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RESUMO

O cultivo convencional do inhame tem apresentado problemas desde a obtencdo de tuberas-
sementes de qualidade até a infeccao das plantas pelo ataque de virus e fungos. Com o cultivo
in vitro, os problemas do cultivo tradicional s3o sanados e pesquisas com enfoque no
desenvolvimento de protocolos de propagagao e conservagdo estdo cada vez mais frequentes.
A otimizagdo no desenvolvimento das culturas in vitro esta atrelada ao conhecimento das
necessidades fisioldgicas dos vegetais. Diante disso, o presente trabalho objetivou estudar as
respostas fisiologicas de plantas de inhame submetidas a técnicas de propagagdo: com o uso de
diferentes qualidades de luz, e de formulagao nutritiva; e técnicas de conservagdo: com o uso
de diferentes agentes osmoticos em distintas concentragdes. No primeiro capitulo, objetivou-se
estudar a influéncia da fonte de luz e formulagdo nutritiva no desenvolvimento, fisiologia e
anatomia de plantas de inhame durante o cultivo in vitro, pré-aclimatizagdo e aclimatizagao.
Neste trabalho utilizou-se trés fontes luminosas (fluorescente, LED e Modulo) e duas
formulagdes nutritivas (MS e WPM). A exposicdo de plantas de inhame durante as fases in
vitro e de pré-aclimatizacgao a luz Fluorescente favoreceu a morfogénese e a fotossintese liquida
em inhame. O meio de cultura WPM foi mais eficaz que o MS na promoc¢do do acimulo de
biomassa e de teores de pigmentos fotossintéticos de plantas aclimatizadas de inhame. Plantas
de inhame aclimatizadas apresentaram parénquima clorofiliano mais organizado, com menores
espacos intercelulares, feixes vasculares de menor calibre e estomatos aparentemente mais
funcionais. O segundo capitulo abordou a influéncia de tipos e concentracdes de agentes
osmoticos, no crescimento ¢ desenvolvimento, durante a conservagao in vitro, recrescimento e
aclimatizacdo de inhame. Utilizou-se trés agentes osmoéticos em quatro concentracdes € um
tratamento testemunha. As avaliagdes de crescimento ocorreram aos 180, 270 e 360 dias do
periodo de conservacdo, aos 60 dias de recrescimento e aos 120 dias de aclimatiza¢do. As
avaliagdes bioquimicas foram realizadas ao final do periodo de crescimento lento. Através da
analise de varidveis canonicas foi possivel observar a formagao de cinco e quatro grupos de
tratamentos para as variedades “White” e “Purpurae”, respectivamente, para ambas a
representacdo da variagdo total foi superior a 90%. A altura da brotagdo foi a caracteristica de
crescimento que mais contribuiu para a diversidade entre os tratamentos, para as duas
variedades. Dentre as variaveis bioquimicas, houve a formagdo de trés e quatro grupos de
tratamento, para “White” e “Purpurae”, respectivamente, e as duas primeiras variaveis
canoOnicas representaram mais de 90% da variacdo total, para ambas as variedades. O teor de
amido e de actlicares soluveis totais, para as duas variedades, foram as caracteristicas que mais
contribuiram na variabilidade entre os tratamentos. Durante a fase de recrescimento, plantas da
variedade “White” tiveram médias de altura da brotacdo e de numero de folhas expandidas
superiores nos tratamentos com sacarose e sorbitol. Nesta mesma fase, plantas da variedade
“Purpurae” evidenciaram maior altura da brota¢dao, nimero de folhas expandidas e nimero de
gemas com sacarose, sorbitol e no tratamento testemunha. Na aclimatizagdo, a variedade
“Purpurae” para a altura da brotagdo, evidenciou maiores médias no tratamento com sorbitol
50 mM. Nesta fase, plantas “White” ndo tiveram efeito significativo para as variaveis
analisadas. As concentracdes de 50 mM de sacarose ou de sorbitol, ¢ de 100 mM de sorbitol,
para a variedade “White”, promovem maior sobrevivéncia durante o periodo de conservacao.
Conclui-se que a altura da brotagcdo e o nimero de folhas expandidas aos 360 dias estdo entre
as variaveis que favorecem maior variabilidade entre os tratamentos durante o periodo de
conservagdo in vitro da variedade “White”. Sobrevivéncia de 100%, ao final do periodo de
conservacgao in vitro, das plantas de inhame da variedade “Purpurae” foi promovida pela adi¢cao
de 50 mM de sorbitol ao meio de cultura. As variaveis altura da brotacao aos 270 dias e nimero
de gemas aos 360 dias permitiram maior diversidade entre os tratamentos durante o crescimento
lento de inhame da variedade “Purpurae”. As variaveis bioquimicas que tiveram maior



contribui¢do na variabilidade entre os tratamentos, para ambas as variedades, sdo agucares
soluveis totais e amido. A utilizacdo de sacarose e sorbitol, na concentragao de 50 mM, foi eficaz
na regeneracao e aclimatizagdo de plantas de inhame submetidas a 360 dias de crescimento lento. O
manitol ndo foi eficaz na manutencao de inhame in vitro.

Palavras-chave: inhame; crescimento lento; fontes de luz.



ABSTRACT

The conventional cultivation of yam has presented problems from obtaining tubers of quality
seeds to infection of plants by the attack of viruses and fungi. Within vitro cultivation, the
problems of traditional cultivation are solved and research focusing on the development of
propagation and conservation protocols is increasingly frequent. The optimization in the
development of in vitro cultures is linked to the knowledge of the physiological needs of plants.
Therefore, in general, the present work aimed to study the physiological responses of yam plants
submitted to propagation techniques: using types and quality of light, and nutritional
formulation; and conservation techniques: using types and concentrations of osmotic agents. In
the first chapter, the objective was to study the influence of spectral quality of light and nutritive
formulation on the development, physiology and anatomy of yam plants during in vitro
cultivation, pre-acclimatization and acclimatization. In this work, three light sources and two
nutritional formulations were used. The exposure of yam plants during the in vitro and pre-
acclimatization phases to Fluorescent light favored morphogenesis and liquid photosynthesis in
yam. The WPM culture medium was more effective than MS in promoting the accumulation of
biomass and photosynthetic pigment contents of acclimatized yam plants. Acclimatized yam
plants had more organized chlorophyll parenchyma, with smaller intercellular spaces, smaller
vascular bundles and apparently more functional stomata. The second chapter addressed the
influence of types and concentrations of osmotic agents, on growth and development, during in
vitro conservation, regrowth and acclimatization of yams. Three osmotic agents in four
concentrations and one control treatment were used. Growth evaluations took place at 180, 270
and 360 days after the conservation period, at 60 days of regrowth and at 120 days of
acclimatization. Biochemical evaluations were performed on plants at the end of the slow
growth period. Through the analysis of canonical variables, it was possible to observe the
formation of five and four groups of treatments for the varieties "White" and "Purpurae",
respectively, for both the representation of the total variation was greater than 90%. Shoot
height was the growth characteristic that most contributed to the diversity between treatments,
for both varieties. Among the biochemical variables, three and four treatment groups were
formed, for "White" and "Purpurae", respectively, and the first two canonical variables
represented more than 90% of the total variation, for both varieties. The content of starch and
total soluble sugars, for both varieties, were the characteristics that most contributed to the
variability between treatments. During the regrowth phase, plants of the “White” variety had
average sprouting height and superior number of expanded leaves in the treatments with sucrose
and sorbitol. In this same phase, plants of the “Purpurae” variety showed higher sprouting
height, number of expanded leaves and number of buds with sucrose, sorbitol and in the control
treatment. In acclimatization, the variety “Purpurae” for the height of the sprout, showed higher
averages in the treatment with 50 mM sorbitol. At this stage, "White" plants had no significant
effect on the variables analyzed. It is concluded that the bud height and the number of expanded
leaves at 360 days are among the variables that favor greater variability between treatments
during the in vitro conservation period of the “White” variety. Survival of 100%, at the end of
the in vitro conservation period, of yam plants of the variety “Purpurae” was promoted by the
addition of 50 mM sorbitol to the culture medium. The variables bud height at 270 days and
number of buds at 360 days allowed for greater diversity among treatments during the slow
growth of yam of the variety “Purpurae”. The biochemical variables that had the greatest
contribution in the variability between treatments, for both varieties, are total soluble sugars



and starch. The use of sucrose and sorbitol, at a concentration of 50 mM, was effective in the
regeneration and acclimatization of yam plants submitted to 360 days of slow growth. Mannitol
was not effective in maintaining yam in vitro.

Keywords: yam; slow growth; light sources.
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INTRODUCAO GERAL

A cultura do inhame (Dioscorea sp.) apresenta importancia social e econOmica
significativa para o Brasil, com produ¢do em regides de clima tropical, como Nordeste, Norte
e Sudeste (BRESSAN et al., 2005; SANTOS et al., 2007a), constituindo um bom negbcio
agricola em funcdo do consumo pela populacdo. Apesar da significativa importancia dessa
planta para o Brasil, uma acentuada reducao na producdo tem sido verificada nas ultimas
décadas, que estd ligada a baixa oferta de tiberas-sementes de boa qualidade e o seu alto custo
(SANTOS et al., 2007b).

O inhame ¢ uma tubera de alto potencial nutricional e energético, rico em vitaminas: A,
C (4cido ascorbico), e do complexo B (tiamina, riboflavina e niacina); proteinas; minerais
(fosforo, calcio, ferro) e carboidratos. Além de ser fonte natural de hormonio para as mulheres,
podendo ser usado na agroindustria (CONSUMO, 2008). Cerca de 10 espécies de
Dioscoreaceae sao utilizadas na alimentagdo humana (LEBOT, 2009), o que aumenta o potencial
econdmico dos tubérculos em todas as regides do Brasil. Além disso, as tuberas constituem
matéria-prima para a producdo de diosgenina, um metabolito secundario fonte natural de
progesterona, utilizada na sintese de hormonios esteroidais e costicosteroides (OASHI, 1999).

O florescimento das espécies de Dioscorea, no Brasil é raro (MONTEIRO; PERESSIN,
2002) e os elevados indices de ataque de patdgenos a cultura do inhame, juntamente com a
escassez de informagdes acerca do uso de técnicas biotecnologicas para produgdo de mudas e
conservagao ex situ de germoplasma sugerem que pesquisas sejam desenvolvidas com este
género. Além dos problemas fitossanitarios que incidem sobre as tuberas comerciais e tuberas-
sementes, ¢ necessario um longo periodo para producdo de rizomas, limitando a produgdo e
padronizagdo em larga escala (CHEN et al., 2007).

Por ser cultivado em pequenas e médias propriedades (NASCIMENTO et al., 2015), o
inhame ¢ plantado por agricultores tradicionais, que também cultivam outras plantas de
propagacdo vegetativa, como mandioca, batata e batata-doce (SIQUEIRA, 2011). Contudo,
devido as mudangas socioecondmicas sofridas nos ultimos tempos, perdas dos recursos genéticos
vegetais sao propicias a acontecer (NASCIMENTO et al., 2015).

Nesse contexto, a utilizagdo das técnicas de cultura de tecidos promove agregacao de
valor as culturas, viabilizando a producdo em larga escala, limpeza clonal e a conservacao e
intercambio de germoplasma (OLIVEIRA et al., 2013). Embora existam pesquisas sobre o uso
da biotecnologia em Dioscorea, as informacgdes ainda sdo escassas, levando em conta o

potencial e a eficiéncia das técnicas biotecnoldgicas, e o interesse socioecondmico e
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farmacoldgico do Inhame. Logo, estudos sobre as variagdes morfofisiologicas e genéticas sao
imprescindiveis para desenvolver protocolos eficientes de propagagdo e conservagao
(SARKAR et al., 2001).

Até o presente momento, sdo raros os protocolos visando a conservagao ex situ por
crescimento lento, e que avaliem os efeitos de diferentes fontes de luz no crescimento e
desenvolvimento de Dioscorea. Sendo assim, esta pesquisa proposta buscou avaliar a utilizagao
de formulagdes nutritivas e fontes de luz na propagacao, bem como os efeitos do estresse

osmotico como estratégia de conservagao in vitro de duas variedades de Dioscorea alata.
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REVISAO DE LITERATURA

A aplicacdo de técnicas biotecnologicas visando a producdo agricola tem ganhado
evidéncia devido ao seu uso no melhoramento de plantas, engenharia genética, cultivo de
células, 6rgdos e tecidos, micropropagacdo massal e conservacao dos recursos vegetais. A
cultura de tecidos surge como ferramenta de produgdo de plantas em curto prazo sem
sazonalidade, mediante a expressdo da capacidade de proliferacdo e organizacao das células: a
totipoténcia (KERBAUY, 1999). Para que as células vegetais se tornem competentes, tornando-
se especializadas, h4 a necessidade de indugdo sob condic¢des especificas de cultivo in vitro
(ATTA et al., 2009). Cé¢lulas meristematicas do apice caulinar sdo capazes de se diferenciar em
diversos tipos de tecidos e 6rgaos, porém, na condicdo in situ, elas ndo sdo competentes para
formar um organismo completo, sugerindo que nesta situagao, ela nao ¢ totipotente (VERDEIL

et al., 2007), podendo tornar-se quando submetida a condigao in vitro.

2.1 CARACTERISTICAS E IMPORTANCIA DO GENERO Dioscorea

O género Dioscorea pertence a familia Dioscoreaceae e possui espécies que se
desenvolvem em ambientes tropicais, sendo originadas na Africa, Asia e América (PEDRALLI,
1990). Estima-se que no Brasil o género esta presente em todas as regides, encontrando-se cerca
de 130 espécies (KIRIZAWA et al., 2020). Destas, 10 fazem parte da alimentagdo humana
(LEBOT, 2009), 15 sao utilizadas como plantas medicinais e por tribos indigenas das Regides
Centro-Oeste e Norte como planta toxica durante a caga e pesca (PEDRALLI, 1988). No Brasil
apenas Dioscorea alata L., D. cayenensis L., D. rotundata Poir, D. bulbifera L. e D. trifida L.
sdo cultivadas e consumidas (PEDRALLI, 1988; BRESSAN et al., 2005; VEASEY etal., 2010;
SIQUEIRA et al., 2014).

