos
agricultores entre as variedades locais antigas. O melhoramento de inhame pode
ser comparado a de outras culturas tuberosas como batata ou mandioca que néo
tem sido realizado com sucesso até recentemente. Somente nos anos de 1960
foram iniciados os primeiros trabalhos de melhoramento de inhame comestivel. O
trabalho foi iniciado com D. trifida no Caribe (DEGRAS, 1969), seguido com D.
rotundata nos anos 1970 na Nigéria (SADIK; OKEREKE, 1975), e s0
recentemente nos anos 1980 com D. alata na india (ABRAHAM et al., 1986). A
falta de conhecimento sobre a origem, diversidade e genética dessas espécies
tém limitado muito a eficiéncia dos programas de melhoramento genético.

Os progressos obtidos recentemente foram gracas ao uso de diferentes
ferramentas biotecnol6gicas e, em particular a marcadores moleculares, técnicas
citogenéticas e cultura in vitro. O conhecimento essencial foi adquirido
recentemente sobre nivel de ploidia e 0 numero basico de cromossomos das trés
principais espécies cultivadas: D. rotundata, D. alata e D. trifida (SCARCELLI et
al., 2005). Com base nas andlises de segregacao de microssatélite, Scarcelli et al.
(2005) e Bousalem et al. (2006) chegaram a conclusdo de que D. rotundata e D.

trifida, espécies, previamente assumidas ser tetrapléide e octoploide,
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respectivamente, sdo na verdade diploide (2n = 40 = 2x) e tetraploide (2n = 80 =
4x), respectivamente. Outro recente estudo, também baseado em analises de
segregacao de microssatélites revelou que os acessos de D. alata com 2n = 40,
60 e 80 cromosomos sédo diploides, tripldides e tetrapldides respectivamente, e
ndo tetraploides, hexaploides e octopléides como normalmente assumidos
(ARNAU et al., 2009). Acrescenta-se ainda que esses resultados foram
confirmados por padrdes de segregacdo de isoensima para espécies de D.
rotundata. Esses trés estudos foram definitivos para evidenciar que o numero
basico de cromossomos dessas espécies seria X = 20 e ndo x = 10 como se

acreditava antes.

Recursos genéticos

O conceito de recursos genéticos refere-se a todo material de uso potencial
para o melhoramento genético para rendimento, adaptabilidade, qualidade e
resisténcia as doencas. Isto inclui variedades antigas, ancestrais selvagens,
espécies relacionadas e colecdo de trabalho do melhorista (GUERRA et al.,
1998).

Em varios paises do mundo, a exemplo, Fiji, Nova Caleddnia, Papua Nova
Guiné, llhas Saloméao e Vanuatu existem bancos de germoplasma de espécies de
Dioscorea sp., no entanto, o germoplasma com maior nimero de acessos é o IITA
(2013), mantido na Nigéria. Esse banco de Germoplasma inclui oito espécies e
em torno de 3.200 acessos. A maioria dos acessos foi introduzida do Oeste da
Africa e da Africa Central, e D. rotundata perfaz aproximadamentes 67% da
colecdo. Todos 0s acessos sdo mantidos em campo, em cultivos anuais, mas
1.544 desses estdo também conservados in vitro, como plantas em cultura de
tecidos. Uma colecdo basica, de 391 acessos de seis espécies, tem sido definida
com base em caracteristicas morfologicas (MAHALAKSHMI et al., 2007).

Independente da técnica a ser utilizada, os principais objetivos da maioria
dos programas de melhoramento de inhame, incluem alta estabilidade de
rendimento de tuberas comerciaveis, tubera de qualidade (em termos de
conteddo de massa seca, boa textura no cozimento, sabor, periodo de
dorméncia), resisténcia aos estresses bidticos no campo e durante a estocagem

pos-colheita, tolerdncia a estresses abidticos (seca e baixa fertilidade), e
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adequacao aos sistemas de cultivo prevalecentes (arquitetura de planta, vigor, e
periodo de maturidade (MIGNOUNA et al., 2007).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi adequar as condicbes do meio
de cultura, as concentracbes de agar e de benzilaminopurina (BAP) e as
intensidades de luz, visando estabelecer um protocolo eficiente de

micropropagacao.
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AJUSTE DAS CONCENTRACOES DO MEIO MS E DO AGAR PARA A
MULTIPLICACAO IN VITRO DE INHAME DA COSTA (Dioscorea rotundata
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Resumo - O inhame desempenha importante papel sécio-econémico nas regides
Sudeste e Nordeste do Brasil, onde presta grande contribuicdo ao
desenvolvimento rural regional. Dentre as limitacées para uma melhor exploracao
desse cultivo esta o0 uso de tuberas semente de qualidade inferior. A
micropropagacao pode ser uma alternativa interessante para contornar esse
problema. O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento in vitro do
inhame em diferentes concentragdes de sais e vitaminas do meio de cultura MS e
concentracfes de agar. Gemas apicais e laterais retiradas de brotos originados de
tuberas semente cultivadas em areia lavada foram estabelecidas in vitro em meio
de cultura contendo sais e vitaminas do MS, suplementado com 100 mg L™ de
inositol, 20 mg L™ de cisteina, 0,20 mg L™ de ANA, 0,15 mg L™ de BAP, 0,08 mg
L' de GAs, 30 g L™ de sacarose e 7,5 g L™ de &gar e cultivados em sala de
crescimento sob temperatura de 27 = 1 °C, densidade de fluxo de fétons de 30
umol.m?.s™ e fotoperiodo de 16 horas, durante 90 dias, sendo as plantas geradas
subdivididas em microestacas. Nesse experimento as microestacas provenientes
da fase de estabelecimento foram inoculadas em tubos de ensaio contendo o
meio MS em diferentes concentracdes de sais e vitaminas (MS, MS/2, MS/3 e
MS/4) suplementado com 30 g L de sacarose e solidificado com diferentes
concentracdes de agar (5, 7 e 9 g L™). Aos 30, 60, 90 e 120 dias foram avaliados
altura de planta, numero de folhas, brotos, raizes, n6s e gemas/nés percentagem
de plantas sobreviventes, de contaminacdo e de oxidagcdo. Os resultados
indicaram que o meio MS/3 suplementado com 7 g L™ de &gar promoveu os
melhores resultados para o desenvolvimento das plantas in vitro, demonstrando a
viabilidade da técnica de micropropagac¢éo para a producdo de mudas in vitro das

espécies em estudo.

Palavras chave: Tuberas, meio de cultura MS, micropropagacéo.



ADJUSTING OF CONCENTRATIONS THE MEDIUM MS AND AGAR FOR IN
VITRO MULTIPLICATION OF YAM COAST (Dioscorea rotundata Poir.)
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Abstract - The yam plays an important socio-economic role in the Southeast and
Northeast regions of Brazil, where pays great contribution to regional rural
development. Among the limitations for a better exploitation of this cultivation is
the use of tubers-seed of lower quality. The micropropagation can be an
interesting alternative to circumvent this problem. The objective of this work was to
evaluate the in vitro development of yam in different concentrations of salts and
vitamins of MS medium and agar concentrations. Lateral buds withdrawals of
sprouts originated from tubers seed grown in washed sand were established in
vitro culture medium containing salts and vitamins of MS medium supplemented
with 100 mg L™ of Inositol, 20 mg L™ of cysteine, 0.20 mg L™ NAA, 0.15 mg L™ BA,
0.08 mg L™ of GAs, 30g L™ sucrose and 7.5 g L™ of agar and grown in a growth
room under a temperature of 27 + 1 ° C, density of photon flux of 30 pmol m?2.s™
and photoperiod of 16 hours, during 90 days, later the plants generated were
fragmented in microcuttings. In this experiment, the microcuttings from the
establishment phase were inoculated in test tubes on MS medium containing
different concentrations of salts and vitamins (MS, MS / 2, MS / MS and 3/4)
supplemented with 30 g L™ sucrose and solidified with agar at different
concentrations (5, 7, and 9 g L™). At 30, 60, 90 and 120 days were evaluated:
plant height, number of leaves, shoots, roots, buds and buds/node percentage of
surviving plants, contamination and oxidation. The results indicated that the MS/ 3
supplemented with 7 g L™ agar provide the best results for plant development in
vitro, demonstrating the viability of micropropagation techniques for the production
of in vitro plants of the species under study.

Key Words: Tubers, MS culture medium, micropropagation.
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INTRODUCAO

O inhame (Dioscorea spp.) € uma monocotiledénea da Familia
Dioscoreaceae, que se desenvolve bem em zonas com precipitacdes
pluviométricas em torno de 1.300 mm anuais (SANTOS,1996). O seu cultivo
ocorre em regides de altas temperaturas, sendo a Africa Ocidental e Africa
Central responsaveis por aproximadamente 95% da producdo mundial
(MESQUITA, 2002). No desenvolvimento da agricultura brasileira, especialmente
a nordestina, a cultura do inhame merece ateng&o por ser uma planta tropical de
grande potencial e pode contribuir na solucdo do problema da demanda de
alimentos, sobretudo nas regides tropicais subdesenvolvidas (SANTOS, 1996).
Essa espécie produz tuberas de alto valor nutritivo e energético, constituindo-se
em um alimento basico para o consumo humano, que vem sendo utilizado na
alimentacdo de todas as classes da sociedade brasileira (MESQUITA, 2002). Em
virtude do valor alimenticio, grande parte da producdo é destinada ao mercado
interno e a outra parte para exportacdo, principalmente para Europa (SANTOS;
MACEDO, 2002).

Contudo, os reduzidos investimentos em ciéncia e tecnologia tém
ameacado a posicdo do Brasil no cenario Sul Americano (MESQUITA, 2001). A
baixa produtividade brasileira € justificada pelo reduzido nivel tecnoldgico,
empregado no manejo da cultura. Este fato também é observado em outros
paises, a exemplo da Jamaica, onde Sue e Wickham (1998) atribuem a baixa
produtividade alcancada nas lavouras, o reduzido nivel tecnolégico empregado no
cultivo do inhame.

A Biotecnologia vem contribuindo para as pesquisas realizadas com o uso
de diferentes técnicas, dentre elas destaca-se a micropropagacao, cujo objetivo
principal € a producdo em larga escala de material propagativo sadio. Essa
técnica pode ser empregada quando se pretende multiplicar algum material
promissor de uma determinada espécie, com as vantagens de prevenir a
disseminacéo de pragas e doencas de uma geragcao para outra, obter um numero
elevado de plantas num curto espaco de tempo e assegurar estabilidade genética
do material (SOUZA et al., 2008).

Embora o meio de cultura MS completo seja 0 mais utilizado em cultura de

tecidos vegetais, para algumas espécies uma diluicdo dos macronutrientes desse
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meio pode ser mais indicada (Caldas et al.,1998). Varios autores tém relatado a
possibilidade de reduzir a concentracdo de sais do meio MS, para diversas
espécies, visando ao melhor desenvolvimento das plantas e redu¢do nos custos
como em Amarilis (AMARAL, 2005), abacaxi, (BALZON et al., 2008) e Aechmea
(MOREIRA, 2008). Paiva et al. (1997) utilizaram 50% dos sais do meio MS e
obtiveram um bom desenvolvimento in vitro de gloxinia. Concentracdes de sais do
meio basico MS, reduzidas a 1/2, 1/3 ou 1/4, possibilitaram melhor enraizamento
in vitro de amoreira-preta, cultivar Caiguangue (DANTAS et al., 2000).

Diante desse contexto o presente trabalho teve por objetivo avaliar o
desenvolvimento in vitro do inhame em diferentes concentracbes de sais e

vitaminas do meio de cultura MS e concentracdes de agar.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Cultura de Tecidos da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas, BA. Tuberas de Inhame da
Costa (Dioscorea rotundata Poir.) foram tratadas com os fungicidas Furadan (3
mL L™?) e Ridomil (2 g L™) por 10 minutos, apds esse tratamento as t(beras foram
colocadas em um ambiente fresco para secar por dois dias. Posteriormente,
foram seccionadas em quatros partes (Figura 1A) e estabelecidas em bandejas
de polietileno contendo areia lavada para germinacao (Figura 1B).

Depois de 70 dias do plantio, as plantas formadas (Figura 1C e 1D) foram
cortadas em pedacos de 2 cm contendo gemas apicais ou laterais, e colocadas
em recipiente com agua destilada (Figura 1E). Em condi¢cdes assépticas o0s
explantes foram desinfestados com alcool 70% por quatro minutos e hipoclorito de
sédio 60% contendo 1% de cloro ativo com duas gotas de Tween- 20, por oito

minutos, seguido da tripla lavagem em agua destilada autoclavada.
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Estabelecimento in vitro

Os explantes desinfestados em condigBes assépticas foram reduzidos e
inoculados em tubos de ensaio (Figura 1F e 1G) contendo aproximadamente 10
mL do meio de cultura constituido de sais e vitaminas do MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), acrescido de 100 mg L™ de Inositol, 20 mg L™ de cisteina, 0,20
mg L™ de acido naftalenoacético (ANA), 0,15 mg L™ de benzilaminopurina (BAP),
0,08 mg L™ de 4cido giberélico (GA3), 30 g L™ de sacarose, solidificado com 7,5 g
L™ de agar e pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem. O meio utilizado na fase
de estabelecimento foi desenvolvido pelo International Institute of Tropical
Agriculture (IITA), poréem foram feitas modificagdes para adequar as necessidades
da espécie em estudo. Os tubos foram mantidos em sala de crescimento, sob
condi¢cBes de temperatura de 27 + 1 °C, densidade de fluxo de fétons de 30 pmol
m2.s? e fotoperiodo de 16 horas, durante 90 dias para servirem de fontes de

explantes para o estabelecimento dos experimentos (Figura 1H e 1I).
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Figura 1. Procedimentos para o estabelecimento de gemas apicais e laterais de
inhame: (A) seccionamento das tuberas; (B) estabelecimento em bandejas de
polietileno contendo areia lavada para posterior germinagdo; (C) tuberas
germinadas em areia; (D) ramas formadas sendo cortadas em pedacos de 2 cm
contendo gemas apicais ou laterais; (E) desinfestacdo dos explantes em camara
de fluxo; (F) reducédo dos explantes; (G) inoculacdo dos explantes no meio de
cultura; (H) microestacas em meio de cultivo ja em fase de crescimento; (I)

plantas de inhame apds 7 meses do estabelecimento in vitro .

