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RESUMO

FERREIRA JUNIOR, Manoel Urbano. UTILIZACAO DE BIORREATORES DE
IMERSAO TEMPORARIA NA MICROPROPAGACAO DE BATATA-DOCE.
2015. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Vegetal) — Programa de POs-
graduacéo em Fisiologia Vegetal, Instituto de Biologia, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, RS.

A utilizacdo da técnica de micropropagacdo de plantas tornou-se uma
ferramenta comum entre os produtores de plantas certificadas. Porém ainda se
utiliza o sistema de micropropagacao convencional de forma ampla sem se dar
a devida importancia ao sistema de imersédo temporaria (SIT). O objetivo do
presente trabalho € apresentar uma alternativa de diminuicdo dos custos de
producdo e simplificacdo dos trabalhos de plantas in vitro, através da
montagem e utilizacdo de biorreatores de imersdo temporaria e utilizacao de
um novo modelo de valvula duplo solenoide de cinco vias de centro aberto
negativo. No presente trabalho, apresenta-se um modelo de SIT, construido de
forma artesanal, que quando comparado a equipamentos similares
manufaturados apresenta resultados de produtividade equivalente provando
ser um equipamento de grande utilidade na automacdo para producdo de
plantas in vitro. Ao mesmo tempo, desenvolveu-se um microbiorreator,
utilizando recipientes de vidro com pequena capacidade, com a finalidade de
se trabalhar materiais vegetais com pouca disponibilidade de explantes, o qual
poderd ser utilizado em pesquisa cientifica, com sucesso, conforme
corroborado em trabalhos preliminares com as culturas de amora-preta,
framboesa e macieira. A principal espécie vegetal utilizada nos experimentos
com os biorreatores, batata-doce, apresenta um grande apelo popular devido a
sua contribuicdo alimentar como fornecedora de carboidratos, aminoacidos e
vitaminas e nao tinha ainda sido testada neste sistema de micropropagacao.
Os resultados obtidos com os biorreatores foram similares as taxas de
multiplicacdo em sistema convencional, demonstrando que os protocolos para
utilizacdo do SIT precisam ser otimizados, principalmente quanto ao tempo e
namero de imersdes, composicdo dos meios de cultura e densidade de fluxo de
fétons. No sistema convencional, ndo foi observado influéncia diferencial entre
as lampadas fluorescentes branca-fria e LED e 7,59 L de sacarose
apresentou resultado similar a 15 e 30g L™ nas variaveis estudadas, indicando
que esta espécie é pouco exigente quanto a adicdo externa de agucares no
meio de cultura, sendo talvez um material vegetal indicado para estudos de
micropropagacédo fotoautotrofica. Finalmente, o equipamento agora disponivel
no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas da UFPel podera ser utilizado
no desenvolvimento de novas pesquisas cientificas relacionadas a fisiologia,
anatomia e producdo de metabdlitos secundarios.

Palavras-chave: Meios de cultura, automacao, fontes de luz, enraizamento.



ABSTRACT

FERREIRA JUNIOR, Manoel Urbano. UTILIZATION OF TEMPORARY
IMMERSION BIOREACTOR IN MICROPROPAGATION OF SWEET POTATO.
2015. Dissertation (Master's degree in Plant Physiology) — Post-Graduate
Program in Plant Physiology, Institute of Biology, Federal University of Pelotas,
Pelotas/RS.

The use of plant micropropagation technique has become a common tool
between producers of certified plants. But the conventional micropropagation
system is still broadly used without giving due importance to the temporary
immersion system (TIS). The objective of this study is to present a cheaper
alternative production costs and simplification of in vitro plants of work,
through the assembly and use of temporary immersion bioreactors and use of
a new double solenoid valve model five open center routes negative. In this
study, we present a model of TIS, built by hand, that when compared to similar
manufactured equipment showed results with equivalent productivity, proving
to be a very useful equipment in automation for production of in vitro plants. At
the same time, we developed a microbiorreactor using glass containers of
small capacity, in order to work with low availability of vegetal material
explants , which can be used for scientific research successfully, as confirmed
in preliminary studies with cultures of blackberry, raspberry and apple. The
main plant specie used in this experiments with the bioreactor, sweet potato,
has great popular appeal due to its contribution as a supplier of food
carbohydrates, amino acids and vitamins and had not yet been tested in this
micropropagation system. The results obtained with multiplication in
bioreactors were similar to rates in conventional system, showing that the use
of TIS protocols must be optimized, especially with regard to the time and
number of immersion, composition of culture media and photon flux density.
With the conventional system, there wasn't observed influence differential
between white-cold fluorescent lamps and LED and 7.5 g L-1 sucrose showed
a similar result to 15 and 30 g L-1 in the variables studied, indicating that this
species is not very exigent about external addition of sugars in the culture
medium, and perhaps it could be a plant material suitable for studies of
photoautotrophic micropropagation. Finally, the equipment now available in
Plant Culture Laboratory may be used in the development of new scientific
research related to physiology, anatomy and production of secondary
metabolites.

Keywords: Culture media, automation, light sources, rooting.
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INTRODUCAO

Os pioneiros da cultura de tecidos vegetais buscavam ferramentas que
0s ajudassem no entendimento quanto a morfogénese e pudessem demonstrar
a teoria da totipoténcia de Hamberlandt, como citam Krikorian e Berquam
(1969), ndo imaginando que a técnica pudesse se transformar em uma

atividade voltada para o setor de agronegocios (MURASHIGE, 1974).

A cultura de tecidos € uma ferramenta biotecnoldgica que oferece
vantagens na propagacao de diversas espécies e engloba diferentes técnicas
de cultivo em meio nutritivo de células, tecidos ou 6rgdos de plantas, sob
condicdes assépticas e densidade de fluxo de fotons, fotoperiodo e
temperatura controlados, dentre outros fatores (CARVALHO et al., 2011). Esta
tecnologia pode ser utilizada para conservacédo e intercambio de germoplasma
in vitro; recuperacao de hibridos interespecificos provenientes de cruzamentos
com incompatibilidade pés-zigotica; producédo de haploides e duplo-haploides;
producdo de metabdlitos secundarios, inducdo de variabilidade genética,
transformacdo genética e, principalmente na multiplicacdo rapida
(micropropagacéo) e em escala comercial de plantas livre de doencas (SANTA-
MARIA et al., 2009; MISHRA et al., 2011; REY et al., 2012; WANG e WANG,
2012; ASGHARI et al., 2013; FEHE'R-JUHA Sz et al., 2014).

A micropropagacado, além das potencialidades acima citadas, também
possibilita, dependendo do explante inicial, a manutencdo das caracteristicas
genéticas das plantas matrizes. O explante mais adequado, em funcéo de suas
caracteristicas fisiologicas e morfolégicas, € o “meristema”. O meristema é um
tecido formado por células tronco pluripotentes e néo diferenciadas, envolvido
na sintese protoplasmatica e formacédo de novas células por divisdo mitética
(CARVALHO et al., 2011). Além disso, a regido meristematica ndo apresenta
ligacdo direta com os feixes vasculares da planta-matriz, o que possibilita a
obtencdo de plantas livres de doencas, principalmente viroses (ALAM et al.,
2013; SASTRY e ZITTER, 2014). No entanto, outros explantes podem ser
utilizados na micropropagacédo de plantas, como apices caulinares (segmento

do apice do caule), composto pelo meristema apical (0,05 - 0,1 mm) juntamente
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com os primordios foliares e folhas em desenvolvimento e gemas axilares
(ASGHARI et al., 2013; BANDEIRA et al., 2013).

Segundo George e Debergh (2008), a micropropagacdo é dividida
basicamente em quatro etapas: estabelecimento de cultura in Vvitro;
multiplicacdo das brotacdes; alongamento/enraizamento de microestacas e
aclimatizacdo. No primeiro estagio explantes sdo coletados e transferidos para
cultura in vitro apés desinfestacdo superficial. O sucesso desta etapa esta
relacionado a fatores como condicbes de desinfestacdo, época de coleta,
estado nutricional da planta-matriz, meio de cultura, ocorréncia de oxidacdo
dos explantes e exposicdo a luz/escuro (GEORGE e DEBERGH, 2008;
DOBRANSKI e SILVA, 2010).