O inhame ¢ uma monocotileddnea, de porte herbaceo, trepadeira, de caule subterraneo
do tipo tubérculo, responsavel pelo armazenamento das propriedades da planta e pela sua
propagacao vegetativa, que pode ser realizada por tiberas-sementes inteiras, partidas e mudas
(PEDRALLI, 1988). Suas folhas apresentam grandes variagdes morfologicas € normalmente
sdo alternas, opostas ou espiraladas, com lobos ou ndo, pecioladas em forma de seta ou coragao.
Suas flores sdo actinomorfas, pequenas, trimeras, geralmente unissexuais e algumas com odor
(IPGRI/IITA, 1997). O cultivo do inhame geralmente ¢ associado a sistemas agricolas
tradicionais, sendo parte da estratégia de subsisténcia de pequenos agricultores em muitos

paises (LEBOT, 2009; BRESSAN et al., 2005; TAMIRU et al., 2008, SIQUEIRA et al., 2014).
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Algumas espécies do género podem formar tubérculos nas axilas foliares, denominados de
bulbilhos aéreos, que acumulam dgua e nutrientes (DAHLGREN; CLIFFORD, 1982; RIZZINI;
MORS, 1995)

Dioscorea alata L. esta entre as dez espécies mais importantes de inhame, quando
observadas as perspectivas basicas de alimentos e agricultura (LEBOT, 2009). Originaria do
continente Asiatico e sdo encontradas diversas variedades, como o cara Sdo Tomé, Nambu,
Purple de Ceildo, Sorocaba, Roxo de Ilhéus, Mimoso, Caipira e cara Florida (SANTOS, 1996).
Apresenta tubérculos com formatos variaveis, embora a maioria seja de formato cilindrico e
normalmente a polpa é de coloragio branca, podendo variar de creme a purptrea (ARAUJO,
1994).

A ampla adaptagdo e seu cultivo faz desta espécie uma das mais importantes de
Dioscorea usadas na alimentagdo (TAY, 2013). A flexibilidade agrondmica deste inhame ¢
relativamente melhor do que outras espécies cultivadas devido a sua facilidade de propagacao
vegetativa (PETRO et al., 2011). Além disso, os tubérculos subterraneos desta espécie sdo
conhecidos por seu alto contetido nutricional (SIQUEIRA et al., 2012).

A inser¢do das tiberas de inhame na alimenta¢ao humana ocorreu devido a sua qualidade
nutricional (ricas em proteinas, sais minerais e vitaminas A, C, D e do complexo B) (BAAH et
al., 2009), energética (como fonte de carboidratos) (TETCHI et al., 2007), com propriedades
medicinais e baixos indices de gorduras (SANTOS et al., 2007a).

A utilizagdo de varias espécies de Dioscorea ocorre principalmente pela produgao de
diosgenina (CHU; FIGUEIREDO-RIBEIRO, 1991), metabdlito secundario da classe das
sapogeninas de grande importancia econdmica, € por ser muito semelhante a progesterona
natural, ¢ utilizada como fonte alternativa para a sintese de hormonios esteroidais (androgenos,
estrogenos e progesterona) e corticosteroides (antiinflamatorios, anticancerigenos,
contraceptivos orais ¢ desordens hormonais) (NARULA et al., 2007). Sendo assim, muitas
espécies do género se tornaram raras com a extracao desse metabolito (OASHI, 1999).

A FAOSTAT (2020) aponta que em 2018 a produtividade mundial de inhame foi de
72,5 milhdes de toneladas, com 96,4 % da producdao no continente africano. No Brasil a
producdo anual foi de 251.489 toneladas neste mesmo ano (FAO, 2020). Apesar da sua
importancia para a agricultura familiar e de subsisténcia, a baixa produtividade esta atrelada a
falta de material propagativo de boa qualidade, alto nivel de infeccdo de doencas fingicas
(Curvularia e Phytophthora), uso indiscriminado de agrotdxicos, alta incidéncia e severidade
de fitonematoides no solo e nas tiberas-sementes, uso inadequado de fertilizantes quimicos e

baixo nivel tecnoldgico de produtores rurais (SANTOS et al., 2007a). Outra doencga importante,
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que reduz drasticamente o rendimento de D. alata, ¢ a antracnose (Colletotrichum
gloeosporioides) possuindo incidéncia elevada em muitos paises (ABANG et al., 2003). Dansi
et al., (1997) ja relatavam o desaparecimento de algumas cultivares, contribuindo para o

aumento da erosdo genética, atribuido ao ataque de pestes e doengas.

2.2 CULTIVO IN VITRO DE INHAME

A propagacao sexuada do inhame usando técnicas convencionais € lenta, o que acarreta
baixa produgao de tubérculos, além da possibilidade de ataque por infec¢des virais e nematoides
(NG, 1992). O cultivo in vitro, pela técnica de propagagdo, ajuda a superar as restri¢coes
impostas pelo cultivo tradicional, através da disponibilidade de material de plantio de alta
qualidade (VAILLANT et al., 2005).

A multiplicacdo massal de plantas isentas de doengas € uma alternativa para o
desenvolvimento agrondmico e expansao das culturas. No entanto, a quantidade de subcultivos
realizados para a micropropagacdo pode acarretar aumento da variagdo somaclonal (HIGA,
2006; KHATTAB et al., 2014). Fatores como o método utilizado para propagacao, tipo ou fonte
do material vegetal inicial, tipo e a concentragao de fitorreguladores, numero e duragdo de
subculturas, genotipo e estresses associados ao ambiente in vitro podem contribuir para a
ocorréncia de alteragdes genéticas (BAIRU et al., 2011). Outro fator do cultivo in vitro de
plantas est4 associado a concentracdo e ao tipo de meio de cultura (ESTRADA-LUNA et al.,
2008), que diferem principalmente na concentracao de macro € micronutrientes.

O meio de cultura MS descrito por Murashige e Skoog (1962) ¢ comumente utilizado
para a propagacao in vitro de espécies de inhame (HUANG et al., 2009; MAHESH et al., 2010).
Segundo Das et al., (2013) , a adi¢do de auxina ao meio de cultura MS promove crescimento
satisfatorio de segmentos nodais de Dioscorea alata. A utilizagao do meio MS suplementado
com metiljasmonato evidenciou maior nimero de gemas em microplantas de D. alata, quando
comparado ao meio 1/2WPM (JAZIK; MANTELL, 2000). Borges et al., (2004) relatam que o
meio D-571 (DE LA CRUZ et al., 1992) suplementado com 1,5% de manitol + 0,1 ou 1 mg L
"'e 2 g L'l de carvio ativado foi necessario para micropropagar e regenerar 100 e 98% dos

explantes de D. alata, mantidos in vitro por 9 meses.

2.3 FOTOMORFOGENESE NO CULTIVO IN VITRO
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A luz ¢ um dos mais importantes fatores ambientais que atua como chave para o
crescimento e desenvolvimento de plantas, morfogénese, biossintese de componentes celulares
e expressdo génica no ciclo de vida vegetal (HUCHE-THELIER et al., 2016). Diversos
processos (fotossintese, acimulo de biomassa, fotomorfogénese, germinagdo, floragdo e
metabolismo secundario) podem ser controlados e otimizados através da exposi¢do a diferentes
comprimentos de onda do espectro visivel (MASSA et al., 2008).

As plantas possuem distintos fotorreceptores que detectam o espectro luminoso e que
permitem que elas respondam quanto a intensidade, qualidade, duragdao e dire¢ao da luz
(WHITELAM; HALLIDAY, 2007). Os fitocromos absorvem principalmente a luz vermelha e
vermelha distante e sdo essenciais para a germinagdo, alongamento do caule e floragdo,
influenciando também o gravitropismo e fototropismo (CASAL, 2013; CHEN et al., 2004). Os
criptocromos ¢ fototropinas sdo responsaveis pela absor¢do da luz azul e sdo importantes para
a formagdo da clorofila, abertura estomatica e na fotomorfogénese (dle CARBONNEL et al.,
2010).

A combinagdo das luzes azul, vermelho e vermelho distante favorece a regulagdo de
varias respostas as plantas, como a fotossintese, metabolismo secundario e fotomorfogénese
(HAMDANTI et al., 2019; HERNANDEZ; KUBOTA, 2016), evidenciando um efeito sinérgico
entre os fitocromos e criptocromos (USAMI et al., 2004).

Pesquisas com enfoque direcionado a utilizacdo de diferentes fontes de luz no
crescimento in vitro de plantas estdo comuns devido as limitagdes das lampadas comumente
usadas (xenonio, fluorescente, mercurio, halogénio / tungsténio de quartzo, LED branco) em
ndo reproduzir o espectro solar e provocando baixo desempenho fotossintético e perfil de

metabolitos (LANDI et al., 2020).

2.4 CONSERVACAO DE PLANTAS

A conservagao de germoplasma vegetal tem como principio preservar a0 maximo os
recursos genéticos, visando assegurar a existéncia e a continua disponibilidade de plantas para
diversos fins (SANTOS; SALOMAO, 2017). Dentre as trés estratégias existentes de
conservagao, destaca-se a forma ex situ, caracterizada por englobar diversas técnicas e métodos,
como o crescimento lento e criopreservacao em nitrogénio liquido, manutencao de colegdes de
germoplasma, em campo ou em casas de vegetagao, e de sementes em camaras frias (VALOIS

et al., 2001). Este tipo de conservacgdo tem sido empregado em espécies cultivadas, no entanto,
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devido ao crescente desmatamento, tem-se crescido a necessidade de se conservar espécies
nativas, raras ou ameacadas de extincdo (ENGELMANN, 2011).

Técnicas de cultura de tecidos tém sido utilizadas como ferramenta para a manutengao
e multiplicagdo ex situ do germoplasma de diversas espécies (FONSECA et al., 2015). Os
bancos de germoplasma in vitro visam a conservagdo do patrimonio genético, em condigdes de
laboratério, buscando a reducdo ou paralisagdo do metabolismo celular (CARVALHO et al.,
2011)

A conservacgao in vitro baseia-se no cultivo de plantas fora do seu habitat natural, sob
condi¢des controladas em laboratorio e utilizagdo de técnicas da cultura de tecidos vegetais
(ENGELMANN, 1991), com o objetivo de manter bancos de germoplasma, preservando a
diversidade genética, principalmente quando se tem sementes recalcitrantes (PENCE, 2011).

O crescimento lento ¢ um método de conservacgdo in vitro de curto e médio prazo
(ENGELMANN, 2004), mediante a promogao da altera¢do nas condicdes fisicas (temperatura,
fotoperiodo, densidade de fluxo de fotons, ajuste osmoético) e/ou quimicas do meio de cultura
(componentes salinos e retardadores de crescimento) que favorecem a redugdo do metabolismo
celular, e, consequentemente, desaceleragao do crescimento vegetal (CARVALHO etal., 2011;
LIMA-BRITO et al., 2011; SILVA; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2011). Outras estratégias
incluem o aumento dos intervalos entre os subcultivos (SARASAN et al., 2006), sem contudo
afetar a viabilidade do material conservado (ENGELMANN, 2011). O que possibilita a
disponibilidade de material para o melhoramento genético e o intercambio de germoplasma
entre instituigoes.

No geral, temperaturas entre 15 a 20 °C estdo associadas a menores taxas de
crescimento, sem que ocorram mudangas morfoanatdmicas nos tecidos, além de aumentarem o
intervalo de transferéncia para novo meio (SILVA; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2011; LIMA-
BRITO et al., 2011).

Retardantes de crescimento, como o paclobutrazol e ancimidol, agem inibindo a
biossintese de giberelina, uma vez que bloqueiam as reagdes de oxidacdo na etapa de conversao
do ent-caureno a acido caurenoico. Como consequéncia, reduzem o comprimento da parte aérea
da planta sem causar fitotoxidez e alteragdes no desenvolvimento (RADEMACHER, 2000;
THAKUR et al., 2006).

Alguns agentes osmoticos tém sido utilizados com o intuito de reduzir o crescimento in
vitro. Os mais comuns sao sacarose, manitol e sorbitol, que ao serem adicionados ao meio de
cultura agem reduzindo a agua intracelular, fazendo com que o crescimento ocorra de forma

mais lenta (DUMET et al., 1993). O manitol e o sorbitol sdo agucares alcodlicos geralmente
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ndo metabolizados por tecidos vegetais, devido ao fato de uma gama de espécies ndo possuir
via natural para a biossintese destes e por isso sdo empregados para a reducdo do potencial
hidrico do meio de cultura na conservacao in vitro (GEORGE, 1993; THORPE et. al., 2008;
ARRIGONI-BLANK etal., 2014). No entanto, determinadas concentragdes de acticares alcoois
pode ocasionar significativa reducdo na viabilidade dos explantes, por meio da deterioragio
oriunda da toxidez, oxidac¢ao ou pela redugdo da disponibilidade de 4gua no meio (FORTES;
PEREIRA, 2001).

O estresse hidrico provocado pela reducdo da disponibilidade de 4gua no meio
desencadeia processos bioquimicos e fisiologicos, alterando a acdo das enzimas antioxidantes,
provocando a peroxidagdo lipidica e acamulo de espécies reativas de oxigénio (PASTORI;
FOYER, 2002). Com isso, muitas plantas, em resposta ao déficit hidrico, sintetizam e
acumulam solutos organicos, como carboidratos e prolina (BRAY, 1997).

A prolina ¢ um aminoacido que se acumula em resposta a estresses osmoticos,
apresentando papel protetor na adaptacdo das células vegetais submetidas a desidratagdo.
Devido se acumular normalmente no citoplasma, a prolina contribui para o ajustamento
osmotico, em resposta a perda de agua, sem interferir no metabolismo celular (ASHRAF;
FOOLAD, 2007).