Ajuste das concentracdes dos sais e vitaminas do meio MS e agar

Microestacas de plantas de Inhame da Costa, contendo pelo menos uma
gema com aproximadamente 1 cm de tamanho, pré-estabelecidas in vitro , foram
inoculadas em tubos de ensaio com 10 mL dos meios de cultura:T1 — MS com a
concentracdo total de sais e vitaminas (MS); T2 — MS com metade da
concentracéo de sais e vitaminas (MS/2); T3 — MS com 1/3 da concentracao total
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de sais e vitaminas (MS/3); T4 — MS com 1/4 da concentracdo total de sais e
vitaminas (MS/4). Todos os meios de cultura foram suplementados com 30 g L™
de sacarose, solidificado com diferentes concentraces de agar (5, 7e 9gL%) e
pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem. As microestacas foram inoculadas
em tubos de ensaio contendo as diferentes combinacdes de meio de cultura e
concentracdo de agar, com 15 repeticbes para cada combinacdo. As culturas
foram mantidas em sala de crescimento, sob condicbes de temperatura de
27+1°C, densidade de fluxo de fétons de 30 pmol m? s e fotoperiodo de 16
horas.

Aos 30, 60, 90 e 120 dias apls a inoculacdo, avaliaram-se a altura da
planta [AP (cm)], numero de folhas (NF), de raizes (NR), de broto (NB), de né
(NN) e numero de gema por n6 (NGN), percentagem de plantas sobreviventes, de
contaminagao e de oxidagao.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 4x3 (4 tipos de meio de cultura e 3 concentracdes de agar) com
15 repeticdes por tratamento e quatro periodos de avaliacao.

A variavel altura da planta foi submetida a analise da variancia
considerando o delineamento inteiramente casualizado em esquema de parcelas
subdivididas no tempo, em que a parcela foi composta pelos tratamentos e a
subparcela composta pelas épocas de avaliagdo e suas interacdes com 0S
tratamentos da parcela. As médias das concentragcbes do meio MS foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as médias dos
periodos de avaliacdo foram ajustados modelos de regressao linear.

As variaveis nameros de folhas, de raizes, de brotos, de nés e numeros de
gemas por noés, percentagem de plantas sobreviventes, de contaminacdo e de
oxidacdo foram analisados pelo teste de igualdade de proporgéao de qui-quadrado
).

A analise de variancia foi realizada com auxilio do programa estatistico
Sisvar (FERREIRA, 2010) e o teste ndo paramétrico de qui-quadrado foi realizado
com auxilio do programa SAS — Statistical Analysis System (SAS INSTITUTE,
2004).



31

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 encontra-se o resumo da analise de variancia de altura de
plantas. As plantas diferiram significativamente quanto a concentracdo do meio
MS (CMS), e periodos de avaliacao (PA). Também houve efeito significativo para

interacbes MC x TE para variavel altura da planta (p<0,05).

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para altura de planta, em cm, em
funcé@o do meio de cultivo, concentracdes de agar e periodos de avaliacdes para o

Inhame da Costa.

FV GL QM
Altura de planta

Concentracdes do meio MS (CMS) 3 6,42**
Concentracdes de Agar (CA) 2 2,60"
Erro 1 168 0,93
Periodos de avaliacédo (PA) 3 45,62**
CMSx CA 6 1,93 ™
CMS x PA 9 1,50 **
CA x PA 6 0,24"
CMS x CA x PA 18 0,43™
Erro 2 502 0,20
CV (%) 26,70
Média Geral 1,68

** gignificativo a 1% de probabilidade pelo teste de F. ™ n&o significativo a 5% de probabilidade.

Variacbes nas diluicbes dos sais e vitaminas do MS agem de forma
significativa no comprimento da parte aérea para a maioria das espécies. Os
resultados mostraram que quando as plantas foram cultivadas nos meios de
cultura durante os periodos de avaliacdo de 30 e 60 dias ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos, porém quando a avaliacao foi realizada aos 90 e
120 dias o meio MS/3 foi mais eficiente para o desenvolvimento da altura das
plantas de inhame (Tabela 2). A possibilidade da reducédo dos sais do meio MS,
para o melhor desenvolvimento das plantas e a reducao de custos em diferentes
espécies tem sido sugerida por autores como Pasqual et al. (1997) e Araujo et al.
(2004). Concentracfes dos sais no meio MS basico, reduzidas a 1/2, 1/3 ou 1/4,
possibilitaram melhor enraizamento in vitro de amoreira preta, -cultivar
‘Caiguangue’ (DANTAS et al., 2000).
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Tabela 2. Valores médios para altura das plantas de inhame da Costa em fungéo
das concentragdes dos sais e vitaminas do meio Murashige & Skoog (MS) e dos

periodos de avaliacdo.

Meios de cultura Periodos de avaliacdo (dias)

30 60 90 120
MS 121a 1,50 a 1,70 bc 2,15 bc
MS/2 1,09 a 1,34 a 1,47 b 1,87c
MS/3 1,17 a 1,53 a 2,04 a 2,84 a
MS/4 1,10 a 1,44 a 1,90 ab 2,43 Db

Médias seguidas pelas mesmas letras mindscula nas colunas, ndo diferem entre si ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey.

A altura da planta € uma variavel importante, pois reflete, juntamente com a
producgéo de folhas, o desenvolvimento da planta in vitro, na resposta ao meio de
cultura e as condi¢Bes de incubacdo impostas. No entanto, quando o objetivo do
trabalho for cultivo in vitro essa variavel deve ser avaliada em conjunto com a
producdo de microestacas, que é o fator que determina, no final, as taxas de
multiplicacdo de cada variedade.

Quando comparou-se o0s periodos de avaliacdo em funcdo das
concentragdes do meio de cultura, verificou-se que o meio MS/3 com 120 dias de
cultivo in vitro proporciou o melhor resultado com a altura de 2,84 cm, ja para 0s
outros meios testado embora ndo tenham sidos tdo eficientes quanto ao meio
MS/3, o periodo de avaliacdo de 120 dias também foi o melhor para altura das
plantas (Figura 2).
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Figura 2. Efeito dos periodos de avaliacdo em funcdo dos meios de cultura na

altura de plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro.

Variaveis como a altura da planta, numero de folhas, desenvolvimento de
raizes, denotam uma morfologia normal e bom estado fisioldégico, sendo
indicativos importantes para um sistema eficiente de micropropagacao (OLIVEIRA
et al., 2008).

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados referentes ao niumero de
folhas no desenvolvimento de plantas de inhame. As plantas apresentaram uma
resposta favoravel do nimero de folhas quando foram cultivadas no meio MS/3 +
7 g L™ de agar. Ja as plantas que foram cultivadas no meio MS/3+ 5 g L™ néo
responderam de forma positiva com relacdo ao incremento do numero de folhas
das plantas micropropagadas. A concentracdo de sais do meio MS influencia na
formacdo de folhas, porém, a direcdo da resposta é intrinseca da espécie. De
acordo com Ribeiro et al. (2008) foi possivel encontrar maior numero de folhas em
meio MS com 150% de seus sais e vitaminas (4,13) e com 100% dos sais e

vitaminas (3,98) em copo-de-leite.
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Tabela 3. Teste de qui-quadrado, frequéncia observada (fo), frequéncia esperada
(fe) e contribuicdo para o valor de qui-quadrado (cq) do numero de folhas em
funcdo dos sais e vitaminas do meio de cultura MS e das concentracdes de agar

em plantas de inhame da Costa (Dioscorea rotundata Poir.).

Meio de cultura Concentracdes de agar (g L 'l)
5 7 9

MS 174" 241 155
181,49° 157,43 231,08

0,30° 44,36 25,05

MS/2 139" 11 190
108,25° 93,09 137,84

8,73° 73,19 19,74

MS/3 228" 322 463
322,54° 279,78 410,68

27,713 6,37 6,66

MS/4 319! 172 287
247,727 214,88 315,41

20,513 8,56 2,55

Qui-quadrado (y°): 243,76 Probabilidade: 0,001

'FO: frequéncia observada; * FE: frequéncia esperada; ° CQ: valor do qui-quadrado.

Avaliando-se o cultivo das plantas de inhame de forma isolada nas
diluicbes do meio MS, foi possivel verificar que, quando as plantas foram
micropropagadas no meio MS/4 aos 120 dias de cultivo apresentaram resposta
favoravel ao desenvolvimento do nimero de folhas. Ja quando foram cultivadas
no meio MS/3 com o mesmo periodo de cultivo, observou-se que nao houve
contribuicdo de forma positiva na formacéao do nimero de folhas (Tabela 4).

O cultivo das plantas de inhame no meio MS/4 + 7 g L' de &gar
corroboram com Pasqual et al. (2002), que ao cultivar embribes de tangerineira
‘Poncd’ no meio MS/4 solidificado com 7,4 g L™ de &gar obtiveram o maior
numero de folhas (10,06) por planta.
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Tabela 4. Teste de qui-quadrado, frequéncia observada (fo), frequéncia esperada
(fe) e contribuicdo para o valor de qui-quadrado (cq) do numero de folhas em
funcdo dos sais e vitaminas do meio de cultura MS e dos periodos de avaliacao

nas plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro (Dioscorea rotundata Poir.).

Meio de cultura

Periodos de avaliacao (dias)

30 60 90 120

MS 16" 54 105 395
17,302 71,33 119,02 362,34

0,09° 4,21 1,65 294

MS/2 15t 46 85 194
10,322 42,55 70,99 216,14

2128 0,28 276 226

MS/3 30! 147 218 618
30,752 126,77 211,53 643,95

0,01° 3,22 0,20 1,05

MS/4 21 91 156 510
23,622 97,36 162,46 494,57

0,29° 0,41 0,26 0,48

Qui-quadrado (y%): 22,73 Probabilidade: 0,008

' FO: frequéncia observada; * FE: frequéncia esperada; ° CQ: valor do qui-quadrado.

As plantas de inhame quando foram cultivadas no meio MS/3 + 5 g L™ de
agar ndo apresentaram resposta satisfatoria do numero de folhas. Esses
resultados contrastaram com Villa et al. (2006) que observaram comportamento
quadratico para o numero de folhas em Vitis vinifera (uva), com a maior média
(2,51) no meio de cultivo diluido & metade dos sais de MS.

Com relacdo ao numero de raizes, pode-se ressaltar que as plantas de
inhame cultivadas em MS/3 suplementadas com 5 e 7 g L™ de &gar foram mais
eficientes para o nimero de raizes. J& o meio MS/3 + 9 g L™ de &gar foi o que
menos contribuiu na formacédo das raizes (Tabela 5). Porém quando avaliou-se a
interacdo concentracdes dos meios x periodos de avaliacdo, o meio MS/3 foi o
mais favoravel na formacao das raizes aos 120 dias de cultivo in vitro (Tabela 6).
Esse resultado foi semelhante ao de Bandinelli et al. (2013) que observaram
durante o cultivo in vitro de batata que houve diferenca estatistica na reducéo das
concentracdes do sais e vitaminas do MS/2 + 6,75 g L™ de agar promovendo o
aumento do namero de raizes. Uma das explicacGes para o aumento do nimero

de raizes com a reducdo da concentracdo dos sais pode estar associada a
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variacdo na quantidade de N do meio de cultura, pois 0 aumento da concentracao
deste nutriente favorece o crescimento da parte aérea em detrimento das raizes
(HUIMEI et al., 2007).

Tabela 5. Teste de qui-quadrado, frequéncia observada (fo), frequéncia esperada
(fe) e contribuicdo para o valor de qui-quadrado (cq) do numero de raizes em
funcdo dos sais e vitaminas do meio de cultura MS e das concentracdes de agar

nas plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro (Dioscorea rotundata Poir.).

Meio de cultura Concentracdes de agar (g L %)
5 7 9
MS 112} 122 88
123,042 99,59 99,36
0,50° 5,04 1,30
MS/2 75! 56 132
81,39 65,88 65,72
0,50° 0,43 9,52
MS/3 189" 189 108
185,712 150,32 149,97
13,63° 13,63 7,79
MS/4 154! 112 100
139,862 113,20 112,94
1,433° 0,01 1,48
Qui-quadrado (x°): 153,66 Probabilidade: 0,001

'FO: frequéncia observada; * FE: frequéncia esperada; ° CQ: valor do qui-quadrado.
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Tabela 6. Teste de qui-quadrado, frequéncia observada (fo), frequéncia esperada
(fe) e contribuicdo para o valor de qui-quadrado (cq) do numero de raizes em
funcdo dos sais e vitaminas do meio de cultura MS e dos periodos de avaliacao

nas plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro (Dioscorea rotundata Poir.).

Meio de cultura Periodos de avaliacao (dias)
30 60 90 120

MS 8! 42 96 176
13,462 55,72 97,27 155,54

2,22° 3,38 0,01 2,69

MS/2 11t 37 62 103
8,912 36,86 64,35 102,89

0,49° 0,00 0,09 0,00

MS/3 13t 83 151 239
20,322 84,10 146,82 234,77

2,64° 0,01 0,11 0,07

MS/4 26" 78 110 152
15,317 63,33 110,57 176,80

7,47 3,40 0,00 3,48

Qui-quadrado (y°): 26,08 Probabilidade: 0,002

' FO: frequéncia observada; * FE: frequéncia esperada; ° CQ: valor do qui-quadrado.

Para Royero et al. (2007) plantas in vitro de Dioscorea alata cultivadas em
meio MS/5 apresentaram grande quantidade de raizes depois de quatro meses de
cultivo. No presente estudo, os resultados mostraram ser possivel cultivar plantas
in vitro de Dioscorea rotundata Poir em meio MS/3 apresentando uma boa
quantidade de raizes com 120 dias de cultivo.

De acordo com o teste do qui-quadrado com 1% de probabilidade, o meio
de cultura MS/3 foi o mais favoravel para a formacao de brotagBes das plantas in
vitro de inhame da Costa (Tabela 7). Este resultado concorda com Preece (1995),
o qual afirmou que meios de cultura baseados em formulacées béasicas diluidas
tém possibilitado melhores resultados para a multiplicacdo de diversas espécies.
Resultados semelhantes foram obtidos por Chang et al. (2003), com a espécie
Zantedeschia albomaculata (copo-de-leite) que apresentou maior numero de
brotos (2,0) em meio MS/2.
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Tabela 7. Teste de qui-quadrado para numero de brotos em funcdo dos sais e
vitaminas do meio de cultura MS nas plantas de inhame da Costa cultivadas in

vitro (Dioscorea rotundata Poir.).