A fase de multiplicacdo tem como objetivo a obtencdo de maior nimero
possivel de brotacdes a partir de subculturas sucessivas. Nesta etapa da
micropropagacdo é de fundamental importancia a definicdo de protocolos
eficientes quanto a composicdo mineral do meio, conteddo e concentracdo de
reguladores de crescimento, principalmente de citocininas e suas relacdes com
as auxinas, intensidade luminosa, temperatura ou umidade relativa (BHATTI e
JHA, 2010). Algumas espécies exigem altas concentracdes de citocininas para
a diferenciacdo de novas brotacdes, embora, dependendo destas, possam
causar inibicdo do seu alongamento (ZHU et al., 2005). Em funcéo deste fato,
por vezes se faz necessaria a insercdo de uma fase de alongamento das
brotacBes pela adicdo de giberelinas, antes de passéa-las para a etapa de
enraizamento (DOBRANSKI e SILVA, 2010).

Na fase de enraizamento a formacdo de um sistema radicular adequado
nas brotacdes, € uma condi¢do essencial, a fim de permitir maior adaptacao ao
ambiente externo. Sua eficiéncia se relaciona com a reducdo nos teores de
citocininas e adicdo de auxinas ou carvao ativado ao meio de -cultura
(DOBRANSKI e SILVA, 2010).

A aclimatizacdo corresponde a fase de transferéncia de brotacdes
enraizadas ao ambiente natural, etapa crucial e decisiva para o uso comercial
da micropropagacéo. Por isso, durante a aclimatizacdo € necessario manter

uma diminuigdo gradual da umidade e aumento concomitante da intensidade
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da luz, a fim de evitar uma perda significativa de material devido a dificuldades
na adaptacdo das plantas (DOBRANSKI e SILVA, 2010; MUNIZ et al., 2013).

A tecnologia da micropropagacdo apresenta, dependendo do genotipo,
muitas vantagens em relacdo aos métodos tradicionais de propagacao,
principalmente quanto a eliminacdo de doencas e fidelidade genética relatada
anteriormente. Além destas, a técnica destaca-se por requerer pouco espago
fisico e poder ser realizada durante todo o ano, independente da estacéo
(COUTO, 2003). No entanto, apresenta algumas desvantagens, como:
necessitar de instalacdes especializadas e caras, utilizar grande quantidade de
mao de obra e provocar alteracfes fisiolégicas/morfolégicas das plantas
induzidas in vitro em funcdo do desenvolvimento em meio nutritivo contendo
sacarose ou outra fonte de carbono, bem como niveis relativamente elevados
de reguladores de crescimento. Tais condicbes determinam a formacéo de
plantas alteradas estrutural e fisiologicamente, como baixa taxa fotossintética,
mal funcionamento dos estdbmatos e diminuicdo da cera epicuticular que,
tornam as plantas, entre outros aspectos, mais suscetiveis a perda de agua
durante a aclimatizacdo (HAZARIKA, 2006; GEORGE e HALL, 2008).

Para o sucesso do processo da micropropagacao de qualquer espécie
ou cultivar, um dos aspectos mais importantes esta relacionado ao meio de
cultura a ser utilizado (ERIG et al., 2004; DOBRANSZKI e SILVA, 2010).
Segundo Torres et al. (2001), os principais componentes sao agua, sais
inorganicos, carboidratos, vitaminas e reguladores de crescimento, em vista
gue os explantes estdo normalmente submetidos a um ambiente heterotrofico
e/ou mixotréfico requerendo assim meio nutritivo para suplementar suas
necessidades exdgenas, em termos de elementos essenciais, constituintes
organicos e energia (GAMBORG et al., 1976). Assim, pesquisas tém sido
realizadas visando otimizar as necessidades de plantas especificas,
determinando como consequéncia a formulacdo de varios meios de cultura
com composicbes e concentracdes diferentes de compostos minerais e
organicos, como MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), B5 (GAMBORG e
SHYLUK, 1970), SH (SHENCK e HILDERBRANDT, 1972) e WPM (LOYD e
McCOWN, 1980), entre os mais amplamente utilizados (GAMBORG et al.,
1976; MADKE et al., 2014).
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Os trabalhos pioneiros na area de cultura de tecidos utilizavam nos
meios de cultura algum tipo de agente gelificante, a fim de torna-lo semissolido
(GEORGE e HALL, 2008). Dentre estas substancias, a mais conhecida e
utilizada é o agar, um hidrocoloide extraido de algas marinhas vermelhas e
composto por dois polissacarideos, agarose e agaropectina (CARVALHO et al.,
2011). A utilizacdo de &gar no meio semissolido, além de proporcionar
sustentacdo para o explante, também tem efeito sobre a absor¢cdo de
nutrientes, no crescimento e caracteristicas das brotacdes/plantas, como por
exemplo reduzir/induzir a hiperidricidade (PEREIRA-NETO et al., 2007). Baixa
concentracdo deste gelificante, ou seja, reducdo da resisténcia a difusdo de
sais e alto potencial hidrico, pode resultar na intensificagdo desta anomalia
(ARAGON et al., 2014). Outro aspecto a considerar em relacdo ao agar € que
ele ndo é um produto fisiologicamente inerte, podendo fornecer quantidades
variaveis de substancias estimulantes e/ou inibidoras ao crescimento (POWELL
e UHRIG, 1987; GEORGE e HALL, 2008). Assim, a multiplicagdo convencional
(meio semissolido) € limitada na producdo comercial de diversas espécies de
plantas devido a elevada demanda de trabalho manual, baixas taxas de
crescimento, exsudatos toxicos dos explantes que ndo se difundem de forma
rapida, baixa difusdo de oxigénio nas raizes, custo adicional do gelificante e

baixo grau de automacéao (CHU, 1995).

Além do &gar, outros agentes gelificantes também tém sido utilizados
mais recentemente, como o Gelrite (Kelco Division, Merck & Co.) e Phytagel
(Sigma Chemical Co.). Estes produtos sao polissacarideos naturais produzidos
pela bactéria Pseudomonas elodea que agem como agente gelificante na
presenca de cations. Eles tém como unidade repetitiva um tetrassacarideo
composto de duas unidades de D-glicose, um residuo de L-ramnose e de acido
D-glucurénico (DEA, 1989). Como vantagem, apresentam um gel mais
translicido, possibilitando a deteccdo de infecbes na cultura com maior
facilidade. Por outro lado, apresentam uma tendéncia para inducdo de maior
hiperidricidade das brotacdes quando comparado ao agar (PASQUALETO et
al., 1986).

Uma alternativa aos meios semissolidos é o sistema de meios liquidos

(ZIV, 2000), desenvolvidos principalmente para cultivo de células em
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suspensao (FEI e WEATHERS, 2014). Posteriormente foram utilizados para
cultivo de anteras, que frequentemente flutuam neste sistema de cultivo e, de
protoplastos, que se desenvolvem em finas camadas de liquido estatico,
possibilitando adequada difusdo gasosa (IMMONEN e ANTTILA, 2000;
GROSSER e GMITTER JR., 2011). Os meios liquidos podem também ser
utilizados na micropropagacdo em massa e substituir parcial ou totalmente o
agar, o qual representa aproximadamente 90% do custo de produc¢do do meio
de cultivo (GEORGE e HALL, 2008). Os meios liquidos sédo, principalmente, de
dois tipos: estacionarios ou com agitacdo (SCHERER et al.,, 2013).
Normalmente nos meios liquidos estacionarios, muito utilizados na etapa inicial
da micropropagacdo de espécies sensiveis ao agar, sdo usados pontes de
papel, sobre 0s quais sédo colocados os explantes, normalmente representados
por meristemas (ZOBAYED et al., 2000).

O uso do meio liquido sob agitacdo resulta frequentemente em taxas
mais rapidas de crescimento quando comparado a meio semissolido (JIMENEZ
et al., 1999). Isto ocorre devido a maior area de contato entre 0 meio e a
superficie do explante e reducéo dos gradientes de nutrientes e gases entre o
meio e o explante (ROELS et al., 2005), tornando mais eficiente a absorcao
dos constituintes do meio. No entanto, a principal desvantagem deste sistema
de cultivo é induzir hiperidricidade das brotacdes, resultando em plantas mal
formadas as quais ndo sobrevivem a aclimatizacdo (HAZARIKA, 2006;
TEIXEIRA DA SILVA et al., 2013).