Pelo exposto, a manutengdo da viabilidade das plantas conservadas ¢ imprescindivel
para que elas possam ser utilizadas como fonte de explante para a multiplicagdo in vitro. Por
i1sso, ¢ importante que se avalie a capacidade regenerativa, bem como os possiveis impactos
metabolicos provocados, como atividade das enzimas oxidativas, teor de prolina, teor de

pigmentos fotossintéticos, determinagdo de carboidratos, além das analises de crescimento.
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Capitulo 1

Fontes de luz e meios de cultura no desenvolvimento, anatomia e fotossintese durante o
cultivo in vitro e aclimatizac¢ao de inhame (Dioscorea alata)
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RESUMO

O experimento teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes qualidades de luz e de
formulagdes nutritivas no desenvolvimento, fotossintese e anatomia de plantas de inhame
(Dioscorea alata var. white e Dioscorea alata var. purpurae) durante o cultivo in vitro, pré-
aclimatizacdo e aclimatiza¢do. O trabalho foi disposto em delineamento inteiramente
casualizado, com arranjo fatorial 3 x 2, com trés fontes de luz (lampadas LED, Mddulo
GreenPower e Fluorescente) e duas formulagdes nutritivas (MS e WPM). Segmentos caulinares
utilizados como material vegetal foram oriundos de plantas ja estabelecidas in vitro, cada um
deles contendo 1 cm de comprimento € uma gema axilar. As culturas permaneceram 60, 21 e
60 dias nos ambientes in vitro, pré-aclimatizagao e aclimatizagdo, respectivamente. As etapas
do cultivo in vitro e pré-aclimatizagdo ocorreram em sala de cultivo in vitro, com temperatura
de 25 £ 2 °C e fotoperiodo de 16 horas, fornecida pelas lampadas testadas. A aclimatizagao
ocorreu em casa de vegetagdao, com sombreamento de 75%. Foram avaliadas caracteristicas de
crescimento, fisiologicas e anatdomicas durante as trés fases do crescimento. As duas variedades
tiveram comportamentos distintos aos estimulos impostos. A variedade “Purpurae” teve melhor
crescimento nas fases in vitro e pré-aclimatizagdo quando cultivado em lampadas
Fluorescentes. Na aclimatizacdo, plantas oriundas das lampadas Modulo e Fluorescente,
apresentaram maior altura da brotacao e teor de pigmentos e maiores trocas gasosas foram
observadas em plantas vindas do ambiente com irradiagdo promovida por Lampadas LED e
Fluorescente. J& a variedade “White”, nas mesmas condi¢des de cultivo in vitro obteve maior
numero de folhas em lampadas LED e Fluorescente e maiores teores de clorofilas no tratamento
com LED. Durante a pré-aclimatizagdo, plantas oriundas do cultivo in vitro em meio WPM
apresentaram maiores médias para nimero de gemas e altura da parte aérea utilizando as fontes
de luz LED e Moédulo. Para o nimero de folhas, ndo houve interagdo dos fatores e maiores
médias foram obtidas quando utilizadas as ldmpadas LED e Fluorescente. Nao houve efeito
significativo para o teor de pigmentos nesta fase. Durante a aclimatizacdo, efeito isolado para
a fonte de luz foi observado na massa fresca da raiz, com evidéncia para as lampadas Mddulo
e Fluorescente. Plantas oriundas do cultivo em meio WPM apresentaram maior massa fresca e
seca da parte aérea. Plantas oriundas das fontes de luz Fluorescente apresentaram maior
fotossintese liquida e eficiéncia de carboxilacdo. Diante disso, sugere-se a utilizagdo da lampada
Fluorescente € do meio WPM no cultivo in vitro do inhame.

Palavras-chave: Dioscorea alata; fotomorfogénese; trocas gasosas.
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1 INTRODUCAO

A morfologia e a fisiologia das plantas cultivadas in vitro sdo reguladas por diversos
fatores ambientais como a luz, temperatura, umidade e dioxido de carbono (US-CAMAS et al.,
2014) e composicao do meio de cultivo. A formulagdo nutritiva usualmente utilizada no cultivo
in vitro de diversas espécies de inhame ¢ descrita por Murashige e Skoog (1962), conforme
relato de Das et al, (2013). Porém, outros tipos de formulacdes nutritivas podem ser viaveis
para o desenvolvimento desta cultura, como por exemplo o meio D-571, utilizado por Borges
et al., (2004) na manuten¢ao de inhame in vitro.

A luz participa ativamente de varias vias metabdlicas nas plantas e mudangas no
espectro, alterando a sua qualidade, podem favorecer o desenvolvimento in vitro afetando a
anatomia foliar, durante o processo de expansio, por exemplo (KOPSELL; SAMS, 2013; SAEZ
et al. 2013). Sendo assim, ¢ fundamental o controle da irradidncia nas salas de cultivo in vitro.

Os fotorreceptores sdo responsaveis pela absorcdo da luz em diferentes espectros nas
plantas e a ativagdo destes resulta em diferenciadas respostas morfogénicas (HENNIG et al.,
2001; KAMI et al., 2010; LU et al., 2015). Os fitocromos sao fotorreceptores que absorvem a
luz no comprimento de onda vermelho e vermelho distante, que tem papel determinante no
acumulo de biomassa (YANG et al., 2016). Fototropinas e Criptocromos absorvem a luz azul e
sdo responsaveis pelo controle da abertura estomatica, crescimento das plantas, fototropismo e
desenvolvimento das folhas (CHRISTIE, 2007, PEDMALE et al., 2016).

A integracao da qualidade, duragdo e intensidade da luz vermelha ou vermelha distante
(620-750 nm), luz azul (450-495), UV-A (320-500 nm) ou UV-B (280-320 nm) e vias de
sinalizacdo hormonal tém influéncia no crescimento e desenvolvimento das plantas por
desencadearem reagdes fisiologicas (BRIGGS et al.,, 2001), além de controlarem a
diferenciagdo de culturas de células, tecidos e 6rgaos de plantas (MOSHE; DALIA, 2007).

A luz branca fluorescente ¢ tradicionalmente utilizada na cultura de tecidos in vitro,
apresentando efeitos significativos no crescimento vegetal (SAEBO et al., 1995; SZOPA;
EKIERT, 2016). Apresenta uma composi¢do espectral ampla (320 a 800 nm) e heterogénea o
que pode levar a uma baixa eficiéncia no fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (PAR)
(ALVARENGA et al., 2015). O uso de diodos emissores de luz (LEDs) surgiu como uma nova
fonte de energia pelas vantagens apresentadas em comparagao a lampada tradicional: tém maior
vida util, aquecimento minimo, comprimento de onda especifico e a largura da banda ¢ estreita
(NHUT; NAM, 2010), além de proporcionarem aumento dos teores de clorofila e carotenoides

nos tecidos vegetais, aumento na taxa de multiplicagdo dos explantes e maior comprimento das
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brotacdes (SKIN et al., 2008). Por essas caracteristicas, as lampadas LED tém sido fonte de
estudo na cultura in vitro de diversas espécies.

Pesquisas com diferentes quantidades e qualidades de luz tém indicado respostas
distintas em plantas (SCHUERGER et al., 1995; ARENA et al., 2016), sugerindo que as
respostas a esse tipo de estimulo sdo espécie-dependente (ARENA et al., 2016). Tendo em vista
a importancia de se conhecer sobre essas respostas, estudos sobre os efeitos da qualidade da luz
no metabolismo vegetal devem ser ampliados. Trabalhos que relatem a utilizacdo do meio
WPM no cultivo de inhame sdo escassos, € pesquisas com foco em tipos de meio para
Dioscorea podem ser promissoras.

Diante disso, o presente trabalho teve por objetivo avaliar as variagdes no
desenvolvimento, fotossintese ¢ anatomia de plantas de inhame submetidas a diferentes
qualidades de luz e formulagdes nutritivas durante os periodos in vitro e ex vitro (pré-

aclimatizacdo e aclimatizagao).
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia e Anatomia Vegetal e na
Unidade Experimental da Universidade Federal do Acre, Rio Branco, Acre, no periodo de abril
a agosto de 2018. As espécies utilizadas, Dioscorea alata var. white e Dioscorea alata var.
purpurae, foram introduzidas in vitro e dois subcultivos foram realizados até conseguir material

suficiente para a montagem do experimento.

2.1 CULTIVO IN VITRO

Segmentos nodais, contendo cerca de 1 cm e uma gema axilar, foram retirados da regido
mediana de plantas de inhame previamente estabelecidas in vitro, e utilizados como material
vegetal.

Nesta etapa avaliou-se o tipo do meio de cultivo e a fonte de luz. O experimento foi
realizado em delineamento inteiramente casualizado, com arranjo fatorial 2 x 3, composto por
dois meios de cultivo: MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e WPM (LLOYD; MCCOWN,
1980) em trés fontes de luz, com 15 repetigdes. As variedades de inhame foram analisadas
separadamente.

As fontes de luz utilizadas diferem quanto a marca comercial, densidade de fluxo de
fotons e qualidade da luz. A densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativa (PPFD) foi
medida com sensor Quantum acoplado a um analisador de gas no infravermelho — IRGA
modelo LI-64000 XT (LI-COR Inc., CA, EUA), posicionado a altura dos frascos de cultivo em
relacdo a fonte de luz, embaixo de cada prateleira antes da instalagdo do experimento. As fontes
de luz tiveram como caracteristicas: lampada tubular fluorescente branca de marca comercial
Empalux® (20 W) com 76 pmol m? s de PPFD; LED tubular branca de marca comercial
Decorlux® (10 W) com 101 pmol m? s! de PPFD e Modulo Green Power de cor vermelha e
azul alternadas e na proporgio de 5:2 em linha tnica, da marca comercial Philips®, com 98
pumol m? s™! de PPFD (Fig. 1).

O cultivo foi conduzido em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio, acrescido de 30
g.L! de sacarose, 2 g.L"! de carvio ativado, com pH ajustado para 5,8 + 0,2 e solidificado com
2,2 g.L'! de Phytagel™. A esterilizagdo foi feita em autoclave de calor umido a 121 °C e 1,3
atm por 20 minutos. As culturas foram mantidas em sala de crescimento in vitro, com

fotoperiodo de 16 horas/dia a temperatura de 25 + 2 °C.
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Figura 1. Cultivo in vitro de inhame. Microlantas de D. alata var. purpurae (A) e D. alata var.
white (B); inhame cultivado em lampadas LED (C), Mddulo GreenPower (D) e
Fluorescente (E).

Decorridos 60 dias, avaliou-se altura da parte aérea (ALT), nimero de folhas expandidas
(NFE), nimero de gemas (NG), teor de pigmentos fotossintetizantes e coletou-se material para

realizacdo de estudos anatoémicos.

2.2 PRE-ACLIMATIZACAO EM SALA DE CULTIVO IN VITRO

Aos 60 dias de cultivo in vitro, as plantas produzidas tiveram suas raizes lavadas em
agua corrente e transferidas individualmente para copos descartaveis, com capacidade de 200
mL, contendo substrato comercial umedecido com 50 mL de dgua. Para manter a umidade,
criou-se uma camara umida colocando-se outro copo em cima e vedando com filme de PVC,
tornando o sistema fechado.

Os tratamentos foram mantidos em sala de cultivo a temperatura de 25 £2 °C e 16 horas
de fotoperiodo, fornecidas pelas trés fontes de luz, onde permaneceram por mais 21 dias. Ao
final deste periodo, foi avaliada a altura da parte aérea (ALT), niumero de folhas expandidas

(NFE) e de gemas (NG), o teor de pigmentos (clorofila total, a e b, e carotenoides), fotossintese
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liquida (Pn), condutancia estomatica (gs), eficiéncia do uso da adgua (EUA), eficiéncia de

carboxilagdo (EC) e pressao parcial de CO; (Ci).

2.3 ACLIMATIZACAO

Plantas com 21 dias de cultivo ex vitro foram retiradas da sala de cultivo in vitro e
levadas a casa de vegetacdo com 75% de sombreamento e foram colocadas em condi¢ao de
camara umida (Fig. 2) com aparelho umidificador ligado diariamente por quatro horas
intercaladas. A irrigagdo foi realizada durante o periodo da manha.

Aos 60 dias, foi avaliada a altura da parte aérea (ALT), nimero de folhas expandidas
(NFE) e de gemas (NG), o teor de pigmentos (clorofila total, a e b, e carotenoides), fotossintese
liquida (Pn), condutancia estomatica (gs), eficiéncia do uso da agua (EUA), eficiéncia de
carboxilagdo (EC) e pressdo parcial de CO> (Ci), massa fresca e seca da parte aérea e raiz

(MFPA, MFR, MSPA e MSR) e foram coletadas amostras foliares para estudo anatomico.

Figura 2. Plantas de D. alata var. purpurae (A) e D. alata var. white (B) com 60 dias de

aclimatiza¢do em casa de vegetacdo (C) e estufa (D).
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2.4 TROCAS GASOSAS

As trocas gasosas foram avaliadas utilizando-se um analisador de gés no infravermelho
— IRGA (LI-64000 XT, LI-COR Inc., CA, EUA). Foram avaliadas a fotossintese liquida (Pn),
a condutancia estomatica (gs) e a pressao parcial de CO» (Ci). Para tanto, foi utilizada a parte
mediana da folha, evitando-se a nervura central. Nestas medidas, a temperatura da camara foi
mantida a 28 °C, a concentragio de CO» externa (referéncia) mantida em 400 ppm e a densidade
de fluxo de fotons fotossinteticamente ativa (PPFD) na folha, mantida em 100 pumol fétons m®
257! no ambiente de pré-aclimatizagio, e 200 pmol fotons m2s™! na aclimatizacdo. A eficiéncia
do uso da 4agua (EUA) foi calculada pela relagdo entre a fotossintese liquida e a transpiragao
foliar (Pn/E). A eficiéncia de carboxilagdo (EC) foi verificada a partir da relagdo entre a

fotossintese liquida e a pressao parcial de CO, (Pn/Ci).

2.5 ANALISES ANATOMICAS

As etapas de fixacao, desidratagdo, pré-infiltragdo, infiltragdo, polimeriza¢ao e emblocamento
do material vegetal, foram realizadas conforme o seguinte protocolo: fixacdo em solugdo de FAA
70% (formaldeido 37-40 %, 4cido acético glacial 100% e etanol 70% 1:1:18 v/v) por 48 horas, as
quais foram conservadas em etanol 70% (JOHANSEN, 1940). Logo apos, as amostras foram
desidratadas em série alcodlica etilica crescente (80%, 90% - 100%, 100%) e incluidas em Historesina
pura (Leica®).

Seccdes transversais seriadas de 5 pm de espessura foram obtidas em micrétomo de rotagdo
manual (Leica®, RM212RT) e coradas com Azul de Toluidina (0,5%) e montadas com Entellan®™
(Merck).