Tipo de meio Frequéncia
MS 188
MS/2 154
MS/3 227
MS/4 186
Qui-quadrado (x): 14,19 Probabilidade: 0,002

Pessoa et al. (2004) verificaram que para cultivares de samambaia
(Nephrolepis exaltata), ndo houve diferenca significativa quanto ao numero de
brotacdes, variando esse valor entre 2,0 e 2,2 brotos, sob diferentes
concentracdes (25, 50 e 100%) de sais do meio de cultura MS. No entanto, no
estudo de amoreira-preta (Rubus sp.) cultivar Ebano o nimero de brotos foi
estimulado pelo aumento da concentracdo de sais do MS e maior niumero de
brotos (3,9) foi observado em meio MS com 150% dos sais (VILLA et al., 2005).

Por outro lado, resultados satisfatérios foram obtidos por Erig et al. (2004),
estudando o efeito de agentes solidificantes na multiplicacdo in vitro de macieira
(cv. Galaxy), que obtiveram melhores resultados para nimero médio de brotos
com a utilizacdo do meio WPM de Lloyd e Mccown (1980) + 6 g L™ de &agar. O
agar, agente solidificante mais utilizado, pode ter um efeito sobre o crescimento e
desenvolvimento das culturas in vitro, sendo que a maioria das espécies tem
demonstrado bons resultados na multiplicagéo in vitro utilizando essa substancia
(SCHOLTEN; PIERIK, 1998). Paiva et al. (1999) ao estudarem a relacdo entre
concentracbes de &agar (0,0; 0,35; 0,7 e 1,05%) no meio MS para o
desenvolvimento de plantas de crisantemo (Dendranthema grandiflora Tzvelev.
cv. Orange Reagen) in vitro, observaram que o niumero e o tamanho de brotos
nao foram afetados pela consisténcia do meio de cultura.

Para a variavel numero de nOs observou-se diferenca estatistica entre as
concentracdes de sais e vitaminas do meio de cultura MS e do agar pelo teste do
qui-quadrado. Assim, as plantas cultivadas em MS/3 + 7 g L* de &gar
apresentaram contribuicées superiores do niumero de nés em relacdo aos demais
tratamentos (Figura 3). J4 0 meio MS/2 + 7 g L™ de agar foi o que menos contribui
no numero de nos (Tabela 8).
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Figura 3. Plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro no meio MS/3 + 7 g L™

de &gar: (A) plantas com 120 dias de cultivo; (B) plantas enraizadas.

A variavel namero de nds é de extrema importancia, uma vez que ela
determina o nimero de explantes de partida para a fase de multiplicacdo sendo,
portanto, determinante para a obtencdo de boas taxas de multiplicacdo. Esses
resultados foram mais esclarecedores quando avaliados aos 120 dias de cultivo in
vitro (Tabela 9).

Tabela 8. Teste de qui-quadrado, frequéncia observada (fo), frequéncia esperada
(fe) e contribuicdo para o valor de qui-quadrado (cq) do numero de nds em funcao
dos sais e vitaminas do meio de cultura MS e das concentracdes de agar nas

plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro (Dioscorea rotundata Poir.).

Meio de cultura Concentracdes de agar (g L ™)
5 7 9
MS 64" 80 86
73,05? 61,24 95,71
1,128 5,75 0,99
MS/2 65" 20 90
55,582 46,59 72,83
1,60° 15,18 4,05
MS/3 93! 115 125
105,76° 88,66 138,58
1,543 7,82 1,33
MS/4 81! 39 96
68,607 57,51 89,89
2,24° 5,96 0,42
Qui-quadrado (XZ): 47,99 Probabilidade: 0,0001

'FO: frequéncia observada; * FE: frequéncia esperada; ° CQ: valor do qui-quadrado.
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Tabela 9. Teste de qui-quadrado para numero de nés em fungéo dos periodos de
avaliacdo em plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro (Dioscorea rotundata
Poir.).

Periodos de avaliacdo (dias) Frequéncia
30 105
60 200
90 241
120 408
Qui-quadrado (x%): 201,43 Probabilidade: 0,000

Para nimero de gemas/nés, o MS/3 + 7g L™ de &gar foi 0 meio que mais
contribuiu no desenvolvimento das plantas de inhame in vitro. Entretanto, quando
0 meio MS/2 foi suplementado com 7 g L™ observou-se que a reducdo da
consisténcia do meio de cultura afetou a formacdo do numero de gemas/né
(Tabela 10). A maior quantidade de gemas/no foi observada aos 120 dias de

cultivo in vitro das plantas de inhame (Tabela 11).

Tabela 10. Teste de qui-quadrado, frequéncia observada (fo), frequéncia
esperada (fe) e contribuicdo para o valor de qui-quadrado (cq) das gemas/né em
funcdo dos sais e vitaminas do meio de cultura MS e das concentracdes de agar
nas plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro (Dioscorea rotundata Poir.).

Meio Concentracdes de agar (g L %)

5 7 9

MS 47* 46 54
48,347 38,62 60,05
0,043 1,41 0,61

MS/2 38! 13 53
34,202 27,32 42,48
0,423 7,51 2,60

MS/3 57! 65 70
63,132 50,44 78,43
0,60° 4,20 0,91

MS/4 52! 31 64
48,347 38,62 60,05
0,283 1,50 0,26

Qui-quadrado (x%): 20,34 Probabilidade: 0,002

'FO: frequéncia observada; * FE: frequéncia esperada; ° CQ: valor do qui-quadrado.
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Tabela 11. Teste de qui-quadrado para numero de gemas/nés em funcao dos
periodos de avaliagdo nas plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro

(Dioscorea rotundata Poir.).

Periodos de avaliacdo (dias) Frequéncia
30 87
60 137
90 140
120 226
Qui-quadrado (x): 67,72 Probabilidade: 0,000

Em maga, Erig et al. (2004), obtiveram os melhores resultados para o
nimero médio de gemas utilizando o meio de cultura MS solidificado com 6 g L™
agar (testemunha) ou sua substituicdo parcial pelo amido de milho. No entanto,
Silveira et al. (2001) conseguiram as melhores respostas no cultivo de porta-
enxertos do género Prunus, para variavel nUmero de gemas, nos meios de cultura
MS normal e com concentracéo de sais reduzida para 3/4 MS.

No presente trabalho, ao final do experimento foi possivel constatar que a
combinacdo do meio de cultura MS/3 + 9 g L™ de &gar foi a que apresentou a
maior percentagem de plantas sobreviventes (93%). Nenhum dos tratamentos
estudados apresentaram contaminacdo, jA& o meio de cultura contendo a
concentracdo normal de sais e vitaminas do MS + 9 g L™ de &gar apresentou uma
percentagem de oxidac&o de 33%. Ahmed e Anjum (2010), estudando a cultura in
vitro da péra (Pyrus sp.), observaram boas taxas de sobrevivéncia com a reducao
de sais por um periodo de seis meses, sendo que apoOs esse periodo foi
observada a morte das brotacdes devido a escassez de nutrientes no meio de
cultivo. Este mesmo resultado foi observado no presente estudo onde foi
constatada uma alta taxa de sobrevivéncia por um periodo de quatro meses. ApGs
esse periodo, observou-se que as plantas comecaram a morrer, devido a caréncia

dos nutrientes fornecidos através do meio de cultivo.

CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstram a viabilidade da técnica do
cultivo in vitro para a producdo de mudas do Inhame da Costa, onde pode-se

concluir que:
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A reducado da concentracdo dos sais e vitaminas no meio de cultura MS
para 1/3 com adicdo de 7 g L™ de &gar foi mais eficiente para o desenvolvimento
das plantas in vitro aos 120 dias.
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MICROPROPAGACAO DE INHAME DA COSTA (Dioscorea rotundata POIR.)
SOB DIFERENTES CONCENTRACOES DE BAP EM DOIS MEIOS DE
CULTURA!

! Artigo a ser ajustado e submetido ao Comité Editorial do periédico cientifico Ciéncia e
Agrotecnologia.
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Resumo - A multiplicacdo do inhame ocorre vegetativamente através das tuberas
sementes inteiras ou por parte das tuberas semente. A brotacado desuniforme tem
acarretado perdas consideraveis aos produtores devido a morte dos tubérculos. A
micropropagacao apresenta varias vantagens sobre os métodos convencionais de
propagacao, pois permite a obtencdo de um grande numero de mudas em um
curto periodo de tempo e em espaco fisico reduzido. Nesse sentido, este trabalho
teve como objetivo avaliar o desenvolvimento in vitro do inhame nos meios MS e
MS com modificacbes em diferentes concentracbes de BAP. Gemas laterais
retiradas de brotos originados de tuberas semente cultivadas em areia lavada
foram estabelecidas in vitro em meio de cultura contendo sais e vitaminas do MS,
suplementado com 100 mg L™ de inositol, 20 mg L™ de cisteina, 0,20 mg L™ de
ANA, 0,15 mg L™ de BAP, 0,08 mg L™ de GA3, 30 g L™ de sacarose e 7,5 g L™ de
agar e cultivados em sala de crescimento sob temperatura de 27 + 1 °C,
densidade de fluxo de fétons de 30 pmol.m?.s™ e fotoperiodo de 16 horas,
durante 90 dias, posteriormente as plantas geradas foram seccionadas em
microestacas. Para, isso microestacas provenientes da fase de estabelecimento
foram inoculadas nos meios de cultura: MS1 (sais e vitaminas do MS) e MS2
(MS1 acrescido com 100 mg L™ de inositol, 20 mg L™ de cisteina, 0,20 mg L™ de
ANA, 0,08 mg L™ de GA3), com diferentes concentracées de BAP (0; 0,05; 0,15;
0,45; 1,35 e 4,05 mg L™) suplementados com 30 g L™ de sacarose, solidificados
com 7,5 g L™ de 4gar e pH ajustado para 5,8. Aos 30, 60, 90 e 120 dias foram
avaliados altura de planta, namero de folhas, brotos, raizes, n6és e gemas/nos,
percentagem de plantas sobreviventes, de contaminacédo e de oxidacdo. Os
resultados obtidos demonstram ser viavel a técnica da multiplicacédo in vitro da
espécie em estudo por 120 dias em meio de cultura MS2 suplementado com 0,00
ou 0,05 mg L™ de BAP.

Palavras chave: Multiplicacao, BAP, plantas in vitro.



MICROPROPAGATION YAM COAST (Dioscorea rotundata Poir.) UNDER
DIFFERENT CONCENTRATIONS OF BAP ON TWO CULTURE MEDIUM
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Abstract - The multiplication of yam happens vegetatively through tuber-seeds
whole or part of the tuber-seeds. The uneven budding has caused considerable
losses to producers due to the death of the tubers. The micropropagation has
many advantages over the conventional methods of propagation, because it
allows obtaining a large number of plants in a short period of time and space
reduced. In this sense, this study aimed to evaluate the in vitro development of
yam in the medium MS and MS with modifications in different concentrations of
BAP. Lateral buds withdrawals of sprouts originated from tubers seed grown in
washed sand were established in vitro culture medium containing salts and
vitamins of MS medium supplemented with 100 mg L™ of Inositol, 20 mg L™ of
cysteine, 0,20 mg L™* NAA, 0,15 mg L™ BA, 0,08 mg L™ of GAs, 30g L™ sucrose
and 7,5 g L™ of agar and grown in a growth room under a temperature of 27 + 1 ©
C, density of photon flux of 30 umol m?2.s™ and photoperiod of 16 hours, during 90
days, later the plants generated were fragmented in microcuttings. For, that this
microcuttings establishment phase were inoculated in culture medium: MS1 (MS
salts and vitamins) and MS2 (MS1 plus 100 mg L™ inositol, 20 mg L™ cysteine,
0.20 mg L™ NAA, 0.08 mg L-1 GAs) with different concentrations of BA (0, 0.05,
0.15, 0.45, 1.35 and 4.05 mg L™) supplemented 30 g L™ sucrose, solidified with
7.5 g L agar and pH adjusted to 5.8. At 30, 60, 90 and 120 days were evaluated:
plant height, number of leaves, shoots, roots, buds and buds/node percentage of
surviving plants, contamination and oxidation. The results show the technique is
viable in vitro multiplication of the species under study for 120 days in culture
medium supplemented with MS2 0.00 or 0.05 mg L™ BAP.

Key Words: Multiplication, BA, in vitro plants.
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INTRODUCAO

O inhame é uma planta monocotiledénea da familia das Dioscoreaceae,
herbacea, trepadeira, pertencente ao género Dioscorea, que produz tuberas ricas
em diversas vitaminas do complexo B, vitamina A, Vitamina C e carboidratos, o
qual é a principal reserva energética dos vegetais, como também a principal fonte
de carboidratos na dieta humana, além de aprecidveis teores de proteina e de
gordura (OLIVEIRA et al., 2007).

Nacionalmente, o nordeste é o maior produtor de inhame, sendo o Estado
da Paraiba responsavel pela maior producéo, seguido por Pernambuco e Babhia.
Os trés estados juntos sdo responsaveis por 90% da producdo nacional
(SANTOS, 2002). A cultura do inhame alcanga no Nordeste brasileiro grande
importancia socio-econdmica, e suas tuberas podera contribuir na solucdo do
problema da demanda reprimida de alimentos, como também na geracdo de
emprego e renda aos pequenos produtores (OLIVEIRA, 2002).

A multiplicacdo do inhame ocorre vegetativamente através das tuberas-
sementes inteiras ou por parte das tuberas-semente. A brotacdo desuniforme tem
acarretado perdas consideraveis aos produtores, devido a morte dos tubérculos,
ocasionada por ataques de insetos e de patdgenos no solo e pelas intempéries
gue danificam as gemas de brotagdo (SANTOS, 1998).

A micropropagacdo apresenta Vvarias vantagens sobre os métodos
convencionais de propagacéao, pois permite a obtencdo de um grande numero de
mudas em um curto periodo de tempo e em espaco fisico reduzido, além de
possibilitar a producéo de plantas isentas de patégenos (TORRES et al., 1998).
As técnicas de cultura de tecidos vegetais e a producdo de microtubérculos in
vitro, também sdo alternativas interessantes, em relacdo aos métodos
convencionais, adotadas para diferentes espécies de Dioscorea, uma vez que
ajudam a resolver, a propagacdo vegetativa e a conservacdo de germoplasma
(JEAN; CAPPADOCIA, 1991).