Mais recentemente e com o objetivo de minimizar os problemas dos
meios liquidos, foram desenvolvidos os sistemas de imersdo periodica dos
cultivos, denominados de sistema de imersdo temporéria (SIT), no qual vasos
estaticos, contendo os explantes, recebem periodicamente ou temporariamente
meios de cultivo (ETIENNE e BERTHOULY, 2002). Neste sistema o0 meio &
bombeado de um reservatério para o frasco de cultivo em intervalos
determinados experimentalmente e repetidos em um ciclo de 24 horas. Este
sistema previne a anoxia, caracteristica dos meios liquidos e tem a vantagem
de o meio ser facilmente trocado (GEORGIEV et al. 2014; WILKEN et al.,
2014).
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A utilizacdo de biorreatores, que segundo Teixeira (2002), podem ser
conceituados como equipamentos para cultivo sob imersdo temporaria ou
permanente de células, gemas, embrides ou qualquer tipo de propagulo que
possa ser utilizado na micropropagacdo pode proporcionar uma ferramenta
promissora para propagacao clonal massal (LORENZO et al., 1998; TEISSON
e ALVARD, 1999; ESCALONA et al., 1999; ETIENNE e BERTHOULY, 2002),
principalmente em comparacdo ao sistema tradicional em meio semissolido.
Suas vantagens sao: a) producdo de um grande numero de plantas,
principalmente devido as condi¢des de cultura mais uniformes, maior espaco
disponivel e facilidade com a qual os explantes/brotacdes podem absorver
nutrientes; b) reducdo do tempo no manejo das culturas, em razéo da operacao
semiautomatica e consequente economia de trabalho; c) melhor crescimento e
producdo de biomassa devido a boa aeracdo por fornecimento de oxigénio
forcado e; d) reducdo da dominancia apical e maior estimulo do crescimento de

brotos laterais, durante seu desenvolvimento in vitro (ZHU et al., 2005).

Tais resultados (aumentos das taxas de multiplicacdo, matéria fresca e
seca, melhor qualidade das brotacdes) estdo associados a diminuicdo da
hiperhidricidade quando o sistema esta bem ajustado (ETIENNE e
BERTHOULY, 2002; ROELS et al. 2005). A reducéo desta anomalia fisiologica
(CARVALHO et al., 2011) esta diretamente relacionada a renovacédo de ar no
interior dos frascos de cultura (ROELS et al, 2005), prevenindo a acumulacao
de géas carbdnico e etileno que ocorre na parte superior do meio estacionario e
gue tem efeitos prejudiciais sobre as brotacdes. Além disso, o ar interno dos

frascos pode ser enriquecido com CO, (WATT, 2012).

Outro aspecto a salientar € que a troca de meio nas diferentes fases de
cultivo ndo exige manuseio dos explantes como acontece no sistema
convencional. Apenas o recipiente que contém o meio de cultivo é substituido,
em camara de fluxo, sem que aconteca qualquer manuseio com as plantas que
se encontram no recipiente gémeo (PAEK et al., 2001). Finalmente, a grande
vantagem do SIT, é a diminuicdo de custos de producao, devido ao menor uso
de mao-de-obra. Acredita-se que o SIT torne-se o método do futuro em
micropropagacao de plantas (WILKEN et al., 2014), embora ainda existam

alguns problemas com a técnica (GEORGIEV et al.,, 2014). Dentre os
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problemas e desvantagens do SIT, pode-se incluir a perda de grandes volumes
de material quando ocorre contaminacéo e o alto investimento inicial (GERALD,
2011). Além disso, o controle da hiperhidricidade deve ser levado em
consideracéo, pois frequéncias em imersdes muito proximas e tempos longos
de imersdo também podem provocar esta desordem fisiolégica em muitos
cultivos (CHAKRABARTY et al., 2005; QUIALA et al., 2012).

Os sistemas de imerséo temporarios pioneiros foram desenhados para o
desenvolvimento de células e embriogénese somatica (TAKAYAMA e
MISAWA, 1981; BIENIEK et al.,, 1995). Eram aparelhos muito grandes,
dispendiosos, com uma complexidade de operacdo extrema, inibindo sua
utilizacdo entre os laboratérios mais simples. A partir da idealizacdo dos
modelos de vasos gémeos interligados, a pratica da micropropagacdo em
escala comercial tornou-se viavel (ESCALONA et al., 1999). Ainda assim, o
material construtivo utilizado na época, vidro e conexdes de cobre, dificultavam
sua operacionalidade. O surgimento dos recipientes em materiais plasticos
transparentes resistentes a autoclavagem diminuiu bastante a distancia entre
0s produtores comerciais e os laboratorios de pesquisa. Por fim, a utilizacdo de
recipientes descartaveis, como garrafas PET, tubos de silicone e sacos
plasticos, tem tornado a producdo em massa de plantas in vitro uma realidade
(DUCOS et al., 2008).

Um aspecto a ser salientado € que para a maioria dos cultivos, a
utilizacdo de biorreatores nas biofabricas comerciais é realizada somente na
fase final ou dltimo subcultivo para as fases de multiplicacdo e
alongamento/enraizamento (TEIXEIRA e CID, 2010). Normalmente nos
biorreatores comerciais sdo utilizados frascos de 5 até 20 litros que
necessitam de um namero relativamente grande de explantes, que muitas
vezes ndo estdo disponiveis, principalmente quando do inicio do
desenvolvimento de protocolos de multiplicagdo. Assim o emprego de
biorreatores de menor capacidade (microbiorreatores) pode ser util para as
primeiras observacdes no desenvolvimento e adaptacéao de protocolos, além de
estudos fisiologicos especificos como metabdlitos secundarios, restricdo

nutricional e fotossintese.
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Finalmente, vale salientar que todos os sistemas de cultivo discutidos
acima, sao sistemas heterotroficos e/ou mixotréficos, que necessitam da adicédo
de acglcares aos meios de cultivo (KOZAI, 1991), pois explantes clorofilados,
brotacBes e plantas in vitro embora possuindo capacidade fotossintética para
desenvolver a fotoautotrofia, sua atividade fotossintética € restrita amplamente
pela baixa concentracdo de CO, nos vasos de cultivo, durante o fotoperiodo, e
em parte pela presenca de aglucar no meio (KOZAI et al.,, 2005). Assim, o
aumento da concentracdo de CO; no interior dos frascos, concomitantemente
com o aumento do fluxo de fétons nas camaras de crescimento e a retirada de
acucares do meio, possibilitaria um avanco significativo na producgéo de plantas
in vitro, pois evitaria alguns dos problemas inerentes aos sistemas de cultura
tratados nas paginas anteriores, inclusive nos SITs. Talvez num futuro préximo

isto possa ser realizado com uma gama significativa de espécies.

Em relacdo ao material vegetal a ser estudado, a batata-doce (Ipomoea
batatas L.) € um dos principais cultivos alimentares, ainda pouco explorado,
que ocupa hoje a sétima posicdo no mundo em se tratando de producéo total,
com um volume de 110,75 milhdes de toneladas. A China é o maior produtor
mundial com 79,1 milhdes de toneladas, enquanto o Brasil figura na vigésima
posicdo, com 480 mil toneladas (FAOSTAT, 2012). Internamente, o Estado do
Rio Grande do Sul aparece como principal produtor nacional com 166 mil
toneladas (IBGE, 2013).

Dentre suas qualidades, a batata-doce apresenta alta produtividade,
baixo investimento agricola e riqueza de nutrientes, principalmente em
carboidratos tornando-a um dos pilares alimenticios para milhdes de pessoas
no mundo, em particular nos paises em desenvolvimento (CASTRO et al.,
2012). Alam (2013) citando Woolfe (1992) destaca a comprovada qualidade de
precursores de vitamina A presentes na batata-doce de polpa amarela, o que
torna este cultivo uma solucéo imediata no combate & sua deficiéncia na Africa,
em especial na regido ao sul do Saara. Vale também salientar que esta espécie
apresenta resisténcia a seca, € de facil cultivo, apresenta baixo custo de
producédo, possibilitando colheita prolongada, € mecanizavel, e devido a sua
ampla folhagem e sistema radicular proporciona prote¢éo ao solo (SILVA et al.,

2004). Alem disso, a cultura da batata-doce insere-se como matéria prima para
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obtencdo de etanol por apresentar alto teor de amido, desde que apresente
uma boa produtividade para que possa competir economicamente com outras
culturas agroenergéticas (CASTRO et al., 2012). O alcool da batata-doce & um
produto de alto valor agregado destinado a fabricacdo de bebidas, cosméticos,
tintas e remédios (CASTRO et al., 2008).

A cv. BRS-Cuia, selecionada e introduzida desde o ano de 1994 junto ao
Banco Ativo de Germoplasma da EMBRAPA Clima Temperado e avaliada
anualmente em competicbes de campo em areas experimentais e em
propriedades de produtores, apresenta boas caracteristicas de mercado e
potencial produtivo, com produtividade média de 40t/ha, chegando a 60t/ha
quando as condi¢cbes sdo favoraveis. Apresenta também caracteristicas
quimicas favoraveis, como alto teor de amido, podendo ser utilizada para a

producao de etanol (Castro et al., 2012).