As laminas foram visualizadas e analisadas sob microscopio de luz Leica® DM750 e os
resultados registrados com sistema de captura de imagem Leica® ICC50 HD. Para caracterizacio
histologica foram considerados caracteres qualitativos (descrigdo das principais estruturas) e
quantitativos: espessura da epiderme nas faces adaxial e abaxial, incluindo a cuticula (EEAD e
EEAB), numero de células do parénquima paligadico (NPP), espessura da camada de parénquima
paligadico e lacunoso (EPP e EPL, mm) e espessura total do limbo foliar (ELF, mm). As medidas

biométricas foram realizadas com o software Fiji/Image].

2.6 DETERMINACAO DOS TEORES DE CLOROFILAS E CAROTENOIDES
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A determinagdo dos teores de clorofilas e carotenoides foi realizada utilizando-se amostras de
50 mg de folhas picotadas, coletadas de cinco plantas, e inseridas em 5 mL de acetona 80% (v/v),
onde permaneceram por 48 horas no escuro, a 4 °C. As absorbancias dos extratos foram medidas nos
comprimentos de ondas de 664, 646 e 470 nm (clorofila a, b e carontenoides, respectivamente) usando
espectofotdmetro UV. Os pigmentos foram estimados conforme Lichtenthaler (1987) e expressos em

mg g MF.

2.7 DETERMINACAO DA MASSA FRESCA E SECA

A massa fresca das plantas foi obtida apds a limpeza em dgua corrente para a retirada
do substrato, em seguida tiveram as suas estruturas separadas em parte aérea e raiz e foram
pesadas em balanga analitica. Ap6s, foram acondicionadas em sacos de papel em estufa de
ventilagdo forgada de ar, a temperatura de 65° C por aproximadamente 96 horas. A pesagem do

material foi feita a cada 24 horas, sendo a mesma realizada até o valor atingir massa constante.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos ao teste de Grubbs (1969) para a verificacao de dados
discrepantes, pelo teste de Shapiro-Wilk (1965) para normalidade dos erros, e pelo teste de
Bartlett (1937) para homogeneidade de variancias. Na andlise de variancia, pelo teste F,
verificou-se a significancia dos efeitos (isolados e combinados) dos fatores. Quando
significativos, efetuou-se o desdobramento, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey

(1949) a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS

3.1 CULTIVO IN VITRO

Nao houve interag¢do dos fatores para as varidveis de crescimento em andlise, porém a
fonte de luz e o tipo de meio nutritivo influenciaram, de forma isolada, no nimero de folhas
expandidas, numero de gemas e altura da parte aérea, em plantas de D. alata var. purpurae

cultivadas in vitro (Tabela 1).

Tabela 1. Numero de folhas expandidas (NFE), e gemas (NG) e altura da parte aérea (ALT) de
plantas de D. alata var. purpurae cultivadas in vitro, em funcdo da fonte de luz e do
meio nutritivo, Rio Branco, Acre

NFE NG ALT (cm)
Fonte de Meio Meio Meio

luz MS WPM X MS WPM X MS WPM X
LED 52 5,06 5,13ab 42 48 4,5b 28 3,7  3,25b
Moédulo 4,2 4.8 4,5b 3,7 49 4,3b 34 44 3,9a
FLUO 6,3 54  587a 55 57 5,6a 3,7 4,1 3,9a
X 524a 5,1a 44b 59a 332 4,07a
CV (%) 26,63 27,25 23,49

Notas: ' Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem (P>0,05) pelo teste de Tukey; 2 LED (LED Tubular);
M(’)du19 (Médulo GreenPower); FLUO (Tubular Fluorescente); * A analise de variincia pode ser verificada
no APENDICE 1.

Diferencas significativas para o numero de folhas expandidas (NFE) foram observadas
para o fator fonte de luz, sendo a lampada fluorescente (FLUO) e a LED estatisticamente iguais
e superiores. O numero de gemas (NG) foi influenciado pela fonte de luz e pelo tipo de meio.
Isoladamente, a formulagdo WPM e a lampada fluorescente favoreceram maior nimero de
gemas. Para a altura da parte aérea (ALT) as lampadas, fluorescente ¢ modulo, evidenciaram
médias maiores e significativamente iguais. A mistura das luzes LED azul e vermelha, no
modulo, promoveu o crescimento de plantas cultivadas in vitro, porém o seu desenvolvimento
foi afetado, uma vez que apresentaram as menores médias para NFE e NG.

Nao houve diferenca significativa para o teor de clorofila a. Efeito da interagdo da fonte
de luz e formulagdo nutritiva foi observado para o teor de clorofila b e efeito isolado, da fonte

de luz, para o teor de carotenoides e clorofila total, em D. alata var. purpurae (Tabela 2).
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Tabela 2. Teor de pigmentos (mg g"' MF) de plantas de D. alata var. purpurae cultivadas in
vitro, em funcdo da fonte de luz e do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

Clorofila a Clorofila b Clorofila total Carotenoides

Fonte Meio Meio Meio Meio

deluz MS WPM X MS WPM X MS WPM X MS WPM X

LED 147 1,57 1,52 0,7aA 09aA 0,8 22 2,5 233 0,18 0,14 0,16b
Modulo 1,41 1,22 1,32 0,74A 0,5aB 0,6 2,1 1,74 1,91b 0,22 026 0,24a
Fluo 150 140 145 06aA 0,7aA 0,67 2.1 2,1 2,1ab 033 0,27 0,30a

X 1,46 1,40 0,67 0,72 2,13a 2,11a 0,2a 0,2a

CV% 14,29 18,86 14,18 25,39

Notas: ! Médias seguidas pela mesma letra, minuscula na linha e maitiscula na coluna, nio diferem (P>0,05) pelo
teste de Tukey; 2 LED (LED Tubular); M(’)dulq (M6dulo GreenPower); FLUO (Tubular Fluorescente); 3 A
analise de variancia pode ser verificada no APENDICE 2.

Independente da formulagdo nutritiva utilizada, plantas da variedade ‘“Purpurae”
cultivadas nas lampadas LED e Fluorescente evidenciaram maiores teores de clorofila b, assim
como as que estiveram no meio MS na fonte de luz Modulo. A varidvel clorofila total
comportou-se semelhante a clorofila b quando as plantas foram expostas a lampada LED,
ficando evidenciado que nesta fonte de luz, maiores teores de clorofilas sdo encontrados.
Diferentemente, plantas cultivadas em lampadas fluorescentes e Modulo obtiveram médias para
o teor de carotenoides estatisticamente iguais e superiores, diferindo da LED.

Analisando os resultados do crescimento e de pigmentos fotossintéticos, evidencia-se
que plantas cultivadas em lampadas LED com combinag¢ao de luzes azul e vermelha (Modulo)
foram mais eficazes na utilizagdo dos seus aparelhos fotossintéticos, uma vez que, mesmo
apresentando menores teores de clorofila, promoveram maior crescimento.

Em plantas cultivadas in vitro de D. alata var. white ndo foi observada diferenga
significativa para o numero de gemas (NG), todavia, efeito isolado dos fatores foi constatado

para o numero de folhas expandidas (NFE) e altura da parte aérea (ALT) (Tabela 3).
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Tabela 3. Numero de folhas expandidas (NFE) e altura da parte aérea (ALT) de plantas de D.
alata var. white cultivadas in vitro, em funcao da fonte de luz ¢ do meio nutritivo,
Rio Branco, Acre

NFE ALT
Fonte de luz Meio = Meio =
MS WPM X MS WPM X
LED 43 5,3 4,8ab 4,0 3,65 3,82
Moédulo 45 4,0 4,3b 3,7 3,41 3,65a
FLUO 5,3 5,4 5,3a 4,15 3,35 3,7a
X 5,0a 4,5a 3,95a  3,44b
CV (%) 29,41 22,27

Notas: ' Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem (P>0,05) pelo teste de Tukey; 2 LED (LED Tubular);
M(’)du19 (Mddulo GreenPower); FLUO (Tubular Fluorescente); * A analise de variancia pode ser verificada
no APENDICE 3.

Diferencas significativas para a fonte de luz foram observadas para a variavel NFE,
tendo a lampada fluorescente apresentado média estatisticamente igual a LED. Observa-se que
a formulagcdo do meio MS promoveu o crescimento das plantas, uma vez que obteve maior
altura da parte aérea, ainda, a fonte de luz ndo teve influéncia sobre esta variavel.

Efeito isolado da fonte de luz foi observado para teor de clorofilas totais, a € b, em
plantas in vitro da variedade “White” (Tabela 4). A lampada LED promoveu maiores teores

para as trés variaveis, ao passo que as fontes Modulo e Fluorescente ndo diferiram.

Tabela 4. Teor de pigmentos fotossintéticos (mg g' MF) de plantas de D. alata var. white
cultivadas in vitro, em funcao da fonte de luz, Rio Branco, Acre

Variaveis
Fonte de Luz Chla Chl b Chl total
LED 147 a 0.81 a 2.28a
Médulo 0,74 b 0,40 b 1,19b
FLUO 0,87 b 0,52 b 139D
CV (%) 28,43 2731 26,91

Notas: ! Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem (P>0,05) pelo teste de Tukey; 2 LED (LED Tubular);
Mbobdulo (Médulo GreenPower); FLUO (Tubular Fluorescente); * A andlise de varidncia pode ser
verificada no APENDICE 4.

O teor de carotenoides foi influenciado isoladamente pela formulagdo nutritiva do meio,

com o MS apresentando maior nivel (Fig. 3).
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Figura 3. Teor de carotenoides de plantas de D. alata var. white cultivadas in vitro, em fungado
do meio, Rio Branco, Acre
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Nota: A analise de variancia pode ser verificada no APENDICE 4.

3.2 PRE-ACLIMATIZACAO

Nao foram observadas diferengas significativas para as varidveis NFE, NG e pigmentos
fotossintetizantes para a Dioscorea alata var. purpurae. Apenas a variavel altura da parte aérea
(ALT) apresentou efeito isolado para a fonte luz (Fig. 4). A lampada fluorescente proporcionou
maior crescimento de plantas, com um incremento de 33,92 e 23,73% em relagdo a LED e

modulo, respectivamente.
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Figura 4. Altura da parte aérea de plantas de D. alata var. purpurae pré-aclimatizadas, em
fun¢ao da fonte de luz, Rio Branco, Acre
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Nota: A analise de variancia pode ser verificada no APENDICE 5.

Nao houve combinagdo entre os fatores para as variaveis de trocas gasosas. Efeito isolado da
fonte de luz foi observado para fotossintese liquida (Fig. 5A), eficiéncia no uso da agua (Fig. 5B),
eficiéncia de carboxilagao (Fig. 5C) e pressao parcial de CO» (Fig. 5D).

Plantas de inhame da variedade “Purpurae” pré-aclimatizadas na lampada fluorescente
apresentaram maior taxa de assimilacdo de CO», eficiéncia no uso da agua e foi superior e
estatisticamente igual a LED na eficiéncia de carboxilagdo. Resultados similarmente
apresentados para a altura da parte aérea. Evidenciando a eficacia dessa fonte de luz durante
esta fase. Ainda, plantas cultivadas neste tipo de lampada foram as que tiveram a menor pressao
parcial de CO; na camara subestomdtica, mostrando o bom funcionamento do aparato
fotossintético nesta condigao.

Foi verificada interacdo entre os fatores para as variaveis numero de gemas (NG) e altura
da parte aérea (ALT) de plantas Dioscorea alata var. white. Efeito isolado para a fonte de luz
foi obtido para o numero de folhas expandidas (NFE) (Tabela 5). Nao houve efeito significativo
para o teor de pigmentos fotossintéticos. Valores negativos da fotossintese liquida foram
observados nas medig¢des de trocas gasosas, implicando que a taxa de assimilagdo de gas

carbonico foi inferior a taxa respiratoria (dados nao mostrados).
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Figura 5. Fotossintese liquida (Pn), eficiéncia no uso da dgua (EUA), eficiéncia de carboxilacdo (EC)
e pressao parcial de CO; (Ci) de plantas de D. alata var. purpurae pré-aclimatizadas, em
fungao da fonte de luz, Rio Branco, Acre
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Nota: A analise de variancia pode ser verificada no APENDICE 7.

Tabela 5. Numero de folhas expandidas (NFE), nimero de gemas (NG) e altura da parte aérea
(ALT) de plantas de D. alata var. white pré-aclimatizadas, em fun¢do da fonte de luz
e do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

NFE NG ALT (cm)
Fonte Meio _ Meio _ Meio _
deluz MS WPM X MS WPM X MS WPM X

LED 7,7 6,1 6,9ab 3,1aB 3,8aA 345 4,76aA 4,86aA 4,81
Modulo 6,8 6,7 6,75b 3,4aB 2,9aA 3,15 4,72aA  5,1aA 4,91
FLUO 8,7 7,9 8,3a 5,3aA 3,0bA 4,15 5,69aA 4,17bA 4,93
X 7,72 6,9a 3,93 3,23 5,05 4,71
CV(%) 26,93 33,52 22,57
Notas: ! Médias seguidas pela mesma letra, minuscula na linha e maitiscula na coluna, nio diferem (P>0,05) pelo
teste de Tukey; > LED (LED Tubular); Médulo (Médulo GreenPower); FLUO (Tubular Fluorescente); 3
A analise de variancia pode ser verificada no APENDICE 8.

A lampada fluorescente favoreceu o maior numero de folhas expandidas, sendo
estatisticamente igual a LED, independente da formulagao nutritiva utilizada.
Para o nimero de gemas e altura da parte aérea, independente do meio de cultivo, as

lampadas LED e Modulo tiveram o mesmo comportamento. A tubular fluorescente foi a fonte
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que, no meio MS, obteve o maior nimero de gemas, sendo estatisticamente igual as demais
quando comparada na formulacdo do meio WPM. Ainda, para a variavel altura da parte aérea,
também com o meio MS, foi mais eficaz em promover o crescimento de plantas, tendo
comportamento estatisticamente igual as outras lampadas.