Na multiplicagdo in vitro, os fatores concentragdo de citocinina e tipo de
meio usado sdo extremamente importantes para obter bons resultados. Varios
meios basicos tém sido utilizados na multiplicagdo de plantas, sendo que a

maioria se baseia no meio MS (Murashige e Skoog, 1962).
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As citocininas séo utilizadas em cultura de tecidos para estimular a divisao
celular e atuam, consequentemente, no processo de morfogénese (GEORGE,
1996). Das citocininas comercialmente disponiveis, o BAP é a que, em geral,
apresenta melhores resultados (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Segundo
Krikorian (1991), o BAP € muito utilizado por causa de sua eficiéncia e baixo custo
em relagdo as outras citocininas e, de acordo com Hu e Wang (1983), induz a
formacdo de grande numero de brotos e alta taxa de multiplicacdo em muitos
sistemas de micropropagacao.

Diante desse contexto o presente trabalho teve por objetivo avaliar o
desenvolvimento in vitro do inhame nos meios MS e MS com modificacbes em

diferentes concentracdes de BAP.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Cultura de Tecidos da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas, BA. Tuberas de Inhame da
Costa (Dioscorea rotundata Poir.) foram tratadas com os fungicidas Furadan (3
mL L™?) e Ridomil (2 g L™) por 10 minutos, apds esse tratamento as t(beras foram
colocadas em um ambiente fresco para secar por dois dias. Posteriormente,
foram seccionadas em quatros partes e estabelecidas em bandejas de polietileno
contendo areia lavada para germinagao.

Depois de 70 dias do plantio, as plantas formadas foram cortadas em
pedacos de 2 cm contendo gemas apicais ou laterais, e colocadas em recipiente
com agua destilada. Em condi¢cbes assépticas os explantes foram desinfestados
com alcool 70% por quatro minutos e hipoclorito de sodio 60% contendo 1% de
cloro ativo com duas gotas de Tween-20, por oito minutos, seguido da tripla

lavagem em agua destilada autoclavada.
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Estabelecimento in vitro

Os explantes desinfestados em condigBes assépticas foram reduzidos e
inoculados em tubos de ensaio contendo aproximadamente 10 mL do meio de
cultura constituido de sais e vitaminas do MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
acrescido de 100 mg L™ de inositol, 20 mg L™ de cisteina, 0,20 mg L™ de acido
naftalenoacético (ANA), 0,15 mg L™ de benzilaminopurina (BAP), 0,08 mg L™ de
acido giberélico (GA3), 30 g L™ de sacarose, solidificado com 7,5 g L™ de agar e
pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem. O meio utilizado na fase de
estabelecimento foi desenvolvido pelo International Institute of Tropical Agriculture
(IITA), porém foram feitas modificacdes para adequar as necessidades da espécie
em estudo. Os tubos foram mantidos em sala de crescimento, sob condi¢cbes de
temperatura de 27 + 1 °C, densidade de fluxo de fétons de 30 umol m?.s™ e
fotoperiodo de 16 horas, durante 90 dias para servirem de fontes de explantes

para o estabelecimento dos experimentos.
Estudo das concentracdes de BAP

Microestacas provenientes da fase de estabelecimento com
aproximadamente 1 cm de tamanho foram inoculadas em tubos de ensaio com
dois tipos de meio de cultura; M1- Sais e vitaminas do MS com diferentes
concentracbes de BAP (0; 0,05; 0,15; 0,45; 1,35 e 4,05) suplementados com 30 g
L™ de sacarose, solidificados com 7,5 g L™ de &gar e pH ajustados em 5,8 antes
da autoclavagem. E o meio de cultura M2- sais e vitaminas do meio MS,
acrescido de 100 mg L™ de Inositol, 20 mg L™ de cisteina, 0,20 mg L™ de &cido
naftalenoacético (ANA), 0,08 mg L™ de &cido giberélico (GAs), com diferentes
concentracdes de BAP (mesmas doses do M1) suplementados com 30 g L™ de
sacarose, solidificados com 7,5 g L™ de agar e pH ajustados em 5,8 antes da
autoclavagem. As culturas foram mantidas em sala de crescimento, sob
condicdes de temperatura de 27+£1°C, densidade de fluxo fétons de 30 pmol m?s
! e fotoperiodo de 16 horas.

Aos 30, 60, 90 e 120 dias ap0s a inoculacao, avaliaram-se a altura da
planta [AP (cm)], nimero de folhas (NF), de raizes (NR), de broto (NB), de no6
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(NN) e de gema por n6 (NGN), percentagem de plantas sobreviventes, de
contaminacgao e de oxidagao.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2x6 (2 tipos de meio de cultura e 6 concentracdes de BAP) com
16 repeticdes por tratamento e quatro periodos de avaliagao.

A variavel altura da planta foi submetida a andlise da variancia
considerando o delineamento inteiramente casualizado em esquema de parcelas
subdivididas no tempo, em que a parcela foi composta pelos tratamentos e a
subparcela composta pelas épocas de avaliagdo e suas interacdbes com 0s
tratamentos da parcela. As médias das concentragcbes do meio MS foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as médias das
concentracfes de BAP foram ajustados modelos de regressao polinomial. Ja para
as médias dos periodos de avaliacdo foram ajustados modelos de regressao
linear.

As variaveis numeros de folhas, de raizes, de brotos, de nés e niumero de
gemas por nés, percentagem de plantas sobreviventes, de contaminacdo e de
oxidacao foram analisados pelo teste de igualdade de proporgéao de qui-quadrado
o).

A analise de variancia foi realizada com auxilio do programa estatistico
Sisvar Ferreira (2010) e o teste ndo paramétrico de qui-quadrado foi realizado
com auxilio do programa SAS — Statistical Analysis System (SAS INSTITUTE,
2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a analise de variancia (Tabela 1), a plantas diferiram
significativamente quanto ao meio de cultura (MC), concentracdes de BAP (CB), e
periodos de avaliacdo (PA). As interacbes MC x CB, MC x TE e CB x TE,

apresentaram significancia para a variavel altura de plantas.
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Tabela 1. Resumo da analise de variancia para altura de planta, em cm, em
funcd@o do meio de cultura, concentragdes de BAP e periodos de avaliacdo para o
Inhame da Costa cultivadas in vitro.

FV GL QM
Altura de planta
Meios de cultura (MC) 1 37,90**
ConcentragdOes de BAP (CB) 5 34,30**
Periodos de avaliacéo (PA) 3 56,82**
Erro 1 172 1,30
MC x CB 5 4,09 **
MC x PA 3 2,85 **
CB x PA 15 3,05 **
MC x CB x PA 15 0,44
Erro 2 500 0,17
CV (%) 20,25
Média Geral 2,06

** gignificativo a 1% de probabilidade pelo teste de F. ™ n&o significativo a 5% de probabilidade.

Ao comparar as concentracdes de BAP em funcdo dos meios de cultura,
verificou-se que a concentracdo de 0,00 mg L™ de BAP proporcionou os melhores
resultados para a altura de plantas, com valores de 2,27 e 3,04 cm para 0S meios
MS1 e MS2, respectivamente (Figura 1). A partir da concentracdo de 1,35 mg L™
de BAP as plantas de inhame ndo apresentaram uma boa resposta in vitro para
0S meios MS2 e MS1. Assim 79 e 73% da variancia foram explicadas pelo modelo
quadratico da regressao (Figura 2). Esse contrasta com de Malaurie et al. (1995)
onde em meio MS com a combinacéo de 0,20 mg L™ BAP + ANA 1,0 mg L™,
promoveu as maiores percentagens de enraizamento (81%) e desenvolvimento

da parte aérea (73%) em D. cayenensis, complexo D. rotundata e D. praehensilis.
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Figura 1. Plantas de inhame com 120 dias do cultivo in vitro em meio MS2 + 0,05
mg L™ de BAP (A), e em meio de cultura MS1 + 0,00 mg L™ de BAP (B).

3.50 MS1— §* = 2.1874- 0.7782x + 0.1346x
3.00 I-. R2=73.44%
MS2- §** = 2.7665- 0.9829x + 0.1603x2
__ 250 R2=79.98%
§ 200 n
g
51504 ¢
<<
1.00 1
0.50 -
0.00

0.00 045 0.90 1.35 1.80 2.25 2.70 3.15 3.60 4.05
concentracdes de BAPmgL-!

4 MS1 FMS2

Figura 2. Efeito das concentracdes de BAP em funcdo dos meios de cultura MS1

e MS2 na altura de plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro.

Antonio et al. (2012) estudando o cultivo de D. remotiflora (Kunth),
constataram que a cinetina foi mais adequada que o BAP para a formacédo de
brotos, numero de nds, numero de folhas e altura das plantas em meio de cultura
MS. Behera et al. (2008) relataram que para D. hispida a combinacdo de 2,0 mg
L' BAP + 0,5 mg L™ de ANA em meio MS, promoveu uma resposta 6tima com
comprimento da parte aérea de 5,0 £ 0,29 cm por explante.

Ao analisar os meios de cultura em funcdo dos periodos de avaliagédo foi
possivel verificar que aos 30 dias de cultivo in vitro ndo houve diferenca
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estatistica entre os meios avaliados. Porém, a partir dos 60 dias de cultivo, 0 meio
de cultura MS2 foi 0 mais eficiente para promover aumento na altura das plantas
de inhame (Tabela 2). Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por
Ahanhanzo et al. (2010) que observaram aumentos na altura de plantas,
cultivadas in vitro, do inhame da variedade Kounondakou, depois dos 30 dias de

cultivo.

Tabela 2. Valores médios de altura de plantas em cm, de inhame da Costa em
funcdo dos meios de cultura MS1 e MS2 e os periodos de avaliacdo nas plantas
de inhame da Costa cultivadas in vitro (Dioscorea rotundata Poir.).

Meios de cultura Periodos de Avaliacao (dias)
30 60 90 120

MS1 1,31a 1,65b 2,02b 2,34b

MS2 1,51a 2,00a 2,52a 3,13a

Médias seguidas pelas mesmas letras mindscula nas colunas, ndo diferem entre si ao nivel de 5%

de probabilidade pelo teste de Tukey.

Para altura de plantas, os resultados mostraram que tanto na auséncia
como com a utilizacdo de 0,05 mg L™ de BAP nos meios de cultura, as maiores
médias (3,73 e 3,76 cm, respectivamente) foram obtidas aos 120 dias de cultivo.
No entanto, vale ressaltar que é necessario a utilizacdo da concentracéo ideal de
BAP para ndo prejudicar o desenvolvimento das plantas. Esse regulador de
crescimento ndo deve ser adicionado em grande quantidade, uma vez que, a
partir da utilizacéo da concentracdo de 1,35 mg L™ de BAP, obseva-se prejuizos
ao desenvolvimento das plantas, como foi observado aos 120 dias de cultivo in
vitro (Figura 3).
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Figura 3. Efeito dos periodos de avaliacdo em funcéo das concentracdes de BAP

na altura de plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro.

Madeira et al. (2005), ao estudar o efeito do BAP no meio B5 em
mandioquinha perceberam que a medida que se elevou a concentracdo de BAP
para 0,40 mg L™, observou-se a formagéo de plantas com menor altura, porém
com maior numero de brotacdes. Para Chen et al. (2007), o meio MS contendo
apenas o regulador de crescimento BAP promoveu uma maior taxa de inducéo de
brotacBes e altura da parte aérea para D. nipponica, utilizando-se a concentracao
de até 2,0 mg L. Nesse caso, ao aumentar essa concentracdo para 4,0 mg L™ de
BAP, houve uma menor taxa de brotacbes. De acordo com o0s resultados
apresentados no presente trabalho, a menor concentracdo do BAP utilizada
favoreceu o aumento da multiplicacéo, provavelmente por constituir um balanco
hormonal mais adequado.

Observou-se que o meio MS2 + 0,05 mg L™ de BAP foi o que contribuiu de
forma mais favoravel para o nimero de folhas. J4 0 meio MS1 + 1,35 mg L™ BAP
teve uma contribuicdo negativa no numero de folhas das plantas de inhame da

Costa cultivadas in vitro (Tabela 3).
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Tabela 3. Teste de qui-quadrado, frequéncia observada (fo), frequéncia esperada
(fe) e contribuicdo para o valor de qui-quadrado (cq) do numero de folhas em
funcdo do meio de cultura e das concentracdes de BAP em plantas de inhame da

Costa (Dioscorea rotundata Poir.) cultivadas in vitro.

Meio de cultura Concentracées de BAP (mg L™)
0,00 0,05 0,15 0,45 1,35 4,05
MS1 3461 284 271 309 100 60
302,84> 340,42 262,94 259,74 159,60 49,87
6,15° 9,35 0,25 9,34 22,26 2,06
MS2 4131 569 388 342 300 65
456,16° 512,78 396,06 391,26 240,40 75,13
4,08% 6,21 0,16 6,20 14,76 1,37
Qui-quadrado (y%): 95,76 Probabilidade: 0,000

' FO: frequéncia observada; * FE: frequéncia esperada; ° CQ: valor do qui-quadrado

Quando avaliou-se as concentracGes de BAP de forma isolada, averiguou-
se que, com 0,00 mg L de BAP, a formacdo de folhas respondeu de forma
positiva aos 120 dias de cultivo in vitro (Tabela 4). Comportamento contrario foi
observado por de Ahanhanzo et al. (2010), que observaram que 0,5 mg L™ de
BAP no meio de cultura MS induziu um aumento significativo no numero de folhas

para os gendétipos de inhame Kounondakou e Gnon-boya.
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Tabela 4. Teste de qui-quadrado, frequéncia observada (fo), frequéncia esperada
(fe) e contribuicdo para o valor de qui-quadrado (cq) do numero de folhas em
funcdo das concentracbes de BAP e dos periodos de avaliagdo em plantas de

inhame da Costa (Dioscorea rotundata Poir.) cultivadas in vitro.