A cv. BRS-Rubissol foi selecionada a partir de plantas provenientes da
regido de Pelotas e mantida em Banco Ativo de Germoplasma desde o ano de
1994, tem sido avaliada anualmente tanto em unidades experimentais como
em Vvarios agricultores da regido. Produz em média 40tha em &area
experimental e apresenta excelentes caracteristicas para consumo de mesa e
também pode ser utilizada no processamento industrial. Apresenta como
diferencial, a coloracdo purpura da casca e polpa levemente amarelada quando
crua. Muito doce e com textura farinacea quando cozida (CASTRO et al.,
2011a).

Por fim, a cv. BRS-Amélia, selecionada a partir plantas provenientes da
regido de Sao Lourenco do Sul (RS) tem sido utilizada em ensaios de pesquisa
em competicdes de campo desde 1992 pela EMBRAPA Clima Temperado. A
produtividade média € de 32t/ha. Esta cultivar salienta-se pela aceitacao junto
ao consumidor devido ao sabor e a cor da polpa, de um alaranjado intenso.
Constitui-se em importante fonte de carotenoides, precursores de vitamina A,
componente nutricional essencial para a populacdo, em especial a infantil
(CASTRO et al., 2011b).

Doencgas virais sao consideradas a principal causa de diminuicao de
produtividade e do declinio de cultivares (MOYER e SALAZAR, 1989) sendo
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gue se estima que cerca de trinta virus infectam a cultura da batata-doce
(SOUZA et al., 2012). A eliminacao desta e outras doencas como salientado no
inicio desta introducdo pode e deve ser realizada, principalmente, através do
isolamento e cultivo de meristemas (WALKEY, 1978; PIERIK, 1989;
BHOJWANI e RAZDAM, 1996).

Portanto, a aplicacao da tecnologia da cultura de tecidos pode ajudar a
retardar o processo de declinio das cultivares decorrente da acumulagdo de
viroses e mutacbes nesta espécie. Como consequéncia, melhorar a
produtividade da batata-doce através de mericlones indexados para virus €&
importante para aumentar o potencial produtivo de diversos genétipos elite em
varias zonas agroecolbgicas e com boas praticas agricolas. No entanto, um
dos aspectos mais problematicos para a aplicabilidade da tecnologia da cultura
de tecidos em batata-doce € que o procedimento para regeneracdo de cada
gendtipo € unico devido a enorme variabilidade na resposta a combinagdo de
reguladores de crescimento utilizados nos meios de cultura (TRIQUI et al.,
2008) e nas caracteristicas fisiologicas das plantas (CASSANA et al., 2007).

OBJETIVOS

7

O objetivo do presente trabalho € apresentar uma alternativa para
minimizar os custos de producdo e simplificacdo dos trabalhos de plantas in
vitro, através da montagem e utilizacdo de biorreatores de imersao temporaria
e utilizacdo de um novo modelo de valvula duplo solenoide de cinco vias de
centro aberto negativo. Além da construgdo do SIT, foram realizados
experimentos preliminares do comportamento de plantas de batata-doce

cultivadas nos sistemas de imersao temporaria e convencional.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de
Tecidos de Plantas do Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da

Universidade Federal de Pelotas.
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1.- Material vegetal

Plantas de batata-doce, cvs. BRS-Cuia, BRS-Rubissol e BRS-Amélia, in
vitro, utilizadas na presente pesquisa, foram gentilmente cedidas pela
EMBRAPA Clima Temperado.

2.- Metodologia
a) Estabelecimento in vitro

A partir de material vegetal indexado, cultivado em casa de vegetacao,
as cvs. citadas acima foram estabelecidas in vitro, através da cultura de
meristemas. Para este procedimento os materiais vegetais foram, inicialmente,
desinfestados através do seguinte procedimento: lavagem em agua corrente
das ramas contendo os meristemas, imersées em alcool 70% por um minuto e
solucdo de hipoclorito de sédio 2% por 20 min e, finalmente trés enxagues em
agua esterilizada.

Os éapices caulinares foram retirados sob estereomicroscopio em camara
de fluxo laminar e inoculados em tubos de ensaio contendo meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), acrescido de 30g.L™ de sacarose, 100mg.L™
de mio-inositol, 5mgL™ de A&cido giberélico (GAs), 0,05mg.L* de &cido
indolilacético (AIA) e 0,5mg.L™ de cinetina (Kin), agar 6,5g.L™" e pH ajustado
entre 5,6-5,8. O meio de cultura foi esterilizado a 121°C e pressao de 1,5atm,
por 20 min. Ap6s a colocacdo nos meios de cultura, os materiais vegetais
foram transferidos para sala de crescimento, inicialmente no escuro por sete
dias e depois sob luz fluorescente branca-fria, com densidade de fluxo de
fétons de 36pmol.m2.s, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 24 +1°C,

por 45 dias.

b) Multiplicagcdo do material inicial

As subsequentes subculturas foram realizadas nas dependéncias do

Laboratorio de Cultura de Plantas da UFPel. As brotagbes priméarias,
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desenvolvidas diretamente dos meristemas, foram multiplicadas no mesmo
meio e condi¢cbes (densidade de fluxo de fétons e temperatura) citadas acima.
Disponibilizou-se cerca de 35mL de meio de cultivo por frasco, esterilizados
nas mesmas condicdes descritas acima. Apds autoclavagem, os frascos
contendo os meios foram deixados em repouso por trés dias, para observacao
de possivel contaminacdo e apds este tempo, os explantes medindo cerca de
10mm de comprimento e contendo entre 2-3 gemas eram acondicionados
obliguamente nos referidos meios. Todo este procedimento foi realizado
assepticamente em camara de fluxo laminar. ApGs a inoculacédo dos explantes
nos frascos, os mesmos eram transferidos para sala de crescimento onde

permaneceram cerca de 28 dias até um novo subcultivo.
c) Montagem do Sistema de Imersdo Temporéaria

Utilizou-se uma estante com trés prateleiras para a instalacdo do
sistema de imersdo temporaria. Para a instalagdo do SIT foram utilizadas
valvulas duplo solenoide autocentrante de 5/3 vias, ou seja, com cinco entradas
e trés possibilidades de combinacdo, com Centro Aberto Negativo (Parker
PVN5-5050-57B), contatores magnéticos, temporizadores, compressor de ar
com filtro isento de 6leo. As conexdes utilizadas foram tubos de poliuretano
(PPU) com engate rapido de 10mm de diametro, tubos de polipropileno e tubos
de silicone de mesmo diametro. Em principio, utilizou-se o tipo de biorreator
desenvolvido em conjunto entre o Instituto Nacional de Investigaciones de la
Cafia de Azucar, INICA, Cuba, e o Instituto Agrondmico de Pernambuco, IPA
(utilizado nos laboratérios de cultura de tecidos vegetais e biofabricas de
plantas de ambos os institutos), que consiste de dois botijdes de agua mineral
descartaveis, com capacidade para até 5L interligados por mangueiras de
silicone, adaptados em tampas previamente manufaturadas.
Concomitantemente a este, utilizou-se um biorreator comercial, da empresa
RALM, constituido de recipientes de policarbonato (para plantas) e de
polipropileno para os meios de cultivo com capacidade para até 2L. Para
ambos os biorreatores, a esterilizagcdo do ar proveniente do compressor, foi

realizada através de filtros PTFE 0,22um e 33mm de diametro.

24



Basicamente e funcionalmente, os biorreatores diferiram quanto a forma
de esterilizacdo, ja& que o conjunto de biorreator formado de botijoes
descartaveis era esterilizado quimicamente, com lavagem e triplo enxague em
agua estéril e imersdo em solucédo de hipoclorito de sédio na concentracdo de
0,1%, imediatamente antes da utilizacdo. Os biorreatores de policarbonato
foram esterilizados via autoclavagem a uma temperatura de 121°C e presséo
de 1,5atm por 20 minutos.