Efeito isolado para as varidveis pressdo parcial de CO> (Fig. 6) e condutancia estomatica
foi observado (Fig. 7). Mesmo apresentando pressdo parcial de CO; em niveis proximos, plantas
cultivadas nas lampadas LED e modulo tiveram médias estatisticamente iguais e superiores
aquelas oriundas da lampada fluorescente. Esta variavel ainda apresentou diferenca entre os

meios utilizados e as plantas cultivadas em meio MS tiveram médias maiores.

Figura 6. Pressao parcial de CO; de plantas de D. alata var. white pré-aclimatizadas, em fungao
da fonte de luz (A) e do meio nutritivo (B), Rio Branco, Acre
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Nota: A analise de variancia pode ser verificada no APENDICE 10.

A pressdo parcial de CO, em plantas pré-aclimatizadas na luz fluorescente, mesmo
sendo menor, refletiu em maior eficiéncia na assimilagdo do géas carbonico, uma vez que estas
plantas obtiveram maiores médias para as variaveis de crescimento. Podendo ainda induzir
algum tipo de limita¢do bioquimica durante a fase de assimilagdo do CO; nas plantas cultivadas
em lampadas LED azul/vermelha (médulo), uma vez que a sua condutancia estomatica foi

estatisticamente igual as cultivadas em lampada fluorescente (Fig. 7).
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Figura 7. Condutancia estomatica de plantas de D. alata var. white pré-aclimatizadas, em
funcdo da fonte de luz, Rio Branco, Acre
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Nota: A analise de variancia pode ser verificada no APENDICE 10.

3.3 ACLIMATIZACAO

Nao foi verificada combinacdo entre os fatores nas variaveis de crescimento e fisiologicas,
porém cada um comportou-se de forma isolada para D. alata var. purpurae. A altura da parte aérea
foi influenciada pelas fontes de luz, sendo o Modulo e a Fluorescente estatisticamente iguais (Fig. 8).

Plantas aclimatizadas de D. alata var. purpurae ndo apresentaram diferenca significativa para
o teor de clorofila . Os demais pigmentos analisados apresentaram comportamento semelhante,
evidenciando que a utilizagdo das fontes Mddulo e Fluorescente favoreceram teores maiores (Tabela
6). Comportamento este também observado para a variavel altura da parte aérea, descrito acima.
Efeito isolado da formulagdo nutritiva também foi verificado para as variaveis clorofila total, a e

carotenoide, tendo o meio WPM apresentado maior contetdo.
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Figura 8. Altura da parte aérea de D. alata var. purpurae aclimatizadas, em fung¢ao da fonte de
luz, Rio Branco, Acre
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Nota: A analise de variancia pode ser verificada no APENDICE 11.

Tabela 6. Teor de pigmentos (mg g 'MF) de plantas de D. alata var. purpurae aclimatizadas,
em funcao da fonte de luz e do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

Chl a Carotenoides Chl total
Fonte Meio Meio Meio
deluz MS WPM X MS WPM X MS WPM X

LED 1,38 1,76 1,57b 0,30 0,38 0,34b 1,85 2,27 2,05b
Modulo 1,72 2,12 1,92a 0,40 0,42 041a 2,29 2,75 2,52a
FLUO 1,74 2,09 1,92a 0,37 0,44 041a 2,43 2,73  2,58a
X 1,61b 1,99a 0,36b 0.41a 2,19b 2,58a
CV(%) 15,58 12,44 16,15
Notas: ! Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem (P>0,05) pelo teste de Tukey; 2 LED (LED Tubular);
Mbobdulo (Médulo GreenPower); FLUO (Tubular Fluorescente); 3 A analise de varidncia pode ser
verificada no APENDICE 12.

As massas fresca e seca, da parte aérea e raiz, tiveram efeito isolado para a formulacao
nutritiva e meio WPM favoreceu maior acimulo destas (Tabela 7). Observa-se que o meio WPM
favoreceu incrementos de 30,24 e 30,06 % na massa fresca da parte aérea e raiz, e de 33,33 ¢ 40% na
massa seca da parte aérea e raiz, respectivamente.

Houve efeito isolado das fontes de luz para os pardmetros das trocas gasosas (Fig. 9). Nao
houve efeito significativo para a eficiéncia de carbolixa¢do. A taxa de assimilagdo e a pressao
parcial de CO> (Fig. 9A e 9C), tiveram comportamento semelhante, evidenciando melhores

resultados quando utilizadas as lampadas LED e fluorescente. A condutancia estomatica foi maior
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nas plantas oriundas da fonte de luz fluorescente e menor naquelas cultivadas no médulo (Fig. 9B).
Efeito inverso a este, foi observado na eficiéncia do uso da 4gua (Fig. 9D). Plantas que tiveram
menor condutancia estomatica foram aquelas que apresentaram maior eficiéncia do uso da agua e

o contrario também foi observado.

Tabela 7. Massa fresca e seca da parte aérea e raiz (g) de plantas de D. alata var. purpurae
aclimatizadas, em fungdo do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

Tipo de meio Variaveis
MFPA MFR MSPA MSR
MS 4,43b 2,96b 0,45b 0,20b
WPM 5,77a 3,85a 0,60a 0,28a
CV (%) 23,65 27,95 25,85 35,27

Notas: ' Médias seguidas pelAa mesma letra ndo diferem (P>0,05) pelo teste de Tukey; A andlise de varincia pode
ser verificada no APENDICE 13.

Plantas cultivadas in vitro no meio WPM tiveram maior acimulo de massa fresca e seca
possivelmente devido aos maiores conteudos de pigmentos fotossintéticos, independente da
fonte de luz utilizada.

Nao houve combinagdo entre os fatores para as varidveis de crescimento e fisiologicas de
plantas aclimatizadas de Dioscorea alata var. white, no entanto, efeito isolado foi evidenciado para o
teor de clorofila b (Fig. 10); MFPA, MFR e MSPA (Tabela 8); e Pn, EC e Ci (Fig. 11). Plantas
oriundas do meio MS apresentaram incremento de 27,27% no teor de clorofila b em relagdo ao meio
WPM, independente da fonte de luz utilizada.

Diferencas significativas foram observadas para a massa fresca e seca da parte aérea em
relagdo ao meio de cultivo (Tabela 8) em plantas aclimatizadas de Dioscorea alata var. white.
Plantas oriundas do meio WPM obtiveram maiores médias para estas varidveis. A massa fresca
da raiz teve efeito significativo para a fonte de luz, evidenciando que o uso das lampadas
modulo e fluorescente, durante as fases anteriores de crescimento e desenvolvimento da planta,
favoreceu maior acimulo de massa do sistema radicular.

Foi observado efeito isolado para as fontes de luz em plantas aclimatizadas de D. alata var.
white para as variaveis Px, EC e Ci (Fig. 11). Nao houve efeito significativo para EUA e g;. Plantas
oriundas do ambiente in vitro cultivadas sob luz Fluorescente e Modulo apresentaram maior taxa
fotossintética (Fig. 11A) e eficiéncia de carboxilagao (Fig. 11B). As lampadas LED e Mddulo foram

mais eficazes no aumento da pressao parcial de CO; (Fig. 11 C).
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Figura 9. Fotossintese liquida (Pn), condutancia estomatica (gs), pressao parcial de CO2 (Ci) e
eficiéncia no uso da dgua (EUA) de plantas de D. alata var. purpurae aclimatizadas,
em funcao da fonte de luz, Rio Branco, Acre
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Nota: A analise de variancia pode ser verificada no APENDICE 14.

Figura 10. Teor de clorofila b de plantas de D. alata var. white aclimatizadas, em funcao do
meio nutritivo, Rio Branco, Acre
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Nota: A analise de variancia pode ser verificada no APENDICE 16.
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Tabela 8. Massa fresca e seca da parte aérea, e massa fresca (g) da raiz de plantas de D. alata
var. white aclimatizadas, em fun¢ao do meio nutritivo e da fonte de luz, Rio Branco,

Acre
MFPA MFR MSPA
Fonte Meio Meio Meio
deluz MS WPM X MS WPM X MS WPM X

LED 2,10 2,70 2,40a 1,61 1,85 1,74b 0,25 0,36 0,29a
Modulo 3,10 4,14 3,63a 296 3,87 3,4la 0,37 0,50 0,44a
FLUO 241 4,60 3,00a 240 248 245ab 0,28 047 0,38a
X 2,54b 3,48a 2,33a  2,74a 0,30b 0,44a
CV(%) 37,17 48,40 37,17
Notas: ! Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem (P>0,05) pelo teste de Tukey; 2 LED (LED Tubular);

Mbobdulo (Médulo GreenPower); FLUO (Tubular Fluorescente); 3 A analise de varidncia pode ser
verificada no APENDICE 17.
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Figura 11. Fotossintese liquida (Pw), eficiéncia de carboxilacdo (EC) e pressdo parcial de CO>
(Ci) de plantas de D. alata var. white aclimatizadas, em fun¢do da fonte de luz, Rio
Branco, Acre
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Nota: A analise de variancia pode ser verificada no APENDICE 18.
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3.4 QUALIDADE DA LUZ E MEIO NUTRITIVO NOS PARAMETROS ANATOMICOS

Alteragdes na anatomia foliar de plantas de inhame (D. alata var. purpurae) foram observadas
no cultivo in vitro e na aclimatizacdao. Houve interac@o entre os fatores para a espessura da epiderme
abaxial (Tabela 10). As demais variaveis tiveram efeito isolado para a fonte de luz (Tabela 9).

Plantas de inhame propagadas in vitro em lampada Fluorescente apresentaram maiores
espessuras do parénquima palicadico e lacunoso, assim como da epiderme adaxial e do limbo foliar.
Maior niimero de células do parénquima pali¢adico foi evidenciado em plantas cultivadas na fonte de

luz Médulo.

Tabela 9. Anatomia foliar de plantas de D. alata var. purpurae propagadas in vitro em funcao
da fonte de luz, Rio Branco, Acre
Fontedeluz EPP (mm) EPL(mm) EEAD (mm) ELF (mm) NPP (n°)

LED 0,I11b 0,19b 0,062 b 0,47 b 13,4b
Moédulo 0,11b 0,20 b 0,071 ab 0,49 b 17,3 a
FLUO 0,18 a 0,24 a 0,094 a 0,64 a 13,1b
CV (%) 25,44 14,51 24,27 15,41 12,47

Notas: ' Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem (P>0,05) pelo teste de Tukey; 2 LED (LED Tubular);
Modulo (Médulo GreenPower); FLUO (Tubular Fluorescente); 3EPP: espessura do parénquima
palicadico; EPL: espessura do parénquima lacunoso; EEAD: espessura da epiderme adaxial; ELF:
espessura do limbo foliar; NPP: niimero de células do parénquima paligadico; * Apéndice 19.

Maior espessura da epiderme abaxial foi proporcionada utilizando a lampada

fluorescente como fonte de luz e 0 meio WPM como fonte nutritiva (Tabela 10).

Tabela 10. Espessura da epiderme abaxial (EEAB) de plantas de D. alata var. purpurae propagadas
in vitro em fungao da fonte de luz ¢ do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

Meio
Fontes de luz MS WPM
LED 0,10 abA 0,11 bA
Moédulo 0,09 bB 0,14 bA
Fluorescente 0,13 aB 0,18 aA
CV (%) 14,54

Notas: ! Médias seguidas pela letra min{iscula na coluna e maifiscula na linha ndo diferem (P>0,05) pelo teste de
Tukey; 2 LED (LED Tubular); Médulo (Médulo GreenPower); FLUO (Tubular Fluorescente); * Apéndice
19.

Houve efeito significativo da interagdo dos fatores para a espessura da epiderme adaxial
(EEAD) e efeito isolado da fonte luz para o nimero de células do parénquima pali¢adico em plantas
de inhame da variedade “White” cultivadas in vitro (Tabela 11). Quando cultivadas em meio MS,
plantas apresentaram maior EEAD quando expostas a lampada LED, ja quando cultivadas em meio

WPM, a espessura foi maior em plantas expostas as fontes Modulo e Fluorescente. Maior nimero de
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células do parénquima paligadico ficou evidenciado quando as plantas de inhame foram submetidas

a luz que combina LED’s vermelhos e azuis (Modulo).

Tabela 11. Espessura da epiderme adaxial (EEAD) e numero de células do parénquima
palicadico (NPP) de plantas de D. alata var. white propagadas in vitro em fungao
da fonte de luz e do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

EEAD (mm) NPP (n°)

Fontes de luz Meio Meio

MS WPM Média MS WPM Média
LED 0,10aA 0,07 aB 0,085 13,0 14,0 13,5b
Modulo 0,07bB 0,09 aA 0,08 18,5 16,75 17,6 a
FLUO 0,09 abA 0,09 aA 0,09 12,75 14,0 134b
Média 0,086 0,083 14,75 A 14,92 A
CV (%) 16,8 10,11

Notas: ! Médias seguidas pela letra mintiscula na coluna e maifiscula na linha ndo diferem (P>0,05) pelo teste de

Tukey; 2 LED (LED Tubular); Médulo (Modulo GreenPower); FLUO (Tubular Fluorescente); * Apéndice

20.

Efeito significativo para a interagdo das fontes de variagdo foi observado para a espessura do
parénquima paligadico (EPP) e efeito isolado da formulagdo nutritiva para o nimero de células do
parénquima palicadico (NPP) em plantas aclimatizadas de inhame da variedade “Purpurae” (Tabela
12). Efeito ndo significativo para EPP de plantas cultivadas em meio WPM foi evidenciado,
independente da fonte de luz utilizada. Ja em plantas propagadas em MS, as 1ampadas Modulo e
Fluorescente tiveram médias superiores e estatisticamente iguais. O NPP das plantas dessa variedade

foi superior quando oriundas do meio MS.

Tabela 12. Espessura do Parénquima paligadico (EPP) e Numero de células do parénquima
paligadico (NPP) de plantas de D. alata var. purpurae aclimatizadas em fungao da fonte
de Iuz e do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

EPP (mm) NPP (n°)

Fontes de luz Meio Meio

MS WPM Média MS WPM Média
LED 0,15bB 0,18 aA 0,17 13,25 12,25 12,75 a
Moédulo 0,22 aA 0,20 aA 0,21 15,0 12,5 13,75 a
FLUO 0,19aA 0,18 aA 0,19 15,5 13,5 14,5a
Média 0,19 0,19 14,58 A 12,75 B
CV (%) 10,78 10,13

Notas: ! Médias seguidas pela letra mintiscula na coluna e maitiscula na linha ndo diferem (P>0,05) pelo teste de
Tukey; 2LED (LED Tubular); Médulo (Mddulo GreenPower); FLUO (Tubular Fluorescente); > Apéndice
21.