Concentracfes de BAP Periodos de avaliacao (dias)

30 60 90 120

0,0 48* 113 210 388
51,17 133,08 221,14 353,61

0,20° 3,03 0,57 3,34

0,05 61! 159 240 393
57,522 149,60 248,59 397,05

0,21° 0,59 0,30 0,05

0,15 51! 124 192 292
44,432 115,55 192,01 307,02

0,97° 0,62 0,02 0,73

0,45 44} 120 189 298
43,892 114,14 189,68 303,29

0,00° 0,30 0,00 0,09

1,35 21 71 130 178
26,97 70,14 116,54 186,35

1,32 0,01 1,55 0,37

4,05 8 19 37 61
8,43 21,92 36,42 58,24

0,02 0,39 0,00 0,13

Qui-quadrado (x%): 36,70 Probabilidade: 0,005

' FO: frequéncia observada; * FE: frequéncia esperada; ° CQ: valor do qui-quadrado

As plantas que foram cultivadas no tratamento que continham MS2+ 0,05
mg L de BAP apresentaram as maiores médias de nimero de raizes quando
comparadas ao meio MS1 + 0,00 mg L™ de BAP , no entanto o meio MS1 sem a
adicao do regulador de crescimento contribuiu de forma negativa na formagéo de
raizes (Tabela 5). Ao comparar a frequéncia do numero de raizes em funcdo dos
periodos de avaliagdo foram encontrados os maiores valores aos 120 dias do
cultivo in vitro (Tabela 6). Esses resultados divergem de Malaurie et al. (1995)
onde 0 meio MS com a combinacédo de 0,09 mg L™ de BAP + 0,50 mg L™ de ANA
aumentaram significativamente a producdo de raizes aos 3 meses de idade na

micropropagacao do complexo D. cayenensis, D. rotundata e D. praehensilis.
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Tabela 5. Teste de qui-quadrado, frequéncia observada (fo), frequéncia esperada
(fe) e contribuicdo para o valor de qui-quadrado (cq) do numero de raizes em
funcdo do meio de cultura e das concentracbes de BAP em plantas de inhame da

Costa (Dioscorea rotundata Poir.) cultivadas in vitro .

Meio de cultura Concentraces de BAP (mg L™Y)

0,00 0,05 0,15 0,45 1,35 4,05

MS1 75 223 162 211 35 7
152,277 212,79 166,53 155,35 22,74 5,78
39,21° 0,49 0,12 19,93 6,61 0,26

MS?2 320" 329 270 192 24 8
242,732 329,21 26547 247,65 36,26 9,22
24,60° 0,31 0,07 12,51 4,14 0,16

Qw quadrado (y?): 114, 78 Probabilidade: 0,000

TFO: frequéncia observada; * FE: frequéncia esperada; ° CQ: valor do qui-quadrado

Tabela 6. Teste de qui-quadrado para numero de raizes em funcéo dos periodos
de avaliacdo em plantas de inhame da Costa (Dioscorea rotundata Poir.)

cultivadas in vitro.

Periodos de avaliacdo (dias) Frequéncia
30 78
60 307
90 587
120 888
Qui-quadrado (y%): 792,77 Probabilidade: 0,000

De acordo com Ahanhanzo et al. (2010) ndo foi observada a formacéo de
raizes na presenca das citocininas (BAP ou zeatina), em genétipos de inhame
(Dioscorea spp.). Em D. alata Royero et al. (2007) observaram ainda que, em
meio de cultura MS, a formacdo das raizes ndo foi favorecida possivelmente
devido a alta concentracdo de BAP (2 mg L ™) usada.

Mahesh et al. (2010) estudando a micropropagacdo em D. wightii,
revelaram que a percentagem de inducdo de raizes diminui com adicdo de
citocininas no meio de cultura, enquanto que o numero de gemas axilares
anormais aumentou usando altos niveis desses reguladores de crescimento. Em

contraste ao resultado anterior, a adicdo de AIB tem mostrados melhores efeitos
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sobre a percentagem de enraizamento e numero de raizes por segmento em D.
oppositifolia e D. pentaphylla (POORNIMA; RAVISHANKAR 2007).

Segundo Souza e Pereira (2007), o desenvolvimento do sistema radicular a
partir da formacado de raizes adventicias em plantas propagadas vegetativamente
sob condi¢des in vitro ou in vivo, € um processo de grande complexidade e

envolve diversos fatores que ainda ndo estdo completamente elucidados.
O teste de qui-quadrado (XZ), nao evidenciou diferencas significativas entre
as interacdes MC x CB XTE para a variavel numero de brotos. Sendo possivel

observar que o meio MS2 apresentou a formag¢éo de um maior nimero de brotos,

quando comparado ao meio MS1 (Tabela 7).

Tabela 7. Teste de qui-quadrado para numero de brotos em funcéo do tipo de
meio de cultura em plantas de inhame da Costa (Dioscorea rotundata Poir.)

cultivadas in vitro.

Meio de cultura Frequéncia
MS1 399
MS?2 487
Qui-quadrado (y?): 8,74 Probabilidade: 0,003

No intervalo de 0,00 — 0,15 mg L™ de BAP houve um efeito satisfatério na
formacdo de brotos para o cultivo das plantas de inhame in vitro, e a medida que
foi aumentando a concentracdo de BAP a frequéncia de brotos foi decrescendo
(Tabelas 8). Ao comparar a frequéncia do namero de brotos em funcédo dos
periodos de avaliacéo foi possivel constatar os maiores valores aos 120 dias do
cultivo in vitro (Tabela 9). Geralmente, o nimero de brotacdes é inibido com o
aumento da concentragdo de BAP no meio de cultura. Isso ocorre porque, em
alguns casos, o aumento da concentracdo da citocinina induz a um aumento do
namero de brotacbes formadas por explante, as quais competem entre si pela

absorcéo de sais minerais e vitaminas do meio de cultura (ROCHA et al., 2007).
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Tabela 8. Teste de qui-quadrado para numero de brotos em funcdo das
concentracbes de BAP em plantas de inhame da Costa (Dioscorea rotundata

Poir.) cultivadas in vitro.

Concentracdes de BAP (mg L™ Frequéncia
0,00 156
0,05 158
0,15 160
0,45 148
1,35 147
4,05 116
Qui-quadrado (y?): 155,86 Probabilidade: 0,000

Tabela 9. Teste de qui-quadrado para numero de brotos em fungcédo dos periodos
de avaliacdo em plantas de inhame da Costa (Dioscorea rotundata Poir.)

cultivadas in vitro.

Periodos de avaliacdo (dias) Frequéncia
30 183
60 204
90 225
120 274
Qui-quadrado (x°): 20,57 Probabilidade: 0,000

Tratamentos em concentracdes menores de BAP s&o os mais indicados
para serem adicionados ao meio de cultura devido a maior facilidade de
individualizac&o dos brotos (MACEDO et al., 2003). De forma semelhante, Shin et
al. (2004) relataram que a combinagao entre BAP e ANA desempenha importante
papel para a propagacado in vitro de explante nodal para inducédo de brotacGes
multiplas, em D. opposita sendo o meio MS suplementado com 1,0 mg L™ de
ANA e 0,5 -1,0 mg L™ de BAP é o melhor para a inducdo de brotacdes multiplas .

Resultados satisfatorios foram obtidos por Costa et al. (2007) estudando o
efeito da multiplicagcéo in vitro de bananeira, que obtiveram melhores resultados
para altura das brotagées utilizando-se 0 e 2 mg L™ de BAP com altura de 4,6 e
3,0 cm respectivamente e para as concentracdes de 4 e 6 mg L™ de BAP a altura
das brotacdes regeneradas foram 2,5 e 2,3 repectivamente.

Da mesma forma, Silva et al. (2002) estudando o efeito do BAP em
abacaxizeiro, perceberam que a aplicagdo de BAP aumentou o numero total de

brotos até a concentragcdo maxima de 2,52 mg L™, a partir dessa concentracdo
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houve um efeito negativo. Esses resultados contrastam com os de Ribeiro et
al.(2008) que encontraram o maior numero de brotos (3,5 em meio MS na
presenca de 5 mg L? de BAP em copo-de-leite (Zantedeschia aethiopica L.
Spreng). Ja para Royero et al. (2007) a maior média de brotos (4,92) por explante
foi obtida no meio MS suplementado com 0,5 mg L™ de BAP em D. alata.

Adeniyil et al. (2008) relataram a regeneracdo de plantas a partir de gemas
e apices caulinares de D. rotundata e D. alata em meio MS + 0,01 mg L™ de ANA
+ 0,045 mg L™ de BAP com 75% de inducao das brotacées. Malaurie et al. (1995)
ja haviam relatado diferencas entre as auxinas e niveis de citocininas em D.
praehensilis, e no complexo D. cayenensis - D. rotundata. E provavel que os
diferentes géneros e espécies tenham diferente exigéncia de horménios para
regeneracao otima.

A maior percentagem de explantes brotados (80%) foi obtida em meio MS
+ 0,1 mg L™ de BAP. Concentracdes de BAP superiores a 1,0 mg L™ podem ter
causado um efeito fitotbxico nos explantes, e por isso, a percentagem de
brotacdes foi significativamente menor quando comparada ao resultado obtido em
0,1 mg L de BAP (SOUZA et al., 2011). Cabrera et al. (2003), no estudo da
micropropagacao de D. rotundata Poir, observaram que o meio de cultura MS + 1
mg L™ BAP atingiu um nimero médio 2,66 brotos por explante.

Alguns autores relatam que o BAP, por ter um efeito mais expressivo na
multiplicacédo in vitro quando comparado as outras citocininas, pode apresentar
fitotoxicidade em algumas espécies quando utilizado em concentracdes
relativamente altas, acarretando um efeito negativo quando o objetivo € a inducao
de multiplos brotos (PASQUAL, 2001; SOUZA et al., 2007).

Em estudos realizados por Chen et al. (2003), Kadota e Niimi (2004) e
Poornima e Ravishankar (2007), sobre o efeito do BAP na multiplicacéo in vitro de
D. zingiberebsis, D. japonica, D. oppositifolia e D. pentaphylla, respectivamente,
0s autores observaram que melhores respostas, quanto a multiplicacéo in vitro,
também ocorreram quando menores concentracdes dessa citocinina foram
adicionadas ao meio de cultura, corroborando com os resultados obtidos neste
trabalho.

A determinacdo de uma concentracdo maxima vem sendo relatada em
varios trabalhos, a partir da qual se observa um decréscimo no numero de

brotacbes, como o que foi observado nesse trabalho utilizando-se uma
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concentracdo de 1,35 mg L™*. (PASQUAL; HOSHIKA, 1992; POORNIMA;
RAVISHANKAR, 2007; ROYERO et al., 2007). O efeito negativo se d4,
provavelmente, pela fitotoxidez causada pelo regulador de crescimento e,
portanto, o ajuste dos protocolos deve buscar as melhores concentracées (RECH
FILHO et al., 2005).

Para a variavel nimero de nés, o meio de cultura MS2 + 0,05 mg L™ de
BAP foi o que promoveu a melhor contribuicdo na formacdo do niumero de ndés em
plantas de inhame cultivadas in vitro, apresentando resultados superiores em
relacdo aos demais tratamentos estudados. JA o meio de cultura MS1 na
concentracédo de 0,05 de BAP né&o contribuiu de forma positiva na formag¢ao do
ndamero de nos em plantas de inhame cultivadas in vitro (Tabelas 10). A maior
frequéncia do niumero de nés foi observada aos 120 dias de cultivo in vitro nas
plantas de Inhame da Costa (Tabela 11).

Este resultando estd de acordo com Antonio et al. (2012) que, ao
estudarem o efeito dos meios de cultura: MS, B5 e WPM em D. remotiflora,
observaram que o meio MS formou o maior niumero médio de brotos (2,0),
namero de nés (2,9) e numero de folhas por segmento (5,2), bem como o maior
comprimento da parte aérea (2,4 cm).

Tabela 10. Teste de qui-quadrado, frequéncia observada (fo), frequéncia esperada
(fe) e contribuicdo para o valor de qui-quadrado (cq) do numero de nés em funcao
do meio de cultura e das concentracdes de BAP em plantas de inhame da Costa

(Dioscorea rotundata Poir.) cultivadas in vitro .

Meio de cultura Concentra¢cfes de BAP (mg L'l)
0,00 0,05 0,15 0,45 1,35 4,05
MS1 138! 115 85 119 37 25
129,56° 139,50 81,71 93,86 50,06 16,56
0,55° 4,30 0,13 2,76 3,41 4,30
MS2 2141 264 137 145 99 20
222,44% 23950 140,29 161,10 85,94 28,44
0,323 2,51 0,07 1,62 1,98 2,50
Qui-quadrado (x%): 27,90 Probabilidade: 0,000

'FO: frequéncia observada; * FE: frequéncia esperada; ° CQ: valor do qui-quadrado
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Tabela 11. Teste de qui-quadrado para numero de nos em funcdo dos periodos
de avaliacdo em plantas de inhame da Costa (Dioscorea rotundata Poir.)

cultivadas in vitro.

Periodos de avaliacdo (dias) Frequéncia
30 135
60 212
90 374
120 670
Qui-quadrado (3%): 483,75 Probabilidade: 0,000

Em trabalho realizado com segmentos nodais de D. oppositifolia, Behera et
al. (2009) notaram uma alta taxa de proliferacdo de brotos utilizando duas
citocininas de uma so6 vez (cinetina e BAP), combinadas com ANA em meio de
cultura MS. Admite-se que estas diferentes expressdes morfogenéticas podem
ser reflexos da natureza e do grau de diferenciacdo dos tecidos testados
(TORRES et al.,1999). Além disso, a inducdo e expressdo das possiveis
respostas morfogenéticas em culturas de células, tecidos e orgaos in vitro, sdo
dependentes de fatores externos, quimicos e fisicos, como o meio de cultura,
concentracbes dos reguladores de crescimento vegetais além das condi¢des de
cultivo como temperatura e luminosidade e também de fatores inerentes ao
material vegetal, como os hereditarios ou genéticos e o estado fisiolégico da
planta méae doadora do explante (GRATTAPAGLIA; MACHADO 1998)

O meio MS2 + 0,05 mg L™ de BAP proporcionou resultados significativos na
formacdo de gemas/nd, ja o meio MS2 suplementado com 0,45 mg L™ de BAP
nao respondeu de forma favoravel a essa caracteristica (Tabelas 12). Ao
comparar a frequéncia do namero de gemas/né em funcdo dos periodos de
avaliacao foi possivel verificar os maiores valores aos 120 dias do cultivo in vitro
(Tabela 13). Esses resultados discordam com os de Souza et al. (2011) quando
adicionaram 3,0 mg L™ de BAP ao meio de multiplicagdo MS e ndo observaram
desenvolvimento de gemas in vitro para D. multiflora, ou seja, a concentracéo de
3,0 mg L™ de BAP parece ter se tornado um fator limitante no desenvolvimento
das gemas. Alguns estudos no género Dioscorea tém mostrado que o BAP é
melhor que a cinetina na indu¢cdo de um maior nimero de gemas (POORNIMA,;
RAVISHANKAR, 2007; YAN et al., 2011).
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Tabela 12. Teste de qui-quadrado, frequéncia observada (fo), frequéncia
esperada (fe) e contribuicdo para o valor de qui-quadrado (cq) do numero de
gemas/nd em funcdo do meio de cultura e das concentracdes de BAP em plantas

de inhame da Costa (Dioscorea rotundata Poir.) cultivadas in vitro.