Durante o desenvolvimento dos trabalhos de cultivo in vitro e devido a
quantidade relativamente escassa de explantes das cultivares em estudos,
observou-se a necessidade de desenvolver um terceiro biorreator, de menor
capacidade, para estudos preliminares ou pilotos. Assim, os frascos e/ou
botijdbes de 5L foram substituidos por frascos de vidros, com capacidade
volumétrica de 800mL utilizados primariamente como recipiente para conserva
de alimentos. Aos recipientes de vidros adaptaram-se tampas plasticas para
fechamento e conexao das mangueiras de silicone de menor diametro (6 mm).
Os frascos, bem como os meios foram esterilizados via autoclavagem ou por

esterilizacdo quimica, sem a perda de sua funcao principal.
d) Experimentos com batata-doce

Experimento | - Multiplicacdo de trés cultivares de batata-doce no

sistema convencional e SIT

Foram utilizadas trés cvs., BRS-Cuia, BRS-Rubissol e BRS-Amélia
multiplicadas in vitro conforme descricdo acima. No sistema convencional
foram utilizados cinco (05) explantes em aproximadamente 35mL de meio
semissélido, constituido de sais e vitaminas MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962) acrescido de 30gL™ de sacarose, 100mg.L™ de mio-inositol, 5mg.L™ de
GAs; + 0,1 mg.L™ AIA e o pH corrigido para a faixa de 5,6-5,8, o agar foi
acrescido na proporcdo de 6,59.L" e seguido de esterilizacdo através de
autoclavagem por 20 minutos a uma temperatura de 121°C e pressdo de
1,5atm. Os frascos foram mantidos em repouso por 72h a fim de se observar a
presenca de microrganismos. Em camaras de fluxo laminar, as plantas foram
seccionadas em segmentos de aproximadamente 10mm de comprimento e

contendo entre duas e trés gemas axilares, os quais foram inoculados no meio
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acima citado. Foram utilizados ao todo, quarenta e oito (48) frascos com
capacidade de 200mL com cinco (05) explantes cada, por cultivar. As plantas
foram mantidas em sala de crescimento por 28 dias. Nas mesmas condi¢des

de cultivo enumeradas nos itens anteriores.

No SIT foram inicialmente utilizados botijdes descartaveis de agua
mineral para a inoculacdo do material vegetal. Esses botijdes foram
esterilizados conforme descrigdo acima e antes da inoculagéo dos explantes foi
novamente imerso em uma solucdo de hipoclorito de sédio a uma
concentracdo de 0,1%, seguida de uma agitacdo. Apods foi escorrido 0 excesso
do desinfestante, mantendo-se uma pelicula da solucdo dentro dos botijdes,
garantindo desta forma, completo contato entre a solugédo esterilizante e os
vasilhames. Concomitantemente a esterilizacéo final dos botijoes, foi preparado
o0 meio de cultura, com a mesma constituicdo do meio convencional, com
excecdo do agar. O meio de cultura foi esterilizado através de pasteurizacdo a
uma temperatura de 100°C (ebulicdo) por quatro (04) minutos e em seguida
deixado em repouso até a temperatura alcancar £70°C. Quando os meios
alcancavam esta temperatura, os mesmos eram transferidos para os botijdes a
fim de evitar a deformacdo dos mesmos pela acdo do calor excessivo. Apos o
envase, 0s botijdes ficavam em repouso por 72h com a finalidade de se

observar possivel desenvolvimento de microrganismos.

ApG@s, os explantes foram inoculados nos botijées destinados as culturas,
utilizando-se vinte (20) explantes, constituidos por estacas com cerca de 10mm
de comprimento contendo entre duas e trés gemas axilares por botijao, ou seja,
qguantidade equivalente inoculada nos frascos com meio semissolido. Apds a
distribuicdo dos meios (50 mL/explante) e colocacdo dos explantes nos
recipientes, estes foram levados para a camara de crescimento, para

instalacao final.

Apos estudos prévios, ficaram definidas as frequéncias de imerséo e
duracdo das mesmas: imerséo a cada seis (06) horas por dois (02) minutos de
passagem de meio, um (01) minuto de repouso e mais trés (03) minutos de
retorno do meio de cultivo ao respectivo botijao. Apds conexao dos biorreatores

ao sistema de ar comprimido, os mesmos foram mantidos pelo mesmo tempo e
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condi¢cbes do cultivo convencional. Ao final de 28 dias, os frascos e botijoes
foram desmontados e as plantas mensuradas quanto ao comprimento, numero
de gemas, numero de brotacdes aptas a aclimatizacdo, presenca de raiz e
hiperhidricidade.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 16
repeticdes para o cultivo semissélido sendo cada repeticdo constituida de cinco
plantas. No cultivo em biorreatores (cultivo liquido) foram utilizadas quatro
repeticbes e cada unidade era constituida de vinte explantes, o equivalente a
quatro frascos. A comparacdo entre as meédias dos tratamentos foi realizada

pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
Experimento Il — Comparacéo entre dois SITs

Neste experimento foi utilizada a cv. BRS Cuia e o procedimento de
producdo dos explantes utilizados foi o descrito no item anterior. Foram
utilizados os SITs constituidos por recipientes de policarbonato (empresa
RALM) e garrafas PET descartaveis de agua mineral, com capacidade de 5,0L
conforme descricdo anterior. Foram inoculados 15 explantes nos biorreatores
de policarbonato por apresentar uma area menor de exposi¢cdo, enquanto nos
descartaveis foram inoculados 25 explantes devido a sua area de exposicao e
capacidade de armazenamento de meio de cultivo serem maiores, constituidos

por estacas contendo duas a trés gemas axilares.

Inicialmente, o meio de multiplicacdo utilizado, nas primeiras quatro
semanas de cultivo, era composto de sais MS + 5mg.L™” de GA; + 0,1 mg.L™" de
AlIA + 30g.L™ de sacarose + 100mg.L™ de Inositol e o pH corrigido para a faixa
de 5,6-5,8. Foram utilizados aproximadamente 50mL de meio por explante nos
dois sistemas. Ao final de quatro semanas, o meio inicial, foi substituido pelo de
alongamento/enraizamento, composto de sais MS + 100mg.L™ de Inositol +
5mg.L™! de GA; + 1,0mg.L™ de AIA e pH corrigido para 5,6-5,8, utilizando-se a

mesma relacdo de 50mL por explante.

O tempo e frequéncia de imerséo, na primeira fase, ou seja, no periodo
de multiplicag&o foi de 2 minutos a cada 6 horas, passando posteriormente, no

periodo de enraizamento, para seis imersdes, com duracdo de 3 minutos. Apos
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a preparacdo dos meios e inoculacdo dos explantes nos dois sistemas, 0s
frascos foram transferidos para sala de crescimento, com temperatura
controlada de 23+2°C, fotoperiodo de 16h e densidade de fluxo de fétons de

36umol.m™.s™ proporcionada por lampadas fluorescentes brancas-frias.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo
utilizado para o cultivo em biorreatores (cultivo liquido), oito repeticdes (4
descartaveis e 4 policarbonato) e a unidade experimental constituida de 15 e
25 explantes, respectivamente. A comparacao entre as meédias dos tratamentos

foi realizada pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Experimento Il — Multiplicagdo da cv. de batata-doce BRS-Cuia, em
sistema de cultivo convencional, em funcdo de diferentes concentracfes de

sacarose e fonte de luz.

Neste experimento o meio semissolido foi preparado conforme ja
descrito nos itens anteriores, com excecao dos niveis de sacarose (0; 7,5; 15;
e, 30g.L ™) e fontes de luz (fluorescente branca-fria e LED). A densidade de
fluxos de fétons e irradiancia foi de 36umol.m™?.s™, respectivamente para

lampadas fluorescentes e LED.

Os explantes, cinco por frasco, foram mantidos em céamara de
crescimento com temperatura de 23+2°C e fotoperiodo de 16 horas, por 28
dias. Apos este periodo foram mensurados o comprimento das brotacdes,
namero de gemas e brota¢cbes aptas a aclimatizacao.

Foi realizado andlise de variancia e quando houve diferenca
significativa as médias foram comparadas pelo teste de Tukey para o fator

luminosidade e por regresséao para o fator Sacarose.

e) Aclimatizacao

Ap6s mensuracdo dos dados das plantas obtidas no experimento | e
SIT, foram selecionadas 66 plantas de cada cultivar as quais foram transferidas
para bandejas plasticas contendo substrato comercial (CAROLINA) e
colocadas em casa de vegetacao com temperatura (25+3°C) e umidade relativa
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controladas. Na primeira semana, adaptou-se uma tampa plastica para que
fosse mantida uma camara Umida evitando desta forma a desidratacdo das
plantas. Das trés cultivares semeadas, a cv. BRS-Amélia apresentava sinais de
contaminacdo. Apesar das plantas se apresentarem em estado vegetativo
normal, o meio de cultura no ato da mensuracdo apresentava sinais
caracteristicos de contaminacdo por bactéria, ou seja, odor caracteristico,
viscosidade e turbidez. Entretanto, para fins de registro, utilizou-se esta cultivar
mesmo sendo esperado um resultado abaixo dos demais. Na primeira semana,
as bandejas permaneceram fechadas, determinando 100% de umidade relativa
no ambiente interno das mesmas. ApOs este periodo, as bandejas foram
abertas paulatinamente, possibilitando a diminuicdo da umidade relativa até 60-
70%. ApOs 21 dias, foram contadas o nimero de plantas vivas e enraizadas, ou

seja, devidamente aclimatizadas.