Interacdo significativa pode ser observada paras as variaveis EPP, EPL, ELF e NPP de plantas
de inhame aclimatizadas da variedade “White” (Tabela 13). Plantas aclimatizadas oriundas de

lampadas LED apresentaram diferenca significativa apenas para o numero de células do parénquima
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pali¢adico, apresentando médias superiores no meio WPM. Na fonte de luz mddulo, o meio WPM
apresentou maiores espessuras do parénquima lacunoso e do limbo foliar. A lampada fluorescente

favoreceu maiores espessuras do parénquima paligadico e do limbo foliar em plantas cultivadas em

meio MS.

Tabela 13. Anatomia foliar de plantas de D. alata var. white aclimatizadas em fungao da fonte
de luz e do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

Fontes EPP (mm) EPL (mm) ELF (mm) NPP (n")
de luz Meio Meio Meio Meio
MS WPM MS WPM MS WPM MS WPM
LED 0,15bA  0,18bA  0,24aA  0,24bA  0,63bA  0,68bA 12,8bB 15,5aA

Modulo 0,282A  0,25aA  0,27aB  0,34aA  0,78aB 0,88aA 14,8aA 14,0bA
FLUO 0,24aA  0,18bB  0,30aA  0,24bA  0,79aA  0,66bB 14,0abA 13,8bA
CV(%) 14,7 14,6 8,7 6,5
Notas: ! Médias seguidas pela letra mintiscula na coluna e maitiscula na linha ndo diferem (P>0,05) pelo teste de
Tukey; 2 LED (LED Tubular); Médulo (Mddulo GreenPower); FLUO (Tubular Fluorescente); 3 EPP:
espessura do parénquima palicadico; EPL: espessura do parénquima lacunoso; ELF: espessura do limbo
foliar; NPP: nimero de células do parénquima paligadico; * Apéndice 22.

Caracteristicas anatomicas das folhas

Plantas de D. alata cultivadas sob diferentes condi¢des luminosas € meios nutritivos
apresentaram estrutura dorsiventral e hipoestomatica da 1amina foliar (Fig. 12, 13, 14 e 15).

Plantas da variedade “Purpurae” cultivadas in vitro, de forma geral, apresentaram c¢lulas da
epiderme volumosas, parénquimas paligadico e lacunoso bem definidos, € espagos intercelulares mais
evidentes no tratamento com lampada Fluorescente (Fig. 12 b, €). Maior incidéncia de células com
alongamento periclinal pode ser observada no tratamento com ldmpadas LED (Fig. 12 c, f).

O cultivo in vitro de plantas da variedade “White” sob as trés fontes de luz, proporcionou
diferentes respostas na anatomia foliar (Fig. 13), que, de forma geral, apresentaram células da
epiderme volumosas e justapostas, células do parénquima paligadico com formatos variados,
com destaque para o tratamento com lampada Fluorescente e meio MS, que ndo apresenta
distingdo entre as células do mesofilo (Fig. 13b). Células do parénquima pali¢adico mais alongadas
e justapostas podem ser observadas em plantas cultivadas sob combinagdo de luz azul e vermelha

(Fig. 13d), tendo estas ainda apresentado menor espaco intercelular entre as células do mesofilo.
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Figura 12. Secgdes transversais do limbo foliar de plantas de D. alata var. purpurae propagadas in
vitro em fun¢ao da fonte de luz e do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

Médulo Fluorescente LED

MS

WPM

Notas: pp: parénquima paligadico; ep: epiderme; is: espaco intercelular; Ip: parénquima lacunoso. Barras: a, b, c,
d, e, f: 0,2 mm; seta branca - feixe vascular; seta preta - estomatos.

Figura 13. Seccoes transversais do limbo foliar de plantas de D. alata var. white propagadas in vitro
em funcao da fonte de luz e do meio nutritivo, Rio Branco, Acre
Moédulo Fluorescente LED

MS

Notas: pp: parénquima paligadico; ep: epiderme; is: espaco intercelular; Ip: parénquima lacunoso. Barras: a, b, c,
d, e, f: 0,2 mm; seta branca - feixe vascular; seta preta - estomatos.

Ap6s o periodo de aclimatizag@o, observa-se maior organizagdo do mesofilo em plantas
da variedade “Purpurae” oriundas das fontes Modulo e Fluorescente (Fig. 14 a, b, d, ). Em
todos os tratamentos, o parénquima lacunar é composto por trés camadas de células, com
incidéncia de alongamento periclinal. Destaca-se as plantas oriundas da Lampada Fluorescente
e meio WPM que apresentaram mesofilo mais denso, com pouco espago intercelular (Fig. 14
e).

Plantas da variedade “White” aclimatizadas, apresentaram c€lulas epidérmicas volumosas,

mesofilo bem definido e parénquima lacunar composto por pelo menos trés camadas de células (Fig.
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15). Mesofilo com espagos intercelulares menos evidentes foi observado nos tratamentos com fonte
de luz Médulo (Fig. 15a, d). As células do parénquima pali¢adico apresentaram pouca variagao de
formato, com destaque para as plantas oriundas do Modulo, meio MS e WPM, e da Fluorescente em

meio MS, que evidenciaram camada de células mais alongadas (Fig. 15a, b, d).

Figura 14. Secgdes transversais do limbo foliar de plantas de D. alata var. purpurae
aclimatizadas em fung¢ao da fonte de luz e do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

Médulo Fluorescente LED

MS

WPM

Notas: pp: parénquima pali¢adico; ep: epiderme; is: espago intercelular; Ip: parénquima lacunoso. Barras: a, b, c,
d, e, f: 0,2 mm; seta branca - feixe vascular; seta preta - estdmatos.

Figura 15. Seccdes transversais do limbo foliar de plantas de D. alata var. white aclimatizadas

em funcao da fonte de luz e do meio nutritivo, Rio Branco, Acre
Moédulo Fluorescente - LED

rme; is: espago intercelular; Ip: parénquima lacunoso. Barras: a, b, c,
d, e, f: 0,2 mm; seta branca - feixe vascular; seta preta - estomatos.
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4. DISCUSSAO

Diversos trabalhos tém discutido o impacto da qualidade da luz (ALVARENGA et., al
2015; ARENA etal., 2016; BATISTA etal., 2016) e da formulagado nutritiva do meio de cultura
(GOLLE et al., 2012) sobre o desenvolvimento in vitro. O presente trabalho mostrou que tanto
as irradiancias como as fontes nutritivas utilizadas evidenciaram diferentes respostas para as
duas variedades de Dioscorea alata estudadas.

A formulagdo nutritiva do meio MS, apesar de ser amplamente utilizada para a cultura
do inhame (DAS et al., 2013) apresentou neste trabalho resultados inferiores ao encontrado nas
plantas cultivadas em meio WPM. A maior adaptacdo dos explantes ao meio WPM demonstrou
a preferéncia da espécie pelo cultivo em meios nutritivos com concentragdo reduzida de sais
em comparacdo ao meio MS. Uma razdo provavel para esse resultado ¢ a redugdo de 55% da
forga i6nica do meio WPM, além de ter fonte distinta de potassio e por apresentar maior
concentragdo de calcio (Quadro 1).

Reed et al. (2013) afirmam que um meio bem balanceado ¢ importante para prevenir o
crescimento atrofiado e disturbios fisiologicos. Ramage e¢ Williams (2002) retratam a
importancia do equilibrio entre as formas de nitrogénio utilizadas na cultura de tecidos (NO3™ e
NH,4") tanto quanto a quantidade total de nitrogénio no meio de cultura. O nitrato é a principal
forma de N para a maioria das culturas de tecidos vegetais, e em tabaco, esse ion controla a
expressao de genes envolvidos no metabolismo do carbono (VINCENTZ et al., 1993). Wada et
al. (2015) identificaram que espécies de Pyrus exigem diferentes propor¢des da forma anidnica
e cationica de nitrogénio no meio de cultura. A concentracao ideal de N e a taxa de nitrato:
amonio (NOs3 : NH4") no meio de cultura dependem do tipo de tecido, gendtipo e das condigdes
de incubacao (BARONE 2019).

Analisando o comportamento de plantas in vitro, pré-aclimatizadas e aclimatizadas de
inhame sugere-se que a exposi¢ao durante a fase in vitro e pré-aclimatizacao a condi¢ao de luz
com comprimentos de onda selecionados, ndo foi eficaz na promog¢do do crescimento e
desenvolvimento. A atividade dos fotorreceptores ¢ dependente da qualidade da radiacdo
exposta. A morfogénese nas plantas ¢ desencadeada através da ativagdo dos fitocromos quando
expostos a luz vermelho e vermelho distante (JONES, 2014; DEMOTES-MAINARD et al.,
2016). Neste trabalho, a exposicao de plantas a luz com maior amplitude de absor¢do, lampada
fluorescente, favoreceu o crescimento e desenvolvimento, porém a conversdo em biomassa

pode ser notada apenas para a variedade “White”.
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Embora o conteudo de clorofila ndo tenha apresentado efeito significativo para a
formulacao nutritiva durante o cultivo in vitro, através do teor de carotenoides fica a evidéncia
da funcionalidade desses pigmentos durante a fotossintese, €, no crescimento e
desenvolvimento das plantas, que tiveram maior altura da parte aérea e maior conteido de
carotenoides quando a formulagdo nutritiva era do MS.  Durante a fase de pré-aclimatizacao
o teor de pigmentos ndo apresentou diferenga significativa, podendo indicar que o espectro de
luz emitido pelas fontes utilizadas neste estudo pode ter promovido estimulo suficiente para a
biossintese e atividade dos pigmentos fotossintéticos, conforme relatado por Lin et al., (2013).
Na fase de aclimatizacdo, o comportamento do teor de clorofilas e carotenoides foi semelhante
a altura da brotagdo para a variedade “Purpurae”, com evidéncia para as lampadas Modulo e
Fluorescente que apresentaram maiores teores. Ainda, as plantas aclimatizadas oriundas do
ambiente in vitro com luz Fluorescente apresentaram maior eficiéncia na absorcao da luz, visto
que obtiveram maior taxa fotossintética para ambas as variedades, mesmo a “White” ndo tendo
apresentado diferenca significativa no teor de clorofilas. A biossintese de pigmentos
fotossintéticos pode ser influenciada pelo espectro luminoso (WANG et al., 2009). A absor¢ao
de luz pelas folhas representa absor¢do de pigmentos fotossintéticos e nao fotossintéticos, e,
nem toda energia absorvida serd entregue nos centros de reagdo dos fotossistemas, devido a
desvios no espectro de absorcdo foliar, causando reducdo no rendimento da fotossintese
(OUZOUNIS et al., 2015).

A eficiéncia das clorofilas e carotenoides na captura e transferéncia de elétrons pode ter
sido reduzida no tratamento Mddulo, uma vez que a taxa fotossintética foi a mais baixa entre
os demais, somente para a variedade “Purpurae”. A fotossintese foi estimulada pelo amplo
espectro de absorcdo das lampadas fluorescentes, em ambas as variedades. Podendo ser
justificada pela maior abertura estomatica, que permitiu a aquisi¢do mais eficiente e melhor
disponibilidade de CO> no mesofilo, e pela eficiéncia de carboxilacdo observada em plantas
aclimatizadas oriundas desta fonte de luz.

A morfogénese das folhas de inhame foi responsiva a luz Fluorescente, onde
evidenciou-se aumento de espessura no limbo foliar, nos parénquimas pali¢adico e lacunoso, e
nas epidermes abaxial e adaxial de plantas propagadas in vitro. Quando analisada a 1amina foliar
de plantas aclimatizadas, observa-se que a morfogénese foi responsiva para as lampadas
Fluorescente ¢ Moddulo apenas para a espessura do parénquima palicadico, na variedade
“Purpurae”. Nas plantas aclimatizadas da variedade “White” houve destaque para espessura do
parénquima pali¢adico, lacunoso e do limbo foliar, para as mesmas fontes de luz. Lampadas

fluorescentes tém como caracteristica a ampla variagdo dos comprimentos de onda (350-750
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nm), apresentando irradiancias ativas em faixas de espectros de menor importancia para a
fotossintese e com energia insuficiente para o desenvolvimento das plantas (GUPTA;
JATOTHU, 2013). Em contrapartida, lampadas com espectros mais especificos, como € o caso
do Modulo, disponibilizam comprimentos de onda fotossinteticamente importantes para as
plantas (GUPTA; JATOTHU, 2013; ALVARENGA et al., 2015). Diante dessas caracteristicas,
¢ mais evidente que plantas expostas ao Modulo apresentem melhor diferenciagdo dos tecidos
e taxas de desenvolvimento maiores. Porém, os resultados apresentados pelas variedades em
estudo sugerem que as respostas das espécies vegetais sao distintas a qualidade da luz.