Meio de cultura Concentracdes de BAP (mg L™)
0,00 0,05 0,15 0,45 1,35 4,05
MS1 96" 83 58 77 32 20
88,892 89,28 65,21 67,93 40,76 15,14
0,57° 0,44 0,80 1,21 1,88 1,56
MS2 133! 147 110 08 73 19
140,11> 140,72 102,78 10707 6424 23,86
0,36° 0,28 0,51 0,77 1,19 0,99
Qui-quadrado (XZ):13,71 Probabilidade: 0,033

TFO: frequéncia observada; * FE: frequéncia esperada; ° CQ: valor do qui-quadrado

Tabela 13. Teste de qui-quadrado para numero de gemas/nés em funcdo dos
periodos de avaliacdo em plantas de inhame da Costa (Dioscorea rotundata Poir.)

cultivadas in vitro.

Periodos de avaliacao (dias) Frequéncia
30 139
60 200
90 264
120 345
Qui-quadrado (x*): 98,59 Probabilidade: 0,000

Silveira et al. (2001) obtiveram as melhores respostas para o nimero de
gemas no estudo de porta-enxertos do género Prunus no meio de cultura MS +
0,34 mg L™* BAP. Os meios ricos em sais dificultam a proliferacdo de gemas e
este fato se agrava ainda mais quando maiores concentracdes de BAP forem
adicionadas aos meios de cultura.

Uma caracteristica importante a ser observada durante a micropropagacao
refere-se ao tamanho do explante, pois explantes pequenos, normalmente
apresentam crescimento mais lento quando comparados aos maiores (PEREIRA
et al., 2000).

O teste de qui-quadrado (x?), evidenciou que o meio de cultura MS2
apresentou uma maior quantidade de plantas oxidadas, quando comparado ao

meio MS1 (Tabela 14). A concentracdo de 20 mg L™ de cisteina adicionada ao
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meio MS2 nao foi eficiente para controlar a oxidacdo das plantas de inhame in
vitro. Provavelmente, outros fatores estejam relacionados aos altos niveis de
oxidacdo encontrada nos diferentes tratamentos, como a época do ano, a idade
do explante, ou os mecanismos de defesa da planta, expressos através da
producdo de polifendis, os quais sofrem acdo das polifenases provocando o
escurecimento do explante e/ou do meio (MARINHO et al., 2011). Com isso,
tornase necessaria a realizacdo de novos ensaios a fim de se testar outros

antioxidantes para a cultura do inhame.

Tabela 14. Teste de qui-quadrado para percentagem de oxidacdo em funcdo do
tipo de meio de cultura em plantas de inhame da Costa (Dioscorea rotundata

Poir.) cultivadas in vitro.

Tipo de meio Percentagem (%)
MS1 39
MS2 48
Qui-quadrado (x%): 33,99 Probabilidade: 0,000

Avaliando-se as concentracfes de BAP de forma isolada, foi possivel
observar que a concentracdo de 1,35 mg L™* de BAP foi mais expressiva na
oxidacdo das plantas (Tabela 15). O teste do qui-quadrado evidenciou que o
cultivo in vitro do inhame aos 90 dias proporcionaou a maior percentagem de

plantas oxidadas (Tabela 16).

Tabela 15. Teste de qui-quadrado para percentagem de oxidacdo em funcdo das
concentracbes de BAP em plantas de inhame da Costa (Dioscorea rotundata

Poir.) cultivadas in vitro.

Concentracdes de BAP (mg L™ Percentagem (%)
0,00 6
0,05 4
0,15 2
0,45 7
1,35 27
4,05 19

Qui-quadrado (x?): 45,30 Probabilidade: 0,000
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Tabela 16. Teste de qui-quadrado para percentagem de oxidagéo em funcéo dos
periodos de avaliagcdo em plantas de inhame da Costa (Dioscorea rotundata Poir.)

cultivadas in vitro.

Periodos de avaliacdo (dias) Percentagem (%)
30 6
60 17
90 22
120 30
Qui-quadrado (x%): 9,40 Probabilidade: 0,02

Os meios MS2 acrescido de 0,00 ou de 0,15 mg L™ BAP apresentaram
percentagem de plantas sobreviventes de 100%. Foi observado que no meio
MS2+ 0,05 mg L™* de BAP a taxa de contaminacdo foi maior do que para os
outros tratamentos, sendo que a percentagem de contaminacéao foi de 13%.

Estudos tém mostrado que a presenca de BAP afeta a sobrevivéncia do
explante para espécies de Dioscorea e também pode diminuir a producdo de
microtubérculos (ISLAM et al., 2008).

Sabe-se que citocininas desempenham papel importante em varios
processos durante crescimento e desenvolvimento das plantas, tais como
estimulo a divisdo celular, inibicdo da senescéncia, e aumento da dominancia
apical, e transmissdo de sinais nutricionais No entanto, as respostas do tecido
dependem da espécie da planta, bem como da fase de desenvolvimento da
estrutura considerada (SAKAKIBARA, 2010).

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nas condigdes experimentais em que
este trabalho foi estabelecido, pode-se concluir que:

O meio de cultura MS com modificacbes sem adi¢do ou adicionando 0,05
mg L™ de BAP, proporcionou o melhor desenvolvimento das plantas de inhame

com maior numero de nos.
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MICROPROPAGACAO DE INHAME DA COSTA (Dioscorea rotundata POIR.)
EM DIFERENTES INTENSIDADES DE LUZ!

! Artigo a ser ajustado e submetido ao Comité Editorial do periédico cientifico Ciéncia e
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MICROPROPAGACAO DE INHAME DA COSTA (Dioscorea rotundata POIR.)
EM DIFERENTES INTENSIDADES DE LUZ
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Resumo - As respostas da planta ndo dependem apenas de auséncia ou
presenca de luz, mas também da variacdo em qualidade e intensidade de luz.
Cada espécie responde de maneira distinta ao sombreamento. O trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito de diferentes intensidades de Iluz na
micropropagacdo do Inhame da Costa. Microestacas de plantas de Inhame pré-
estabelecidas in vitro foram inoculadas em meio de cultura MS suplementado com
100 mg L™ de Inositol, 20 mg L™ de cisteina, 0,20 mg L™ de ANA, 0,15 mg L™ de
BAP, 0,08 mg L™ de GA3, 30g L™ de sacarose e 7,5 g L™ de 4gar, e cultivadas em
duas temperaturas e em quatro intensidades de luz: T1 - 100% de iluminagédo em
sala de crescimento (SC); T2 - 70% de iluminacdo em SC; T3 - 50% de
iluminacdo em SC; T4 - 30% de iluminacdo em SC; T5 - 100% de iluminacdo em
BOD; T6 - 70% de iluminacdo em BOD; T7 - 50% de iluminagdo em BOD e T8 -
30% de iluminacdo em BOD. As culturas foram mantidas em caixas de madeira,
com paredes de sombrite com diferentes percentuais de sombreamento
correspondente a cada tratamento, em sala de crescimento com temperatura de
27 + 1°C, luminosidade de 30 umol m? s™ e fotoperiodo de 16 horas, e na camara
BOD com temperatura de 30 + 1°C, luminosidade de 30 pmol m? s™ e fotoperiodo
de 16 horas. As avaliacdes foram realizadas aos 30, 60 e 90 dias e 0os parametros
avaliados foram altura de planta, niumero de folhas, de brotos, raizes, nés e
gemas/nds percentagem de plantas sobreviventes, de contaminacdo e de
oxidacdo. Os resultados mostraram que as plantas de inhame cultivadas sob 30%
de intensidade de luz na temperatura de 27 °C promoveu as melhores respostas

in vitro quando comparadas aos outros tratamentos.

Palavras chave: Meio de cultura, brotos, cultura de tecidos.



MICROPROPAGATION YAM COAST (Dioscorea rotundata POIR.) IN
DIFFERENT LIGHT INTENSITIES.

Author: Karine da Silva Simdes

Adviser: Sebastido de Oliveira e Silva

Co-adviser: Lucymeire Souza Morais Lino

Abstract - The plant responses do not only depend upon absence or presence of
light, but also the variation in quality and intensity. Each species responds
differently to shading. The objective of this work was to evaluate the effect of
different light intensities on micropropagation of Yam Coast. Microcuttings of Yam
plants pre-established in vitro were inoculated on MS.culture medium
supplemented with 100 mg L™ Inositol, 20 mg L™ cysteine, 0,20 mg L™ NAA, 0,15
mg L™ BAP, 0,08 mg L™ of GA3, 30g L™ sucrose and 7,5 g L™ Agar, and cultivated
in two cultivation environments with different light intensities: T1 - 100% of lighting
in growth room (GR); T2 - 70% of lighting in GR; T3 - 50% of lighting in GR; T4 -
30% of lighting in GR; T5 - 100% of lighting in BOD; T6 - 70% of lighting in BOD;
T7 - 50% of lighting in BOD and T8 - 30% of lighting in BOD. The Cultures were
maintained in wooden boxes, with walls of metting with different percentages of
shading corresponding to each treatment, in a growth room with a temperature of
27 + 1°C, brightness of 30 pmol m? s* and photoperiod of 16 hours, and in
camera BOD with temperature of 30 + 1°C, brightness of 30 pmol m? s™ and
photoperiod of 16 hours. The evaluations were performed at 30, 60 and 90 days
and the parameters evaluated were plant height, number of leaves, shoots, roots,
buds and buds/node percentage of surviving plants, contamination and oxidation.
The results showed that the plants of yam grown under 30% of the luminous
intensity at a temperature of 27 °C promoted the best responses in vitro when
compared to other treatments.

Key Words: Culture medium, shoots, tissue culture.
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INTRODUCAO

Dentre as espécies de inhame cultivadas, as mais importantes, por suas
tuberas comestiveis sdo: D. cayennensis Lam. (inhame amarelo), D. rotundata
Poir. (inhame branco), D. alata L. Many (inhame &gua), D. trifida L. e D. esculenta
L. Schott (SANTOS, 1996).

Apesar da importancia que a cultura representa para o agronegocio
nordestino, a sua produtividade ainda continua baixa, em decorréncia das
condi¢cbes inadequadas de manejo da cultura, baixa fertilidade do solo, uso de
tiberas sementes de qualidade inferior, métodos de propagacédo ineficazes e
problemas fitossanitarios. O desenvolvimento de novas tecnologias em
complementacao as atuais, pode vir a contribuir para a melhoria da produtividade
e qualidade da cultura, possibilitando assim, a oferta de um produto de qualidade
para atender as exigéncias dos mercados interno e externo (GARRIDO et al.,
2003).

Para que a aplicacdo da micropropagac¢ao na producédo de mudas torne-se
viavel comercialmente e possa competir com o0s métodos tradicionais de
propagacéo, faz-se necessario reduzir os custos de producdo Altman (1999), que
se devem em grande parte as perdas causadas pela contaminacao in vitro, por
desordens fisiologicas e morfoldégicas nas plantas, baixa percentagem de
sobrevivéncia das plantas no estadio de aclimatizacéo as condi¢cfes ex vitro, falta
de méo-de-obra especializada para a intensiva manipulacdo dos frascos e das
plantas Kozai e Kubota (2001) e, principalmente o elevado custo de
funcionamento e manutencdo das salas de crescimento com regime de luz
artificial e temperatura controlada, onde as culturas in vitro sdo normalmente
incubadas (KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1998).

Kodym e Zapata-Arias (1999) afirmam que além dos reguladores de
crescimento, a intensidade de luz também influencia consideravelmente a taxa de
multiplicagdo e o crescimento de explantes cultivados in vitro. Esses autores
observaram que o numero de brotos por explante de bananeira foi maior sob luz
natural, do que sob o cultivo convencional com iluminacgéo artificial. Uma provavel
explicacdo para elevacdo nas taxas de multiplicacdo na luz solar, € que a

intensidade de luz elevada poderia estar reduzindo as concentracdes de auxinas
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enddgenas das gemas através da fotoxidacdo, provocando um deslocamento do
balanco hormonal em direcéo as citocininas (RADMANN et al., 2001)

Segundo Felfili (1997) a intensidade da luz afeta o crescimento das plantas
por efeitos sobre a fotossintese, a abertura estomatica e a sintese de clorofila.
Suprimento inadequado de um desses fatores pode reduzir o vigor da planta e
limitar seu desenvolvimento.

O sombreamento artificial realizado através do uso de telas do tipo
“sombrite” € um método muito utilizado no estudo das necessidades luminosas
das diferentes espécies, por ser uma pratica capaz de isolar e quantificar o efeito
da intensidade de luz e fornecer as parcelas experimentais condi¢cdes uniformes
de iluminacéo, quando comparadas aos estudos em condi¢cdes naturais (REGO;
POSSAMAI, 2006).

A capacidade de crescer rapidamente quando moderadamente
sombreadas é um mecanismo importante de adaptacdo das espécies,
constituindo uma estratégia de fuga a baixa e alta intensidade de luz. A adaptacao
as baixas intensidades de luz € uma caracteristica genética, a qual faz com que
as folhas apresentem estrutura anatémica e propriedades fisioldgicas que as
capacitem ao uso efetivo da radiacéo solar disponivel. (LARCHER, 2000).

A luz é um fator fundamental para as plantas no processo de regulacao de
seu crescimento e desenvolvimento vegetativo e reprodutivo. As respostas
morfofisioldégicas das plantas ndo dependem apenas da presenca, atenuacdo ou
auséncia da luz, mas também da variacdo em qualidade e intensidade de luz
(LARCHER, 2004).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
de diferentes intensidades de luz na micropropagacdo do Inhame da Costa

(Dioscorea rotundata Poir.).

MATERIAL E METODOS

Origem do material vegetal

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos da

Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas, BA. Tuberas de Inhame da
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Costa (Dioscorea rotundata Poir.) foram tratadas com os fungicidas Furadan (3 ml
L) e Ridomil (2 g L™ por 10 minutos foram colocadas em ambiente fresco para
secar por dois dias. Posteriormente as tuberas foram seccionadas em quatros
partes e estabelecidas em bandejas de polietileno, contendo areia lavada, para
germinacao.