RESULTADOS
1) Montagem e funcionamento dos biorreatores

A ideia inicial era utilizar uma estante de trés niveis de prateleiras com
capacidade total para 60 pares de biorreatores, vinte por nivel, e transforma-la
em uma unidade para o sistema de imersdo temporaria (SIT). A universidade ja
dispunha de um compressor de ar, que depois de devidamente revisado,
mostrou-se apto a tarefa. Também dispunha de duas valvulas solenoides de
via unica (Figura 1), além de conexdes e tubulacdo de cobre que se mostraram
dificeis de trabalhar devido a falta de ferramentas de serralharia. Estes
materiais, atualmente, podem ser substituidos em virtude da disponibilidade, no
mercado, de materiais plasticos como poliuretano e polipropileno, além de

conexdes de engate rapido que sdo de muito mais facil manuseio.
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Figura 1 — Apresentacdo do desenho atual de SIT destacando valvulas

solenoides de via Unica e tubulacdes de metal (A) e poliuretano (B)

Na instalacéo do novo biorreator as tubulacées foram dispostas de modo
a que cada nivel, que a principio comportariam somente 12 pares de
biorreatores, passasse a comportar 20 pares do sistema de imersao
(constituidos por dois frascos interligados). Além disso, visando diminuir os
custos de instalacdo, adquiriu-se no mercado local, uma valvula duplo
solenoide de 5/3 vias (Figura 2) e centro aberto negativo, com a finalidade de
dispensar uma segunda valvula para descompressao, conforme se pode

observar na Figura 1.

O uso deste tipo de valvula substituiria de uma sé vez, quatro valvulas
de via Unica, além de proporcionar economia na aquisicdo de equipamentos
eletrbnicos que compdem os comandos elétricos (mais dois contatores e dois

temporizadores).

Assim, com todos o0s materiais e equipamentos adquiridos
individualmente montou-se o SIT inicialmente projetado e em sequéncia fez-se
0os primeiros testes de funcionamento. Comprovou-se assim que 0 uso da
valvula duplo solenoide funcionava adequadamente, possibilitando a instalacao
de um SIT mais simples e econémico, além de deixar um visual mais limpo,

sem tantas fiacGes elétricas e tubulacdes.
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Figura 2. Visualizacao da estante de SIT na sala de crescimento do Laboratorio
de Cultura de Plantas/UFPel, destacando a valvula duplo solenoide de 5/3 vias

(A) e duas valvulas montadas (B).

Como se sabe, as espécies vegetais possuem caracteristicas distintas
no que diz respeito a tempos e frequéncias de imersdes em SIT. Pensando
neste caso, vislumbrou-se a possibilidade de independentizar as prateleiras
(niveis) da estante, utilizando mais uma valvula duplo solenoide de 5/3 vias e
desta forma tornar possivel a utilizagdo do SIT concomitantemente por diversas
culturas ou mesmo de uma Unica cultura, porém com tratamentos com diversos
tempos e frequéncias de imersdes. Conseguiu-se esta utilizacdo, aproveitando
0 compressor e demais componentes do sistema, apenas com a alocacéo de
duas valvulas de via Unica, ja existentes no laboratério. Desta forma logrou-se
elaborar uma nova ferramenta que possibilitaria mais diversidade no estudo da

cultura de tecidos.

O ambiente interno dos recipientes para cultivo in vitro possui uma
umidade relativa bastante alta, muitas vezes inviabilizando o desenvolvimento
de algumas culturas, principalmente aquelas propensas a hiperidricidade. No
sistema instalado com a vélvula duplo solenoide de 5/3 vias, esta anomalia
pode ser minimizada através da diminuicdo da umidade excessiva,
simplesmente acionando-se a valvula que comanda o deslocamento de ar para

as plantas, sem a necessidade de uma nova imersédo de meio de cultivo.

Como o foco principal do desenvolvimento do SIT é sua utilizagcdo em
biofabricas ou outros empreendimentos comerciais, um dos aspectos mais
importantes é a diminuicdo dos custos, como salientado acima, e a utilizacdo
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de recipientes de grande volume, como os garrafdes descartaveis de agua
mineral com capacidade para 5L, € um destes pré-requisitos. No entanto,
visando comparar os resultados obtidos com o sistema montado acima,

também foram utilizados conjuntos de biorreatores comerciais com recipientes

de policarbonato, fabricados pela Empresa RALM de Séo Paulo (Figura 3).

Figura 3. Visualizacdo dos SIT de garrafées PET (A) e de policarbonato da
empresa RALM (B)

Entretanto, em laboratérios de pesquisa, devido ao manuseio de grande
variedade de culturas e pequena quantidade de material disponivel, observou-
se a necessidade do desenvolvimento de um biorreator com recipientes de
menor capacidade, porém que ndo perdesse seu objetivo principal que seria a
observacdo e multiplicacdo deste material vegetal e seus subprodutos. Em
nova pesquisa de mercado, encontrou-se um recipiente de vidro, com
capacidade total para 800mL utilizado originalmente para conserva de
alimentos, ao qual adaptou-se uma tampa com as devidas tubula¢des, o qual
foi transformado em um microbiorreator (Figura 4). Apés a montagem dos
biorreatores descritos acima, foram, inicialmente, realizados testes de
funcionamento, com algumas espécies disponiveis no laboratério, como amora-
preta, framboesa e macieira, utilizando tempos e frequéncias de imersdes
similares citadas na literatura (WATT, 2012; ARAGON et al., 2014)
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Figura 4. Visualizacdo de microbiorreatores em teste (A) e com cultivo piloto de

amora-preta (B)

Os testes realizados com plantas de pequenas frutas e macieira,
mostraram resultados altamente promissores, alcancando taxas de
multiplicacdo de 21,6/1 e 12,6/1 em amora-preta e framboesa,
respectivamente, resultados superiores aos obtidos no sistema convencional,
principalmente em amora-preta (4/1) (SILVA, 2013). Enquanto que em amora-
preta verificou-se hiperidricidade, o mesmo n&o ocorreu em framboesa, bem
como em ambas as culturas ndo se verificou a presenca de raizes. Ja, os
dados obtidos para macieira foram inferiores aos das espécies citadas acima,

mas superiores aos alcancados no sistema convencional (relagéo 2/1).
2) Experimentos com batata-doce

2.1 Multiplicacdo de trés cultivares de batata-doce no sistema

convencional e SIT

A andlise estatistica dos resultados mostrou que houve interacdo entre
as cultivares e os sistemas de multiplicacdo utilizados nas variaveis
comprimento e nimero de gemas, enquanto que para numero de brotacdes
houve apenas uma interagdo simples entre as cultivares a 5% de probabilidade
de erro pelo teste de Tukey. Por outro lado, ndo houve diferencas quanto ao
enraizamento das plantas, pois todas as plantas apresentaram raizes (100%) e
ndo foi observada a presenca de anomalias morfologicas, especialmente
hiperidricidade.
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As plantas desenvolvidas no sistema convencional (SC) foram
significativamente maiores que as brota¢gdes no sistema de imersao temporéria
(SIT), independente da cultivar estudada (Tabela 1). As diferencas pr6 SC
alcancaram valores tao altos quanto 478,9, 372,6 e 268,2% para as cvs. BRS-

Cuia, BRS-Rubissol e BRS-Amélia, respectivamente.

Tabela 1- Comprimento médio de brotacbes, nimero de gemas axilares e
namero de brota¢des por planta aclimatizavel de batata-doce desenvolvidas em
sistema convencional (SC) e sistema de imerséo temporaria (SIT) por 28 dias.

Comprimento Numero de NUumero de

Cultivar (mm) gemas brotacdes
SC SIT SC SIT SC SIT
BRS - CUIA 770Aa 133Ba 59Ab 6,0Aa 10b 1,7a

BRS-
55,3Ab 11, 7Ba 7,5Aa 6,0Ba 20a 20a
RUBISSOL
BRS-AMELIA  545Ab 148Ba 3,1Ac 4,0Ab 1,5ab 15a
CV (%) 18,24 14,68 27,35

Médias seguidas pela mesma letra maidscula para tratamento e mindscula para cultivares néo

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Quanto ao numero de gemas, somente a cv. BRS-Rubissol destacou-se
apresentando diferenca das demais cultivares (média 7,5 gemas por planta), ou
seja, 27,1 e 141,9% superior, respectivamente, as cvs. BRS-Cuia e BRS-
Amélia. Em relagdo aos sistemas de cultivo, esta cultivar apresentou melhor
resposta no sistema convencional (Tabela 1), revelando, possivelmente, uma

aptidao desta cultivar para a micropropagacao convencional.