Pode existir correlacdo entre as diferentes respostas vegetais e a demanda especifica das
espécies pela quantidade de cada comprimento de onda (SILVA et al, 2016). Modificagdes
importantes na anatomia foliar foram observadas a partir de pequenas alteragdes na propor¢ao
de lampadas azuis e vermelhas (KIM et al., 2004; LI et al., 2013), como por exemplo a presenca
de parénquima pali¢adico mais delgado em plantas cultivadas em altos niveis de luz vermelha
e baixos niveis de luz azul (SAEBO et al., 1995), assim como em lampadas com baixo espectro

(BARREIRO et al., 1992).
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5 CONCLUSOES

A exposic¢do de plantas de inhame durante as fases in vitro e de pré-aclimatizacio a luz
Fluorescente favorece a morfogénese e a fotossintese liquida em inhame;

O meio de cultura WPM ¢ mais eficaz que o MS na promog¢ao do acimulo de biomassa
e de teores de pigmentos fotossintéticos de plantas aclimatizadas de inhame;

Plantas de inhame aclimatizadas apresentam parénquima clorofiliano mais organizado,
com menores espagos intercelulares, feixes vasculares de menor calibre e estomatos

aparentemente mais funcionais.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo analisar a influéncia de tipos e concentragdes de agentes
osmoticos, no crescimento e desenvolvimento, durante a conservagao in vitro, recrescimento ¢
aclimatizacdo de inhame. Para tanto, utilizou-se como material vegetal, explantes oriundos de
plantas de inhame (Dioscorea alata var. purpurae e Dioscorea alata var. white) cultivadas in
vitro, com aproximadamente um centimetro de comprimento, contendo uma gema axilar. O
meio de cultura utilizado foi o MS, acrescido de 2,2 g.L"! de Phytagel™ e 2,0 g.L"! de carvio
ativado, com pH ajustado para 5,8 + 0,1. O trabalho foi disposto em delineamento inteiramente
casualizado, com arranjo fatorial 3 x 4 + 1, com trés tipos de carboidratos (sacarose, sorbitol e
manitol) em quatro concentragdes (50; 100; 150 e 200 mM) e um tratamento testemunha (sem
adicao de carboidrato), totalizando 13 tratamentos. As plantas foram mantidas em sala de
cultivo in vitro a temperatura de 25 + 2 °C e 16 horas de fotoperiodo fornecido por lampadas
LED Tubular 6000/6500k: 55 pmol m? s™'. Aos 180, 270 e 360 dias de conservacio, avaliou-se
a porcentagem de sobrevivéncia, altura da brotagdo (ALT), numero de folhas expandidas
(NFE), numero de folhas senescentes (NFS), e numero de gemas (NG). Aos 360 dias avaliou-
se os teores de carboidratos soliveis, amido, aminoacidos soluveis totais e prolina. Ainda aos
360 dias, segmentos caulinares contendo 1 cm de comprimento e uma gema axilar foram
inseridos em meio basal de recrescimento e mantidos em sala de cultivo in vifro nas mesmas
condi¢des mencionadas acima, por 60 dias. Ao final desse periodo, as plantas foram pré-
aclimatizadas em sala de crescimento in vitro e aclimatizadas em casa de vegetagdo. Tanto ao
final do periodo de recrescimento, como de aclimatizacdo, foram avaliadas a ALT, NFE e NG.
A sacarose e o sorbitol favoreceram maiores porcentagens de sobrevivéncia de plantas da
variedade “White” ao longo da conservagdo in vitro. Para a variedade “Purpurae”, 100% de
sobrevivéncia ao final do periodo de crescimento lento foi evidenciada no tratamento contendo
50 mM de sorbitol. A andlise das duas primeiras varidveis canonicas permitiu agrupar os
tratamentos em cinco e quatro grupos, para as variedades “White” e “Purpurae”, representando
92,27 e 90,84% da variacdo total das caracteristicas avaliadas, respectivamente. As
caracteristicas que mais contribuiram para a diversidade entre os tratamentos da variedade
“White” foram altura da brotacdo aos 360 (24,71%) e 180 (16,29%) dias, e numero de folhas
expandidas aos 360 dias (13,75%). Para a variedade “Purpurae” as caracteristicas que tiveram
maior contribui¢do relativa foram altura da brotagdo aos 270 (42,37%) e 360 (19,07%) dias, e
nimero de gemas aos 360 dias (15,19%). Nas varidveis bioquimicas, a variedade “White”
formou trés grupos de tratamentos, as duas principais varidveis candnicas explicaram 98,29%
da variagao total e as caracteristicas que mais contribuiram para a diversidade dos tratamentos
foram o teor de amido e de aglcares soluveis totais, com 79,08 e 14,23%, respectivamente. A
variedade “Purpurae” formou quatro grupos de tratamentos, as duas primeiras variaveis
canOnicas representaram 92,15% da variagdo total e os caracteres que tiveram maior
contribui¢do relativa foram teor de agucares soluveis totais (52,70%), amido (22,63%) ¢
aminoacidos soluveis totais (21,41%). No recrescimento de plantas da variedade “White”, o
tratamento com 150 mM de sorbitol apresentaram maiores médias de altura e nimero de folhas
expandidas, diferindo apenas dos tratamentos que continham sacarose 100 e 150 mM. Nesta
fase, para a variedade “Purpurae”, maior altura da brotac¢do foi evidenciada com 50 mM de
sacarose € menor com 50 mM de manitol; maior nimero de folhas expandidas com o tratamento
sem a adi¢@o de carboidrato e menor com 50 mM de sorbitol; e o nimero de gemas foi superior
no tratamento com 200 mM de sorbitol e menores médias foram observadas nos tratamentos
com 50 mM de sorbitol e manitol. Plantas aclimatizadas da variedade “White” nao
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apresentaram diferenga estatistica para as varidveis analisadas. J& as plantas aclimatizadas da
variedade “Purpurae” apresentaram efeito significativo para altura da brotagdo, e o tratamento
contendo 50 mM de sorbitol foi o que apresentou a maior média. Indica-se, portanto, os
carboidratos sacarose e sorbitol 50 mM para a conservacao in vitro de Dioscorea alata.

Palavras-chave: inhame; osmoreguladores; crescimento lento.
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1 INTRODUCAO

A reducdo do metabolismo celular de plantas, em condi¢des de laboratério, com base
nas técnicas de cultura de tecidos vegetais, favorece a conservagao das mesmas em bancos de
germoplasma in vitro (CARVALHO et al., 2011). Os sistemas de crescimento lento
caracterizam-se pelo retardamento do desenvolvimento da planta, tornando os intervalos entre
os subcultivos mais longos, sem a perda da viabilidade (WHITERS; WILLIAMS, 1998).

A adicao de carboidratos ao meio de cultura afeta significativamente o crescimento e
desenvolvimento das plantas in vitro, uma vez que atuam como fonte de carbono e energia além
de regularem a disponibilidade de 4gua do meio de cultura (FLORES et al., 2013). Quando
adicionados a formulagdo nutritiva, osmorreguladores como sacarose, sorbitol e manitol,
regulam o conteudo de 4gua intracelular, por gradiente osmotico, fazendo com que o
crescimento dos explantes ocorra de maneira mais lenta (DUMET et al., 1993; SHIBLI et al.,
2006; MARINO et al., 2010; SILVA; SCHERWINSKY-PEREIRA, 2011).

A sacarose ¢ um agucar nao redutor utilizado no cultivo de plantas in vitro como fonte
de energia, esqueleto de carbono e osmorregulador. Modificagdes nas concentragdes desse
composto nos meios de cultura podem promover alteragdes no metabolismo das plantas, e esse
fato tem sido abordado nos estudos de crescimento lento in vitro (ANKITA; ANIMESH, 2013).

Os agticares alcoolicos, manitol e o sorbitol, geralmente ndo sdo metabolizados por
tecidos vegetais, uma vez que, grande parte das espécies ndo possuem via natural para a
biossintese desses tipos de carboidratos, por esse fato sdo utilizados como reguladores do
potencial hidrico no meio de cultura, durante a conservacdo in vitro (GEORGE, 1993;
ARRIGONIBLANK et al., 2014). A adi¢dao de agentes osmoticos ao meio nutritivo ainda,
protege as membranas celulares a baixas temperaturas e reduz a hiperidricidade da planta
(KADOTA et al., 2001; FARIA et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2012). Borges et al.,
(2004) utilizaram manitol na conservagao in vitro de Dioscorea alata ¢ verificaram altas taxas
de regeneracdo dos explantes quando utilizado o meio de cultura D- 571, com adigdo de 1,5%
de manitol.

Processos bioquimicos e fisioldgicos, como o ajustamento osmotico € o sistema de
defesa antioxidante e peroxidacdo lipidica, sdo desencadeados pelo estresse hidrico sofrido
pelas células vegetais, e em resposta a esse estresse, muitas plantas sintetizam e acumulam
solutos organicos, como proteinas, carboidratos e aminoacidos (BRAY, 1997), visando a

manuten¢ao do funcionamento do corpo vegetal.
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Alguns aspectos devem ser levados em consideragdo no processo de conservacao in
vitro, como a capacidade de regeneracdo do material submetido ao processo de crescimento
lento, ou seja, a viabilidade da planta apds o periodo de conservagdo. Pois, muitas vezes, o
método utilizado na reducao do metabolismo in vitro pode causar danos irreversiveis a planta,
dificultando ou até impedindo a recuperacdo das mesmas ao ambiente ex vitro (HASSAN;
BEKEET, 2008; GOPAL; CHAUHAN, 2010; OREGO et al., 2012). Diante disso, a
manutengao da viabilidade das plantas no ambiente ex vitro € o principal objetivo em trabalhos
de crescimento minimo in vitro, visando a manutencao de bancos de germoplasma.

O objetivo do presente trabalho foi realizar a conservagao in vitro de duas variedades de
inhame através da técnica de crescimento lento e identificar, durante o periodo de conservacao,
de recrescimento e aclimatizacdo, através de andlises de crescimento e bioquimicas, a melhor

condi¢do para manutencao dessas variedades in vitro.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia e Anatomia Vegetal e na
Unidade Experimental da Universidade Federal do Acre, Rio Branco, Acre. Foram utilizadas

duas variedades da espécie Dioscorea alata (D. alata var. branca e D. alata var. purpurae).

2.1 CONDICOES DO CRESCIMENTO LENTO IN VITRO

Segmentos caulinares de 1 cm de comprimento, contendo uma gema axilar, foram
utilizados como explante. Estes foram retirados de plantas de inhame pré-estabelecidas in vitro
com 60 dias de idade, oriundas do quarto subcultivo.

Neste experimento foram avaliados o tipo e a concentragao de agentes osmoticos durante a
conservacao de inhame, perfazendo um esquema fatorial 3 x 4 +1, em delineamento inteiramente
casualizado. Para tanto utilizou-se sacarose, manitol e sorbitol nas concentragdes de 50, 100, 150 e
200 mM, com uma testemunha adicional sem adi¢ao de nenhum tipo de agente osmotico. Ao meio
de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) foi adicionado 2 g L de carvdo ativado, pH
ajustado para 5,8 = 0,2 e solidificado com 2,2 g L' de Phytagel™. A esterilizacio foi feita em
autoclave de calor imido a 121 °C e 1,3 atm por 20 minutos. As culturas foram mantidas em tubos
de ensaio contendo 10 mL de meio, em sala de crescimento in vitro, com fotoperiodo de 16 horas
de luz fornecido por 1ampadas LED com 55 umol.m?.s"! de PFFD a temperatura de 25 =2 °C.

Esta etapa foi realizada em delineamento inteiramente casualizado e foram utilizadas 25
unidades experimentais, correspondentes a um tubo de ensaio com um explante.

Aos 180 e 270 dias de conservagdo, avaliou-se altura da planta, nimero de folhas
expandidas e senescentes ¢ numero de gemas. Aos 360 dias, além das variaveis citadas
anteriormente, coletou-se material foliar para posteriores analises bioquimicas, bem como,
plantas dos tratamentos que obtiveram sobrevivéncia igual ou superior a 50%, tiveram
explantes de 1 cm contendo uma gema axilar retirados da regido mediana e foram
reintroduzidos em meio de cultura para regeneracao.

O material vegetal coletado para analises bioquimicas foi congelado em nitrogénio

liquido (-196°C), liofilizado e armazenado até o momento do uso.

2.2 CONDICOES DE RECRESCIMENTO
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A capacidade de regeneracdo dos explantes foi avaliada ao final do periodo de
conservagdo (360 dias). Para isso, foram utilizados segmentos caulinares de plantas submetidas
a condicdo de crescimento lento que obtiveram sobrevivéncia igual ou superior a 50%.
Explantes com 1 cm de comprimento ¢ uma gema axilar, foram retirados da regido mediana
dessas plantas e introduzidos em meio MS, acrescido de 30 g.L! de sacarose, 2,0 g.L"! de carvio
ativado, pH ajustado para 5,8 + 0,2 e solidificado com 2,2 g.L"! de Phytagel™. A esterilizagdo
foi feita em autoclave de calor timido a 121 °C e 1,3 atm por 20 minutos. As culturas foram
mantidas em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio, em sala de crescimento in vitro, com
fotoperiodo de 16 horas de luz a temperatura de 25 + 2 °C. Aos 60 dias sob estas condigdes,
avaliou-se a sobrevivéncia, altura da planta, nimero de folhas expandidas e numero de gemas.

Esta etapa foi conduzida em delineamento inteiramente casualizado, com dez repeti¢des

por tratamento.

2.3 RUSTIFICACAO E ACLIMATIZACAO EX VITRO

Apos o periodo de regeneracao, plantas foram aclimatizadas ex vitro e avaliadas quanto
ao crescimento e sobrevivéncia. Inicialmente, as plantas passaram por uma etapa de rustificagao
em sistema de camara umida visando reduzir perdas. Para tanto, foram retiradas dos frascos de
cultivo, submetidas a lavagem das raizes e inseridas individualmente em copo descartavel de
200 mL, preenchido com substrato comercial SUBRAS® previamente umidificado com 50 mL
de 4dgua. Apos o plantio, simulando condi¢des de camara uimida, os copos de 200 mL foram
cobertos com copos descartaveis de 300 mL e as plantas mantidas em sala de crescimento no
laboratorio, por 20 dias.

Ao término dessa etapa, retirou-se o sistema de camara umida e as plantas foram
mantidas por 90 dias em estufa tipo tunel com sombreamento de 70%, para aclimatizagdo. Aos
110 dias de cultivo ex vitro, as plantas foram avaliadas quanto o crescimento e sobrevivéncia.
Foi avaliado o nimero de folhas expandidas e senescentes, e altura da parte aérea.

Esta etapa foi conduzida em delineamento inteiramente casualizado, com cinco

repeti¢des por tratamento.

2.4 ANALISES BIOQUIMICAS

A extracdo aquosa foi realizada a partir do material liofilizado. Para tanto, 10 mg do

material foi pesado e transferido para tubos de ensaio rosqueédveis onde foram adicionados 5
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mL de dgua desionizada. Os tubos foram colocados em banho-maria a 100 °C, por 1 hora. Apos
descanso da solugdo, retirou-se o sobrenadante para a determinacdo de carboidratos soluveis
totais, aminoacidos soluveis totais e prolina livre, e o pellet foi utilizado para extragdo e

determinagdo de amido. Foram realizadas 5 repetigdes para cada analise.