Depois de 70 dias do plantio, as plantas formadas foram cortadas em
pedacos de 2 cm contendo gemas apicais ou laterais, e colocadas em recipiente
com agua destilada. Em condicdes assépticas os explantes foram desinfestados
com alcool 70% por quatro minutos e hipoclorito de sédio 60% contendo 1% de
cloro ativo com duas gotas de Tween-20, por oito minutos, seguido da tripla

lavagem em agua destilada autoclavada.
Estabelecimento in vitro

Os explantes desinfestados em condigBes assépticas foram reduzidos e
inoculados em tubos de ensaio contendo aproximadamente 10 mL do meio de
cultura constituido de sais e vitaminas do meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), acrescido de 100 mg L™ de Inositol, 20 mg L™ de cisteina, 0,20 mg L™ de
acido naftalenoacético (ANA), 0,15 mg L™ de benzilaminopurina (BAP), 0,08 mg L
! de &cido giberélico (GAs), 30 g L™ de sacarose, solidificado com 7,5 g L™ de
agar e pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem. O meio utilizado na fase de
estabelecimento foi desenvolvido pelo International Institute of Tropical Agriculture
(IITA), porém foram feitas modificacdes para adequar as necessidades da espécie
em estudo. Os tubos foram mantidos em sala de crescimento, sob condi¢des de
temperatura de 27 + 1 °C, densidade de fluxo de fétons de 30 ymol m?2.s™ e
fotoperiodo de 16 horas, durante 90 dias para servirem de fontes de explantes

para o estabelecimento dos experimentos.

Cultivo das microestacas em diferentes intensidades de luz

Microestacas com tamanho de 1 cm de comprimento, de Inhame da Costa ,
foram inoculadas no mesmo meio de cultura da fase de estabelecimento e
cultivadas em diferentes ambientes e intensidades de luz. Foram testadas

diferentes intensidades de luz em dois ambientes de cultivo: T1 - 100% de
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iluminacdo em sala de crescimento (SC); T2 - 70% de iluminagdo em SC; T3 -
50% de iluminagcdo em SC; T4 - 30% de iluminacdo em SC; T5 - 100% de
iluminacdo em BOD; T6 - 70% de iluminacdo em BOD; T7 - 50% de iluminacao
em BOD e T8 - 30% de iluminacdo em BOD. As culturas foram mantidas em
caixas de madeira, com paredes de sombrite com diferentes intensidades de luz
correspondente a cada tratamento, em sala de crescimento com temperatura de
27 + 1°C, na camara BOD com temperatura de 30 £ 1°C com luminosidade de 30

umol m? s e fotoperiodo de 16 horas (Figura 1).
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Figura 1. Detalhe da caixa de madeira com paredes revistas por sombrite

Aos 30, 60 e 90 dias ap0s a inoculagéo, avaliaram-se a altura da planta [AP
(cm)], namero de folhas (NF), raizes (NR), brotos (NB), n6 (NN), e nimero de
gema por n6é (NGN), percentagem de plantas sobreviventes, de contaminacédo e
de oxidagao.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 4x2 (4 tipos de intensidades de luz e 2 temperaturas) com 20
repeticdes por tratamento e trés periodos de avaliagéo.

A variavel altura da planta foi submetida a analise da variancia
considerando o delineamento inteiramente casualizado em esquema de parcelas
subdivididas no tempo, em que a parcela foi composta pelos tratamentos e a
subparcela composta pelas épocas de avaliagdo e suas interacbes com o0s
tratamentos da parcela. As médias das intensidades de luz e periodos de
avaliacao foram ajustadas para modelos de regresséo linear.

As variaveis numeros de folhas, de raizes, de brotos, de nés e namero de
gemas por nés, percentagem de plantas sobreviventes, de contaminacdo e de
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oxidac&o foram analisadas pelo teste de igualdade de propor¢ao de qui-quadrado
x%)-

A andlise de variancia foi realizada com auxilio do programa estatistico
Sisvar Ferreira (2010) e o teste ndo paramétrico de qui-quadrado foi realizado
com auxilio do programa SAS — Statistical Analysis System (SAS INSTITUTE,
2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 encontra-se o resumo da analise de variancia. As plantas
diferiram significativamente quanto as intensidades de luz (IL) e periodos de
avaliacbes (PA) na variavel altura da planta (p<0,05). Ndo houve diferenca

estatistica entre as interacfes duplas e nem para interacao tripla.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia para altura de planta (AP), em cm, em
funcdo da intensidade de luz, temperatura e periodos de avaliagcbes para o
inhame da Costa cultivado in vitro.

Fontes de Variacao GL QM
Altura de Planta
Intensidades de luz (IL) 3 9,33**
Temperatura (TP) 1 4,18"°
Periodos de avaliacfes (PA) 2 75,73**
Erro 1 152 3,47
ILXxTP 3 4,02
IL x PA 6 0,46"°
TP x PA 2 0,53"™
ILXTP x PA 6 0,30
Erro 2 304 0,39
CV (%) 22,97
Média Geral 2,75

** gignificativo a 1% de probabilidade pelo teste de F. ™ n&o significativo a 5% de probabilidade.

Entre os diversos componentes do ambiente, a luz € primordial para o
crescimento das plantas, ndo s6 por fornecer energia para a fotossintese, mas
também, por fornecer sinais que regulam seu desenvolvimento por meio de
receptores de luz sensiveis a diferentes intensidades e qualidade espectral.
Dessa forma, modificagcbes nos niveis de luminosidade ao qual uma espécie
esteja adaptada podem condicionar diferentes respostas fisiolégicas em suas

caracteristicas anatomicas e de crescimento (ATROCH et al., 2001).



83

Os resultados mostraram que a presenca de 100% de intensidade de luz
propiciou as menores alturas para o cultivo do inhame in vitro (2,36 cm). Ja com a
intensidade de 30% as alturas foram de 2,82 cm (Figura 2). Resultados diferentes
foram encontrados por Dignart (2006) no estudo de orquidea, onde o
comprimento da parte aérea foi maior em sala de crescimento com 100% de
intensidade de luz, e por Araujo et al. (2007) que obtiveram o maior comprimento
da parte aérea (3,0 cm) em plantulas de orquideas sob condi¢cdes de sala de
crescimento com 100% da intensidade de luz. Apesar de Chu e Figueiro-Ribeiro
(1991) afirmarem que crescimento do tubérculo, a floracdo, e producdo de

sementes estdo correlacionados com a diminui¢édo periodos de luz.
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Figura 2. Efeito da intensidade de luz na altura de plantas de inhame da Costa

cultivadas in vitro.

Matos et al. (2009) ao avaliarem o efeito da intensidade de luz sobre as
caracteristicas fisiologicos de pinhdo manso obtiveram maiores altura das plantas,
no tratamento cultivado sob telado com 40% da intensidade de luz. Resultados
similares foram encontrados por Radmann et al. (2001) para Gypsophila
paniculata, uma planta ornamental que respondeu com uma taxa de
crescimento maior no tratamento de menor intensidade de luz. No entanto,
resultados contrarios para a altura da parte aérea em bananeira foram
observados por Costa et al. (2009) onde a maior média dessa caracteristica foi

obtida ao utilizar ambiente com 100% da intensidade luminosa nas cultivares
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‘Caipira’ e ‘Pacovan’.

Para Ventura (2007) as plantas in vitro de orquideas apresentaram
resposta positiva do crescimento com a elevagcdo dos niveis de intensidade de
luz. Isso demonstra a elevada plasticidade fotossintética destas plantas,
quando cultivadas em diferentes condi¢cdes luminosas. Resultados opostos
foram encontrados por Regbd e Possamar (2006), que estudando espécies
lenhosas, observaram que a altura das plantas jovens apresentou 0os maiores
valores quando submetidas ao nivel de 63 % de luminosidade.

Kodym e Zapata-Arias (1998) afirmaram que além dos reguladores de
crescimento, a luz também influencia consideravelmente a taxa de multiplicacéo e
0 crescimento de explantes cultivados in vitro. Assim como para Erig e Schuch
(2005), as respostas promovidas pela qualidade da luz no crescimento e
desenvolvimento das plantas, podem variar dependendo da espécie utilizada e do
estadio de desenvolvimento do explante cultivado.

Dentre os parametros utilizados para avaliar as respostas de crescimento
de plantas a intensidade de luz, o uso mais frequente € a altura da planta, visto
que a capacidade em crescer rapidamente quando sombreadas é um mecanismo
de adaptacdo, compreendendo em uma valiosa estratégia para escapar do
sombreamento. Esse comportamento foi notado para as mudas de copaiba em
presenca de sombra, apresentando uma resposta linear crescente em espécies
arboreas com a elevacdo dos niveis de sombreamento (MORAES NETO et al.,
2000).

O crescimento das plantas € controlado por uma série de horménios de
crescimento, tais como a auxina, que € sensivel a elevadas intensidades de luz;
as citocininas, que atuam junto as proprias auxinas na divisdo celular em cultura
de tecidos, e giberelinas, que controlam o alongamento dos brotos.

Quando se compara o efeito dos periodos de avaliagdo do Inhame da
Costa obteve-se o melhor desenvolvimento da altura das plantas (3,49 cm) aos 90

dias de cultivo in vitro (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios da altura de plantas em cm, em fung&o dos periodos de
avaliacao nas plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro (Dioscorea rotundata
Poir.).

Periodos de avaliacdo Médias
30 2,13 ¢
60 2,64 b
90 349a

Médias seguidas pelas mesmas letras minuscula nas colunas, nédo diferem entre si ao nivel de 5%

de probabilidade pelo teste de Tukey.

Com 100% da intensidade de luz foi possivel observar um maior nimero de
folhas, quando comparados aos outros tratamentos (Tabela 3). A temperatura de
27 °C favoreceu mais o numero de folhas quando comparada a temperatura de 30
°C (Tabela 4). Pasqual et al. (2011) ao analisarem o numero de folhas para
espécies nativas e hibridas de orquideas, observaram que as duas espécies
obtiveram melhores resultados na presenca de 100% de intensidade de luz.
Assim também Dignart (2006), em trabalho com Cattleya walkeriana observou
gue o numero de folhas em sala de crescimento com 100% de intensidade de luz
foi maior do que em casa de vegetacdo, além do que as malhas coloridas
utilizadas em outros tratamentos nao resultaram em diferengas significativas para

essa variavel.

Tabela 3. Teste de qui-quadrado para numero de folhas em funcdo da
intensidade de luz nas plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro (Dioscorea

rotundata Poir.).

Intensidades de luz (%) Frequéncia
30 485
50 630
70 630
100 660

Qui-quadrado (x%): 30,97 Probabilidade: 0,000
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Tabela 4. Teste de qui-quadrado para numero de folhas em funcdo da
temperatura nas plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro (Dioscorea

rotundata Poir.).

Temperatura (°C) Frequéncia
27 1273
30 1132
Qui-quadrado (y?): 8,27 Probabilidade: 0,004

Aos 90 dias de cultivo in vitro foi observado um maior niumero de folhas nas
plantas de inhame micropropagadas (Tabela 5). Matos et al. (2011) ao estudarem
intensidade de luz para producédo de mudas de pinhdo manso constataram que o
namero de folhas, foi em média, 33% maior em 100% de intensidade de luz
quando comparado a média dos tratamentos 50% e 25% de intensidade de luz.

Tabela 5. Teste de qui-quadrado para numero de folhas em funcdo dos periodos
de avaliacdo nas plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro (Dioscorea

rotundata Poir.).

Periodos de avaliacdo (dias) Frequéncia
30 508
60 801
90 1096
Qui-quadrado (y?): 215,64 Probabilidade: 0,000

Para Ventura (2007), o numero de folhas por planta em orquideas do grupo
Catteleya decresceu linearmente no ambiente com intensidade de luz de 50%. Isto
corresponde com a resposta fisioldgica das plantas, as quais, quando expostas as
menores intensidades de luz, diminuem o numero de folhas. Resultados
contraditorios foram observados por Fonseca et al. (2002), em mudas de Trema
micrantha (L.) Blume onde a permanéncia das plantas sob sombreamento de
48% de intensidade de luz afetou significativamente o nimero de folhas das
mudas apenas na avaliacéo realizada aos 120 dias.

Carvalho e Rocha (1999) afirmaram que, em ambientes com niveis
elevados de sombreamento, as plantas tendem a emitir maior nimero de folhas, a
fim de garantir uma maior area exposta a luz, garantindo, assim, suas funcdes

metabdlicas, principalmente a fotossintese. No entanto, nos resultados
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encontrados nesse trabalho, observou-se que as plantas de inhame emitiram um
maior nimero de folhas sob 100% da intensidade de luz.

Acredita-se que esta discordancia, entre os resultados encontrados neste
trabalho e a literatura, seja em funcdo da espécie estudada e do manejo
experimental. Deve-se considerar que cada espécie apresenta 0 seu nivel 6timo
de sombreamento adequado ao préprio desenvolvimento.

Com relacdo ao numero de raizes, pode-se ressaltar que as plantas de
inhame cultivadas com 100% da intensidade de luz na temperatura de 27°C
apresentaram o maior numero de raizes. Ja a intensidade luminosa de 100% na
temperatura de 30°C, ndo contribuiu de forma positiva para o0 aumento no nimero
de raizes (Tabela 6). Esses resultados discordam de Radmann et al. (2001) onde
observaram no estudo com Gypsophila paniculata que as diferentes intensidades
de luz utilizadas, durante a fase de multiplicagéo, ndo afetaram o enraizamento.
Resultados similares foram obtidos por Dignart (2006) que, fornecendo diferentes
intensidades de luz em brotos de orquideas, perceberam que os tratamentos de
luz ndo influenciaram nem o numero de raizes por plantulas, nem o seu

comprimento.

Tabela 6. Teste de qui-quadrado, frequéncia observada (fo), frequéncia esperada
(fe) e contribuicdo para o valor de qui-quadrado (cq) do numero de raizes em
funcdo das intensidades de luz e da temperatura nas plantas de inhame da Costa

cultivadas in vitro (Dioscorea rotundata Poir.).