A cv. BRS-Cuia apresentou um desempenho mediano quanto aos

sistemas de cultura. Por fim, a cv. BRS-Amélia, ndo apresentou bons
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resultados quando comparado as duas cultivares anteriores em ambos os

sistemas de micropropagacao.

Em relagdo ao numero de brotacdes, observou-se que as trés cultivares
responderam igualmente, independente do sistema de cultura empregado
(Tabela 1). Por outro lado, dentre as cvs., a BRS-Rubissol foi superior as

demais quando cultivada no sistema convencional.

2.2) Comparacdo entre dois sistemas de imersdo temporaria:

descartavel e pré-fabricado.

Neste experimento, buscou-se verificar se haveria diferencas de
produtividade entre dois sistemas de imersdo temporaria de distintas
construcbes. A analise estatistica dos resultados deste experimento
demonstrou que ndo ocorreu diferencas entre os tipos de biorreatores pelo
teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade, ou seja, independente se foi
utilizado o biorreator com garrafas PETs ou com recipientes de policarbonato
da Empresa RALM. No entanto, os sistemas com garrafas PET apresentaram
resultados ligeiramente maiores que o sistema RALM em todas as variaveis
(Tabela 2), ou seja, 16,8, 30,9 e 3,3% respectivamente, quanto ao comprimento
da parte aérea das plantas, numero de gemas e brota¢cbes, indicando que o
sistema com garrafas PET, além de serem mais barato, apresenta resultados

positivos.

Tabela 2 - Médias de comprimento do broto, nUmero de gemas e numero de
brotos de plantas de batata-doce cv. BRS-Cuia cultivadas em SIT montados

com garrafas PET e policarbonato. Pelotas, RS, 2014.

_ Média do . .
Tipo de _ Médiado n® Meédia do numero
) comprimento do
biorreator de gemas de brotos
broto (mm)
Descartavel 35,16 A 6,95 A 1,24 A
Policarbonato 30,09 A 531A 1,20 A
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2.3) Multiplicacdo da cv. de batata-doce BRS-Cuia no sistema de
cultivo convencional, em funcéo de diferentes concentragdes de sacarose

e fonte de luz.

pY

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as
meédias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de
erro, ou analisadas por regressao polinomial, utilizando o software WINSTAT
1.0 (MACHADO e CONCEICAO, 2003).

Para a variavel comprimento, houve significancia estatistica apenas para
o fator concentracdo de sacarose. Assim, como concentracdo de sacarose é
um fator quantitativo optou-se pela regressao polinomial. Entretanto, ndo houve
interacdo entre os fatores, tampouco significativo para luminosidade. Assim,
optou-se pela construcdo do grafico abaixo (Figura 5), que mostra a linha de
tendéncia com aumento considerdvel no comprimento das plantas
concomitante & concentracdo de sacarose até o nivel de 7,5g.L™%. A partir desta
concentracdo, 0s comprimentos se mantiveram praticamente constante até a

concentracéo de 30,0 g.L ™.
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Figura 5. Comprimento de plantas de batata-doce, cv. BRS-Cuia,
desenvolvidas em meio de cultura MS com diferentes concentracdes de

sacarose no sistema convencional. Pelotas, RS, 2014.
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Para a variavel numero de gemas, houve interacdo entre os fatores
concentracdo de sacarose e fontes de luz representado no grafico e tabela
abaixo (Figura 6 ). Pode-se observar que, com iluminagdo LED ocorreu um
aumento do nimero de gemas até a concentracdo de 15g.L™" de sacarose
diminuindo na concentracdo mais elevada (30g.L™"). J& nas plantas
desenvolvidas sob luz fluorescentes, esta varidvel praticamente manteve-se
constante independente da concentracdo do acucar. Embora as tendéncias
observadas, as lampadas LED somente foram superiores as lampadas

fluorescentes na concentracéo de 15g.L™ (5,8 e 4,92, respectivamente).
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Figura 6. Numero de gemas de plantas de batata-doce, cv. BRS-Cuia,
cultivadas em meio MS com diferentes concentracdes de sacarose e fontes de

luz, em sistema convencional. Pelotas, 2014.

2.4) Aclimatizacao

Apos 21 dias da transferéncia das plantas desenvolvidas e enraizadas
no SIT (experimento ), para substrato so6lido em casa de vegetacdo, observou-
se alto indice de aclimatizagcdo das mesmas nas cvs. BRS-Cuia (95,5%) e
BRS-Rubissol (89,4%) (Tabela 3 e figura 7). O mesmo nao ocorreu com a cv.

BRS-Amélia, na qual somente 37,9% das plantas inicialmente transferidas
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sobreviveram. Este resultado pode ter sido decorrente da contaminacdo do

meio de cultivo ao final do periodo de enraizamento nesta cultivar.

Tabela 3 - Percentagem de aclimatizacdo de trés cvs. de plantas de batata-
doce, desenvolvidas em SIT e transferidas para casa de vegetagdo durante 21
dias. Pelotas, RS, 2014

N° de plantas N° de plantas
CULTIVAR % de pegamento
semeadas aptas
BRS-Cuia 66 63 95,5
BRS-Rubissol 66 59 89,4
BRS-Amélia 66 25 37,9

Figura 7. Visualizagdo de plantas de batata-doce postas a aclimatizagdo em

seguida a coleta (A) e apods 21 dias de aclimatizacao (B).

DISCUSSAO

Os resultados obtidos em relacdo aos primeiros testes de multiplicacao
de batata-doce mostrou que o sistema artesanal de imersao temporaria (SIT)
montado no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas do Departamento de
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Botanica da UFPel, com o modelo de valvulas duplo solenoide de 5/3 vias se
mostrou eficiente quanto aos objetivos propostos, ou seja, apresentando
resultados semelhantes aos do sistema comercial da Empresa RALM (Tabela
2). O uso deste tipo de valvula € pioneiro nos equipamentos similares utilizados
nos laboratorios e biofabricas (LORENZO et al., 1998; GEORGIEV et al.,
2014).

O uso deste tipo de véalvula duplo solenoide em substituicdo as valvulas
de via Unica, possibilita, além da diminuicdo dos custos de instalagdo de um
biorreator, melhor manuseio do sistema como um todo, pois esta valvula duplo
solenoide substitui quatro valvulas de via Unica, bem como todos os outros
equipamentos necessarios para o funcionamento de cada véalvula de via Unica
(contatores, temporizadores, fios, adaptadores de engate rapido e tubulacdes,
tanto de poliuretano e polipropileno). O sistema estabelecido permite, ainda,
melhor monitoramento dos vasos de cultivo, quanto a umidade relativa no
interior dos mesmos, proporcionando melhores condi¢coes de trocas gasosas e
consequentemente diminuicdo de anomalias fisioldgicas e/ou estruturais das
em desenvolvimento (ROELS et al., 2005), bem como facilita as programacoes

guanto as frequéncias e tempos de imersdo (GEORGIEV et al., 2014)

Outra possibilidade que se vislumbra com a utlizacdo deste
equipamento € que o mesmo podera servir de base para os futuros alunos, que
ingressarem neste campo da pesquisa, podendo aproveitar o sistema de
valvulas e tubulacdes existentes para utiliza-lo com a adicdo de CO,,
diretamente no recipiente de cultivo, e estudar o comportamento das plantas
em ambiente autotrofico, bem como a adicdo de quaisquer outros gases e seu

comportamento sobre as plantas mantidas in vitro (XIAO et al., 2011).

Em relacdo aos testes iniciais com a cultura de batata-doce, os
resultados obtidos no SIT n&do foram significativos quanto as varidveis
analisadas, ou seja, comprimento e numero de gemas e brotacdes (Tabela 1).
Tais resultados podem ser atribuidos a diferentes fatores, como: tempos e
frequéncias de imersdo dos explantes; composicdo dos meios de cultura,

namero de explantes por volume de meio disponivel e respostas genotipicas.
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Quanto aos primeiros fatores, foram inicialmente estabelecidas seis e
quatro imersbes no periodo de 24 horas de dois e trés minutos em cada
imersdo, conforme utilizadas em trabalhos anteriores com outras espécies
(PEREZ-ALONSO et al., 2007; ARENCIBIA et al., 2013). Possivelmente estes
tempos e frequéncias de imersdes ndo tenham sido adequados a batata-doce,
visto que os tempos acima especificados foram usados para batata e cana-de-
acucar. Segundo Watt (2012) as respostas no SIT séo variaveis em funcéo da
espécie, sendo tempo e numero de imersfes altamente significativos em
abacaxi e jacaranda, com ganhos de 533% (3 min/12 vezes) e 585% (15 min/4
vezes), respectivamente, em relagcédo ao sistema convencional. Por outro lado,
com a cultura do Inhame as respostas foram pouco expressivas, ou seja,

apenas 12% (15 min /6 vezes).