Temperatura

Intensidades de luz 27°C 30°C

30% 581 48
67,202 38,80
1,263 2,18

50% 81 46
80,51 46,49
0,00 0,00

70% 121 81
128,06 73,94
0,39 0,67

100% 147 60
131,23 75,77
1,90 3,28

Qui-quadrado (Xz): 9,69

Probabilidade: 0,02

'FO: frequéncia observada; °FE:

frequéncia esperada; °CQ: qui-quadrado (CQ).
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Para o numero de raizes, a temperatura de 27°C aos 90 dias do cultivo in
vitro apresentou um desenvolvimento favoravel para essa variavel. Porém,
quando as plantas foram cultivadas na temperatura de 30°C e avaliadas com 90
dias do cultivo in vitro, as raizes ndo continuaram apresentando um
desenvolvimento satisfatorio (Tabela 7).

Ventura (2007) observou que as irradiancias compreendidas entre 50
umol m? s com intensidade de luz de 30%, e 100 pmol m? s™ e intensidade
de 50% proporcionaram maior percentagem de plantas com bom
desenvolvimento, com maiores quantidades e vigor de folhas e raizes. Estes
resultados estdo de acordo com Antonopoulou et al. (2004) que, ao estudarem o
enraizamento in vitro de explantes de péssego mantidos no escuro durante a fase
de enraizamento, formaram o menor numero de raizes (2,6). Depois de 7-10 dias,
as folhas das plantas ficaram com pontas amarelas e comecaram a morrer. Os
autores observaram também que a maior média do numero de raizes foi obtida
com 100% de intensidade de luz na sala de crescimento.

O enraizamento in vitro depende de uma série de fatores. Para alguns
casos, a intensidade de luz aumenta a taxa de enraizamento em outros, néo
afeta e, em algumas espécies, faz-se necessario manter os brotos por certo
tempo no escuro, para que haja inducdo de raizes. Por isso, o genoétipo € um
fator primordial a ser considerado no processo de enraizamento in vitro. Plantas
de inhame sdo, por sua prOpria constituicdo, de facil enraizamento, néo
necessitando de uma fase especifica de enraizamento na micropropagacéo,
como ocorre para a maioria das espécies cultivadas por meio desta técnica. Por
sua constituicdo genética particular, pode-se afirmar que o ambiente luminoso
de cultivo ndo afeta o enraizamento in vitro de inhame de forma substancial,

nao se constituindo um entrave em aplicacées de cultivo em luz natural.
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Tabela 7. Teste de qui-quadrado, frequéncia observada (fo), frequéncia esperada
(fe) e contribuicdo para o valor de qui-quadrado (cq) do numero de raizes em
funcdo da temperatura e dos periodos de avaliacdo nas plantas de inhame da

Costa cultivadas in vitro (Dioscorea rotundata Poir.).

Periodos de avaliacao (dias)

Temperatura 30 60 90
27 °C 41° 128 238
48,18 ? 134,4 224,42
1,07° 0,30 0,82
30°C 35 84 116
27,82 77,60 129,58
1,86 0,53 1,42
Qui-quadrado (%): 6,00 Probabilidade: 0,04

'Fo: frequéncia observada; *FE: frequéncia esperada; *cQ: qui-quadrado (CQ).

O numero de brotos formados ndo apresentou diferenca estatistica pelo
teste do qui-quadrado entre a intensidade de luz testada nem para temperatura,
sendo que o maior niumero de brotos formados ocorreu aos 90 dias de cultivo in
vitro (Tabela 8). Ja para Dignart et al. (2009), ao estudarem diferentes fatores de
luz no cultivo de orquideas, perceberam que o niamero de brotos foi maior para
plantas mantidas em sala de crescimento e em casa de vegetacdo sem sombrite.
Kodyn e Zapata-Arias (1998) afirmaram que, além dos reguladores de
crescimento, a luz também influencia consideravelmente a taxa de
multiplicagdo e o crescimento de explantes cultivados in vitro. Esses
autores observaram que o numero de brotos por explante de bananeira foi
maior em casa de vegetacdo, sob luz natural, e em sala de crescimento, também
recebendo luz natural através de uma janela, do que sob o cultivo convencional

com iluminagéo artificial.

Tabela 8. Teste de qui-quadrado para numero de brotos em funcéo dos periodos
de avaliacdo nas plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro (Dioscorea

rotundata Poir.).

Periodos de avaliacéo (dias) Frequéncia
30 169
60 214
90 255

Qui-quadrado (x?): 17,40 Probabilidade: 0,000
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De maneira geral uma provavel explicacdo para a elevagcdo nas taxas de
multiplicacdo em luz natural seria que a intensidade de luz elevada poderia estar
reduzindo as concentracdes de auxinas endogenas das gemas por meio de
fotooxidacdo, provocando um deslocamento do balango hormonal em diregcéao
as citocininas (RADMANN et al., 2001). Esses resultados contrastam com Agra et
al. (2009) onde encontram as menores percentagens de brotagcdes em um estudo
com violeta africana em sala com luz natural, incidente através de janelas de vidro
e temperatura ambiente e em telado com 50% de intensidade de luz.

Radman et al. (2001) constataram maior niumero de brotos de Gypsophila
paniculata L. no tratamento com menor intensidades de luz e explicaram que o
maior crescimento dos brotos pode ser resultado do processo de estiolamento
induzido pela intensidades de luz deficiente nas salas de crescimento,
ocasionando maior crescimento dos entrends com caules mais finos. Os autores
explicaram que, apesar de ter sido observado maior comprimento de brotos,
esses apresentaram-se mais finos e flexiveis (estiolamento) que aqueles
oriundos de maiores intensidades de luz.

No cultivo de meldo in vitro, em diferentes ambientes com distintas
intensidades de luz, observaram-se que as plantulas cultivadas em casa de
vegetacdo produziram brotos menores que as cultivadas em salas de
crescimento, porém, sua qualidade era superior (ADELBERG et al., 1999).

De acordo com os resultados da Tabela 9 e Figura 4 pode-se observar que
com 100% da intensidade de luz na temperatura de 27 °C foi onde se obteve
respostas mais favoraveis para o nimero de nds para as plantas cultivadas in
vitro. Quando as plantas foram cultivadas com 30% da intensidade de luz na
temperatura de 30 °C, ndo houve resposta positiva para o numero de nos (Tabela
9).

Ao comparar a frequéncia do nimero de nés em funcdo dos periodos de
avaliacdo foram encontrados os maiores valores aos 90 dias do cultivo in vitro
(Tabela 10).
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Figura 4. Plantas de inhame com 90 dias do cultivo in vitro com 100 % da

intensidade de luz na temperatura de 27 ° C.

Tabela 9. Teste de qui-quadrado, frequéncia observada (fo), frequéncia esperada
(fe) e contribuicdo para o valor de qui-quadrado (cq) do nimero de nés em funcao
das intensidades de luz e da temperatura no ambiente de cultivo de plantas de

inhame da Costa (Dioscorea rotundata Poir.).

Temperatura
Intensidades de luz 27°C 30°C
30% 138" 97
124,21 °2 110,79
1,53° 1,72
50% 120 128
131,09 116,91
0,94 1,05
70% 127 137
139,54 124,46
1,13 1,26
100% 170 133
160,16 142,84
0,60 0,68
Qui-quadrado (3°): 8,90 Probabilidade: 0,03

'ro: frequéncia observada; °FE: frequéncia esperada; *cQ: qui-quadrado (CQ).
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Tabela 10. Teste de qui-quadrado para nimero de nos em fungcéo dos periodos
de avaliacdo nas plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro (Dioscorea

rotundata Poir.).

Periodos de avaliacdo (dias) Frequéncia
30 256
60 349
90 455
Qui-quadrado (x?): 51,03 Probabilidade: 0,000

Na temperatura de 27°C foi observada a maior frequéncia de gemas/no
quando comparada a temperatura de 30°C para as plantas de inhame
micropropagadas in vitro (Tabela 11). O maior numero de gemas/n6 foi observado

aos 90 dias de cultivo (Tabela 12).

Tabela 11. Teste de qui-quadrado para numero de gemas/nd em funcdo da
temperatura nas plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro (Dioscorea

rotundata Poir.).

Temperatura (°C) Frequéncia
27 288
30 244
Qui-quadrado (y?): 3,64 Probabilidade: 0,05

Tabela 12. Teste de qui-quadrado para nimero de gemas/ndés em funcdo dos
periodos de avaliacdo nas plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro
(Dioscorea rotundata Poir.).

Periodos de avaliacdo (dias) Frequéncia
30 145
60 180
90 207
Qui-quadrado (x%): 10,90 Probabilidade: 0,004

N&o houve diferenca significativa para a variavel percentagem de
contaminagcdo nas diferentes intensidades de luz e nem para as temperaturas
avaliadas, porem a medida que o periodo de avaliacdo foi aumentando a
percentagem de contaminacdo também aumentou, embora os desenvolvimentos

das plantas ndo tenham sidos afetados (Tabela 13).



93

Tabela 13. Teste de qui-quadrado para percentagem de contaminacdo em fungao
dos periodos de avaliagdo nas plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro
(Dioscorea rotundata Poir.).

Periodos de avaliacdo (dias) Percentagem (%)
30 10,78
60 32,35
90 56,86
Qui-quadrado (x°): 32,53 Probabilidade: 0,000

Ao comparar as intensidades de luz em funcdo da percentagem de
oxidagao foi possivel observar que quando foram utilizadas intensidades de luz de
30 e 50% ocorreram uma maior percentagem de plantas oxidadas (Tabela 14).

Embora a temperatura de 27°C tenha sido mais favoravel para o
desenvolvimento das plantas in vitro, também foi nessa temperatura onde foi
encontrada a maior percentagem de plantas oxidadas (Tabela 15).

Ao final do experimento foi possivel observar que a percentagem de
plantas sobreviventes para a maioria dos experimentos foi de 100% com
excessao para os tratamentos T7 e T8 que apresentaram uma percentagem de
plantas sobreviventes de 90%.

Segundo Dutra et al. (2012) a reducédo da incidéncia de luz sobre as
mudas de copaiba foi responsavel por uma maior percentagem de sobrevivéncia
das mesmas quando comparadas ao tratamento a pleno sol (0% de
sombreamento), pois as mudas necessitaram de sombra em sua fase inicial de
desenvolvimento, sendo o nivel de 50% de intensidade de luminosidade uma
alternativa viavel para producéo de suas mudas.

Embora a luz seja um importante fator na micropropagacao, pesquisas
sobre o efeito de intensidade de luz natural no crescimento das plantas
sdo escassos. A intensidade e a duracdo da luz em quantidades satisfatorias
podem fornecer melhores resultados. Neste contexto, consideram-se
importantes os resultados obtidos por meio deste estudo, ja que as plantas
testadas responderam relativamente bem aos tratamentos com 100% de

intensidade de luminosidade.
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Tabela 14. Teste de qui-quadrado para percentagem de oxidacdo em funcdo da
intensidade de luminosidade nas plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro

(Dioscorea rotundata Poir.).

Intensidades de luz (%) Percentagem de oxidacéo (%)
30 30,66
50 44,53
70 12,41
100 12,41
Qui-quadrado (y?): 40,02 Probabilidade: 0,000

Tabela 15. Teste de qui-quadrado para percentagem de oxidacdo em funcéo da
temperatura nas plantas de inhame da Costa cultivadas in vitro (Dioscorea

rotundata Poir.).

Temperatura (°C) Percentagem de oxidacao (%)
27 80,29
30 19,71
Qui-quadrado (x°): 50,28 Probabilidade: 0,000
CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram ser viavel a técnica do
cultivo in vitro de plantas de inhame da Costa (Discorea rotunadata Poir.), sob
diferentes condi¢des de intensidade de luz, por um periodo de 90 dias de cultivo
em meio de cultura MS com modificacdes, com 100% da intensidade de

luminosidade na temperatura de 27°C.
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CONSIDERACOES FINAIS

A cultura do inhame tem um importante papel no Brasil, tanto como fonte
de energia para alimentacdo humana, quanto como fonte geradora de emprego e
renda, notadamente nas areas pobres da Regido Nordeste. Entretanto, apesar de
sua importancia, o inhame apresenta algumas limitagbes, tais como manejo
inadequado da cultura e o uso de tuberas semente de baixa qualidade
fitossanitaria. O desenvolvimento de novas tecnologias em complementacao as
atualmente disponiveis contribuird para a melhoria da produtividade e da
qualidade do inhame, possibilitando assim, a oferta de um produto de qualidade
gue atenda as exigéncias dos mercados consumidores, 0 que podera incrementar
de forma significativa as exportacdes e a geracdo de emprego e de renda.

Como alternativa para tornar o inhame mais competitivo, é de fundamental
importancia o uso de técnicas biotecnoldgicas na producdo material propagativo.
Dentre estas técnicas pode-se destacar a micropropagacao, pois permite superar
o problema da baixa taxa de multiplicacdo, uma vez que proporciona um numero
elevado de plantas num curto espaco de tempo, produzindo material propagativo
sadio, prevenindo a disseminacdo de pragas e doencas de uma geracdo para
outra, além de permitir o rapido acesso dos agricultores as variedades
selecionadas.

No presente trabalho, buscou-se avaliar e adequar as condi¢cdes do meio
de cultura para o desenvolvimento de um protocolo eficiente para
micropropagacao do inhame Dioscorea rotundata (Poir.).

O Primeiro Capitulo abordou os efeitos do cultivo in vitro do inhame em
diferentes concentracdes de sais e vitaminas do meio de cultura MS em diferentes
concentracbes de agar. Os resultados mostraram que 0 meio MS na
concentracdo de 1/3 de seus sais e vitaminas com 7 g L™ de &gar foram mais
eficientes para o desenvolvimento das plantas in vitro .

No segundo capitulo foi abordado o desenvolvimento in vitro do inhame
nos meios MS e MS com modificagbes em diferentes concentragbes de BAP. E
nele os resultados mostram que o meio MS com modificacdes + 0,05 mg L™ de
BAP propiciou o melhor desenvolvimento, destacando que € necessario fazer a
utilizacdo da concentracao ideal para nao prejudicar o desenvolvimento das

plantas.



A abordagem feita no Capitulo 3 buscou avaliar o efeito de diferentes
intensidades de luz na micropropagacédo do Inhame da Costa. Nas condi¢cOes
estabelecidas, as plantas de inhame quando cultivadas com 100% da intensidade
de luz na temperatura de 27°C foi o que respondeu de forma mais eficiente ao
cultivo in vitro .

Finalmente, os resultados obtidos nos trabalhos realizados mostram que é
possivel fazer o cultivo in vitro do inhame, ainda que estudos complementares
sejam necessarios para resultados mais eficientes a partir de uma melhor
adequacao das condi¢gOes de cultivo, principalmente, no aspecto de rapidez de
obtencdo de mudas.