Os meios de cultura utilizados neste trabalho foram os mesmos para os
dois sistemas de cultivo (convencional e SIT). O referido meio foi utilizado para
a cultura da batata-doce no sistema convencional (DODDS et al., 1992) e,
talvez sua composicdo ndo seja a mais adequada para o cultivo destas
cultivares no SIT, pois segundo Zhu et al. (2005) a sensibilidade das células e
tecidos podem variar consideravelmente, principalmente quanto a reguladores
de crescimento, entre este e o0 sistema convencional. Tais afirmativas também
foram realizadas para a composicdo mineral e concentracdo de agucares, em
estudos realizados por Posada (2002), com macieira. O referido autor verificou
que a multiplicacdo de estacas de porta-enxerto M9 era mais efetiva no SIT
guando o meio empregado no sistema convencional era alterado, com aumento
na concentracdo de sacarose (30 para 40g.L™) e reducdo da quantidade de
nitrogénio em 25% em relacéo ao total. Neste mesmo sentido, Junkes (2015)
verificou alteracdes significativas no niumero médio de brotacbes em macieira
(117%) no SIT, com diferente composicdo mineral do meio MS, em relacdo ao

sistema convencional.

Convém salientar, que embora o0s primeiros testes ndo tenham
apresentado resultados expressivos quanto as variaveis analisadas, ndo foram
observadas nas plantas cultivadas nos dois sistemas, qualquer anomalia, como
exemplo a indugdo de hiperidricidade, muito comum em determinadas

espécies, principalmente quando desenvolvidas em meios liquidos (WANG et
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al. 2013). Esta resposta pode estar relacionada a composicdo do meio de
cultura empregado como salientado acima, tanto no sistema convencional,
como no SIT. Na batata-doce, como a sua multiplicacdo ocorre através do
desenvolvimento de meristemas axilares, a composicdo hormonal dos meios
apresentam baixa concentracdo ou auséncia completa de citocininas, as quais
séo fatores desencadeadores da hiperidricidade, além de inducdo de calos na
base dos explantes (HAZARIKA, 2006). J4, o meio utilizado neste trabalho,
apresentava baixa concentracéo de citocinina (0,5 mg.L™ de cinetina) e auxina
(0,05 mg.L™ de acido indolilacético) e alta concentracdo de &cido giberélico (5,0
mg L™), resultando em crescimento das brotacdes somente por gemas axilares

e formacdo de raizes funcionais.

Considerando que o SIT instalado no laboratério possibilita a incluséo
de CO; no interior dos frascos de cultura e estabelece um desenvolvimento
autotrofico, foi realizado um experimento, no sistema convencional, para
verificar o comportamento de explantes de batata-doce em funcdo da
concentracdo de sacarose e tipo de luz durante o seu desenvolvimento
(Figuras 1 e 2 e tabela 2). Pode-se observar que houve crescimento das
plantas e aumento do numero de gemas quando as culturas foram submetidas
tanto as lampadas LED, como fluorescentes, com densidade de fluxo de fétons
de 36umol.m?s™. Tal resultado salienta que esta espécie, ndo é especialmente
exigente quanto ao tipo de luz incidente. Por outro lado, embora tenha ocorrido
pequeno desenvolvimento sem sacarose, este foi significativamente
incrementado com a adicéo de 15g.L™ deste acucar, ou seja, bem abaixo da
concentragdo de sacarose utilizada para a maioria das espécies vegetais
(RADMAN et al., 2001; ZANANDREA et al., 2006; BANDEIRA et al., 2013).
Estes resultados demonstram que a batata-doce, talvez seja um material
vegetal propicio para o estabelecimento de um crescimento fotoautotréfico
(XIAO et al., 2011)

As plantas desenvolvidas e enraizadas no SIT (Tabela 4) apresentaram
altas percentagens de aclimatizacdo, principalmente em duas das cultivares
desenvolvidas (BRS-Cuia e BRS-Rubissol) com percentuais de 95,5 e 89,4%.
Ja na cv. Amélia este percentual baixou para 37,9%. Tal resposta, na cv. BRS-

Amélia pode ser atribuida aos sinais de contaminagdo observada no fim do
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periodo de enraizamento in vitro, visto que o meio de cultivo apresentava
turbidez, viscosidade e odor caracteristico de contaminacédo bacteriana. A alta
percentagem de aclimatizacdo obtida esta de acordo com resultados prévios
com outras espécies, visto que como salientado por Aragon et al., (2010),
plantas oriundas do SIT apresentam melhor resposta ao estresse anti-

oxidativo, causada pela transferéncia da condi¢cao in vitro para ex vitro.

Finalmente, embora os resultados iniciais com batata-doce ndo tenham
sido expressivos quanto as variaveis estudadas, necessitando de ajustes no
protocolo de micropropagacéao, o biorreator instalado no Laboratorio de Cultura
de Tecidos da UFPel, além de apresentar funcionamento similar ao biorreator
comercial, apresenta custo de aquisicdo 86% inferior ao fabricado pela
empresa RALM. Pois, enquanto um par de biorreator da empresa RALM custa
R$ 944,00 instalado, 0 modelo montado na universidade foi orcado em R$
132,00.

CONCLUSOES

- O sistema SIT instalado no laboratério de cultura de tecidos da UFPel
apresenta bom funcionamento, similar aos manufaturados, com a vantagem
de ter custo de instalacdo substancialmente inferior aos produzidos

comercialmente;

- Experimentos preliminares com a batata-doce e outras espécies
demonstram que os microbiorreatores desempenham func¢des semelhantes aos
biorreatores tradicionais podendo, portanto, serem utilizados em pesquisas

onde se dispde de pouco material vegetal;

- Nas condicBes em que foram realizados os experimentos, as plantas
de batata-doce desenvolvidas no SIT apresentam um desenvolvimento normal,
com raizes bem desenvolvidas e sem anomalias (presenca de hiperidricidade),

aptas a aclimatizacao;

- Mesmo que os resultados da micropropagacéo das plantas no SIT nao

tenham tido uma resposta muito positiva em relacdo ao método convencional,
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gquanto as Vvariaveis estudadas, mostram que em funcdo da sua
operacionalidade e custos de producéo, este sistema, com pequenos ajustes

podera ser utilizado comercialmente para a espécie em questao.
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CONSIDERACOES FINAIS

A montagem e funcionamento do sistema de biorreator de imerséo
temporaria no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas € um legado para
continuidade dos trabalhos em cultura de tecidos de plantas, tanto no aspecto
empresarial, visto que uma empresa esta se estabelecendo como uma
incubadora no laboratério, bem como para as pesquisas envolvendo espécies
de interesse econOmico para a regido. As experiéncias iniciais, com amora-
preta, framboesa e macieira evidenciaram a eficiéncia do referido sistema no
aumento da multiplicacdo destas espécies. Em relacdo a batata-doce, cuja
expressao econdmica nao é tao relevante, embora sua importancia como fonte
de carboidratos, aminoacidos e vitaminas, as respostas obtidas ndo foram tao
expressivas como tem sido salientado em inumeros trabalhos cientificos. No
entanto, levando em consideracdo que este é o primeiro estudo desta cultura
com SIT, novos experimentos deverdo ser realizados, quanto a tempo e
namero de imersdes, densidade de explantes, composicdo mineral dos meios,
balanco de reguladores de crescimento, densidade de fluxo de fétons entre
outros, visando adequar um protocolo que seja mais responsivo para esta
espécie, tornando assim o sistema SIT promissor e passivel de ser utilizado na

propagacéo comercial da mesma.

Convém salientar que além do SIT com recipientes com volumes de 5L,
também foi testado e aprovado a construcdo de microbiorreatores, utilizando
frascos menores de vidros (volume de 800mL), possibilitando assim estudos
cientificos quando a quantidade de explantes existentes em cultura sao

insuficientes para realizados experimentos envolvendo varios fatores.

Por fim, os biorreatores agora em funcionamento no laboratério, também
poderdo alavancar novas pesquisas, envolvendo producdo de metabdlicos
secundarios, estudos de fisiologia e anatomia de plantas desenvolvidas neste

sistema de cultivo.
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