2.4.1 Determinacio de prolina livre

A determinacao de prolina livre foi realizada conforme metodologia de Bates (1973). Em
tubos de ensaio com tampas rosquedveis, foi adicionado 1 mL do extrato aquoso, 1 mL de
ninhidrina 4cida e 1 mL de 4cido acético glacial. Em seguida os tubos foram colocados em banho-
maria, a 100 °C por 1 hora. Imediatamente apos esse tempo, a reacdo foi interrompida através do
resfriamento dos tubos em banho de gelo. Quando em temperatura ambiente, adicionou-se 2 mL de
tolueno e os tubos foram agitados vigorosamente. Duas fases foram formadas, e coletou-se o
sobrenadante para analise em espectrofotometro a 520 nm. A concentragdo de prolina livre, tendo
como referéncia a equagao obtida na curva-padrao de prolina (1 mM), foi expressa em mmol prolina

kg MS.

2.4.2 Determinacido de aminoacidos soluveis

A determinagdo de aminoacidos soluveis totais foi realizada pelo método descrito por
Yemm e Cocking (1955). Em tubos de ensaio rosqueaveis foi adicionado 0,25 mL de tampao
citrato 200 mM e 0,5 mL do extrato aquoso. Em seguida, acrescentou-se 0,6 mL do reagente
revelador (ninhidrina 5% + KCN 0,2 mM). Os tubos foram postos em banho-maria a 100 °C
por 15 minutos, e tiveram a reacao interrompida com o resfriamento dos tubos em banho de
gelo, por cerca de 5 minutos. Quando os tubos atingiram temperatura ambiente, adicionou-se
0,65 mL de etanol 60%. A leitura da reagdo foi feita em espectrofotometro a 570 nm. A
concentracdo de aminoacidos soluveis totais, tendo como referéncia a equacao obtida na curva-

padrio de glicina (10 mM), foi expressa em mmol de aminoacidos kg™! MS.

2.4.3 Determinacio de carboidratos

Os carboidratos soluveis foram determinados pelo método fenol-sulfurico (DUBOIS et
al., 1956). Para a quantificagdo dos agucares soluveis foi utilizado o padrao de glicose (0,8

mM). A extracdo do amido das folhas foi realizada a partir da hidrdlise em éacido perclorico
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30% por 30 minutos. O procedimento foi repetido por duas vezes, o sobrenadante foi coletado

e combinado para a determinac¢do usando o método do fenol-sulfurico.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Para as variaveis fisiologicas e de crescimento, da etapa de crescimento lento in vitro,
utilizou-se andlise de variancia multivariada (MANOVA). Para andlise de variabilidade foi
realizado uma andlise de varidveis canonicas utilizando como medida de similaridade a
distancia generalizada de Mahalanobis (D2). Com base nessa mesma distancia foi realizado a
contribuicdo relativa dos caracteres pelo método de Singh (1981). Para estas determinagdes, foi
utilizado o software Genes (CRUZ, 2013).

Os resultados das etapas de recrescimento e aclimatizagdao foram submetidos ao teste de
Grubbs (1969) para a verificacdo de dados discrepantes, pelo teste de Shapiro-Wilk (1965) para
normalidade dos erros, e pelo teste de Bartlett (1937) para homogeneidade de variancias. Na
analise de variancia, pelo teste F, quando verificada significancia, as médias foram comparadas

pelo teste de Tukey (1949) (P < 0,05).
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3 RESULTADOS

3.1 CRESCIMENTO LENTO DE Dioscorea alata

A sobrevivéncia das plantas de inhame da variedade “White” ao longo do periodo de
crescimento lento ¢ demonstrada na Figura 1. Durante os primeiros 270 dias, plantas submetidas
a condi¢ao de crescimento lento em meio contendo sacarose e sorbitol tiveram sobrevivéncia
minima de 58,8%, porém, na avaliacao dos 360 dias, a concentracao de 200 mM de ambos os
agentes osmoticos, apresentou valores inferiores a 50% de sobrevivéncia. Plantas cultivadas em
meio contendo manitol ou em meio sem a adi¢ao de carboidrato tiveram, ao longo do periodo
de conservagdo, sobrevivéncia igual ou inferior a 50%. Observa-se também que a medida que

a concentracao de sacarose e sorbitol aumentou, a sobrevivéncia das plantas diminuiu ao longo

da conservacao.

Figura 1. Sobrevivéncia de plantas de D. alata var. white durante o crescimento lento in vitro,
Rio Branco, Acre
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Tratamentos

Nota: TI1 - Sem carboidrato; T2 - Sacarose 50 mM; T3 - Sacarose 100 mM; T4 - Sacarose 150 mM; TS5 - Sacarose 200
mM; T6 - Sorbitol 50 mM; T7 - Sorbitol 100 mM; T8 - Sorbitol 150 mM; T9 - Sorbitol 200 mM; T10 - Manitol 50
mM; T11 - Manitol 100 mM; T12 - Manitol 150 mM; T13 - Manitol 200 mM.
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Na tabela 1 temos a demonstragdo dos autovalores e da variancia obtidas pelas variaveis
candnicas, tendo as duas principais correspondido a 92,27% da variagdo total, (72,20 e 20,07%,

respectivamente), o que permitiu realizar o agrupamento entre os tratamentos.

Tabela 1. Autovalores, varidncia e variancia acumulada das variaveis candnicas obtidas das
variaveis originais, nas analises de crescimento durante o periodo de conservacao in
vitro de D. alata var. white, Rio Branco, Acre

Variaveis canonicas Autovalores Variancia (%) aw‘::;iig;i?% )
1 58,7690 72,2040 72,2040
2 16,3382 20,0733 92,2773
3 2,7370 3,3627 95,6400
4 1,0276 1,2625 96,9026
5 0,7940 0,9756 97,8782
6 0,7296 0,8965 98,7747
7 0,4744 0,5829 99,3576
8 0,2854 0,3503 99,7083
9 0,2115 0,2598 99,9682
10 0,0203 0,0250 99,9932
11 0,0052 0,0063 99,9996
12 0,0002 0,0004 100,00

A andlise multivariada permitiu agrupar os treze tratamentos, aplicados no crescimento lento
de Dioscorea alata var. white, em cinco grupos. O primeiro, formado por cinco tratamentos, o
segundo e terceiro grupo com dois tratamentos cada, o quarto grupo com trés tratamentos e o quinto
com apenas um tratamento (Fig. 2). Os quais foram unidos com base nas semelhangas existentes entre
as caracteristicas avaliadas.

As caracteristicas altura da brotagdo e niumero de folhas expandidas aos 360 dias de
conservacao foram as variaveis originais que apresentaram maior magnitude dos autovalores para
esta variedade e a altura da brotagdo aos 180 dias a que teve menor parcela de contribuigdo para a

diversidade dos tratamentos, segundo os critérios de andlise das varidveis candnicas.
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Figura 2. Grafico de dispersao bidimensional dos escores dos tratamentos aplicados durante o
crescimento lento in vitro de D. alata var. white nas duas primeiras variaveis canonicas,
Rio Branco, Acre
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Nota: 1 — Sacarose 50 mM; 2 — Sacarose 100 mM; 3 — Sacarose 150 mM; 4 — Sacarose 200 mM; 5 — Sorbitol 50
mM; 6 — Sorbitol 100 mM; 7 — Sorbitol 150 mM; 8 — Sorbitol 200 mM; 9 — Manitol 50 mM; 10 — Manitol
100 mM; 11 — Manitol 150 mM; 12 — Manitol 200 mM; 13 — Testemunha.

A variancia entre os caracteres, estimada pelo método de Singh (1981), variou de 0.46 a
24.71, sugerindo alta variabilidade relacionada ao efeito dos agentes osmoticos e as concentragdes.
A caracteristica que mais contribuiu para a diversidade entre os tratamentos foi altura da parte aérea
aos 360 dias de crescimento lento (24,71%) seguida pela altura da parte aérea aos 180 dias
(16,29%), ntimero de folhas expandidas aos 360 (13,75%) e 270 (10,65%) dias (Tabela 2). Essas
variaveis sdo fundamentais no estabelecimento de protocolos de conservagao in vitro, uma vez que,
amenor taxa de crescimento € um atributo desejavel, desde que essa nao seja provocada por eventos
de toxicidade, por exemplo.

A sobrevivéncia de plantas de inhame da variedade “Purpurae” durante o periodo de
conservacdo in vitro ¢ apresentada na Figura 3. Plantas cultivadas em manitol 200 mM (T13)
apresentaram sobrevivéncia maxima de 20%, durante os trés periodos de avaliacdo. Sobrevivéncia
de 100% ao final da conservagdo foi observada para o tratamento com sorbitol 50 mM.
Sobrevivéncia aos 360 dias igual ou superior a 50% foi evidenciada nos tratamentos sem

carboidrato, sacarose 50 mM, sorbitol 50 e 200 mM, e manitol 50 € 150 mM.
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Tabela 2. Contribuicdo relativa dos caracteres para a diversidade entre os tratamentos durante
o crescimento lento de D. alata var. white, Singh (1981)

VARIAVEIS VALOR (%)
Alt 180 16.29
NF180 0.61

NFS 180 8.08
NG180 0.60
Alt 270 9.17
NF 270 10.65

NFS 270 2.30
NG 270 0.46
Alt 360 24.71
NF 360 13.75

NFS 360 8.92
NG 360 4.46

Figura 3. Sobrevivéncia de plantas de D. alata var. purpurae durante o crescimento lento in
vitro, Rio Branco, Acre
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Nota: TI1 - Sem carboidrato; T2 - Sacarose 50 mM; T3 - Sacarose 100 mM; T4 - Sacarose 150 mM; T5 - Sacarose 200
mM; T6 - Sorbitol 50 mM; T7 - Sorbitol 100 mM; T8 - Sorbitol 150 mM; T9 - Sorbitol 200 mM; T10 - Manitol 50
mM; T11 - Manitol 100 mM; T12 - Manitol 150 mM; T13 - Manitol 200 mM.
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As duas primeiras varidveis candnicas representam 90,84% da variacdo total das
caracteristicas avaliadas (70,47 e 20,37%, respectivamente) (Tabela 3), permitindo, dessa
forma, o agrupamento entre os tratamentos. Pelo uso das varidveis candnicas a caracteristica
que pode ser descartada em trabalhos futuros ¢ o nimero de folhas senescentes aos 180 dias de
conservacdo. E as caracteristicas que mais contribuiram para a variabilidade entre os
tratamentos foi altura da brotagdo aos 270 dias e numero de gemas aos 360 dias de crescimento

lento.

Tabela 3. Autovalores, variancia e variancia acumulada das variaveis candnicas obtidas das
varidveis originais, nas andlises de crescimento durante o periodo de conservacao in
vitro de D. alata var. purpurae, Rio Branco, Acre

Variaveis canonicas Autovalores Variancia (%) aw‘:l?:;izg;l?% )
1 91,7680 70,4750 70,4750
2 26,5253 20,3706 90,8457
3 6,5339 5,0178 95,8635
4 2,6575 2,0409 97,9044
5 1,5793 1,2128 99,1175
6 0,4930 0,3786 99,4959
7 0,4312 0,3311 99,8271
8 0,1504 0,1155 99,9427
9 0,0444 0,0341 99,9768
10 0,0270 0,0207 99,9975
11 0,0030 0,0023 99,9998
12 0,0001 0,0002 100,00

Para a variedade “Purpurae”, a aplicagdo da analise multivariada permitiu a formagao
de quatro grupos de tratamento durante a etapa de crescimento lento. O primeiro grupo,
composto por cinco tratamentos, o segundo, por seis, € 0 terceiro e quarto com apenas um
tratamento (Figura 4).

A contribuicdo relativa dos caracteres ligados ao crescimento lento de D. alata var.
purpurae esta representada na tabela 4. As variaveis altura da brotagdo aos 270 e 360 dias € o
numero de gemas aos 360 dias de conservagdo, contribuiram 42,37; 19,07 e 15,19%,
respectivamente, para a variagdo total, enquanto os demais caracteres tiveram reduzida
participag¢do, podendo ser descartada, em futuros trabalhos com esta variedade, a variavel

numero de folhas senescentes aos 180 dias de conservacao (NFS 180).
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Figura 4. Gréfico de dispersdo bidimensional dos escores dos tratamentos aplicados durante o
crescimento lento in vitro de D. alata var. purpurae nas duas primeiras variaveis
canonicas, Rio Branco, Acre
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Nota: 1 — Sacarose 50 mM; 2 — Sacarose 100 mM; 3 — Sacarose 150 mM; 4 — Sacarose 200 mM; 5 — Sorbitol 50
mM; 6 — Sorbitol 100 mM; 7 — Sorbitol 150 mM; 8 — Sorbitol 200 mM; 9 — Manitol 50 mM; 10 — Manitol
100 mM; 11 — Manitol 150 mM; 12 — Manitol 200 mM; 13 — Testemunha.

Tabela 4. Contribuigdo relativa dos caracteres para a diversidade entre os tratamentos durante
o crescimento lento de D. alata var. purpurae, Singh (1981).

VARIAVEIS VALOR (%)
Alt 180 3.07
NF180 1.16

NFS 180 0.09
NG180 5.70
Alt 270 42.37
NF 270 1.96

NFS 270 0.70
NG 270 2.26
Alt 360 19.07
NF 360 5.33
NFS 360 3.10

NG 360 15.19
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As duas principais varidveis canonicas explicaram mais de 98% da variancia total
acumulada contida no conjunto de caracteristicas bioquimicas analisadas em plantas de inhame
da variedade “White” (84,52 e 13,77%, respectivamente) (Tabela 5). Por isso, foi possivel
explicar os dados dos tratamentos analisados em um grafico bidimensional (CRUZ et al., 2012).
Pelo uso das variaveis candnicas, a ordem crescente de magnitude dos autovalores ¢ teor de
prolina, aminoacidos soluveis totais, agiicares soluveis totais € amido. Sendo o teor de prolina,
segundo este critério, a variavel passivel de descarte em futuros trabalhos com esta variedade

de inhame.

Tabela 5. Autovalores, varidncia e variancia acumulada das variaveis candnicas obtidas das
variaveis originais, nas analises bioquimicas aos 360 dias do crescimento lento in
vitro de D. alata var. white, Rio Branco, Acre

Variaveis canonicas Autovalores Variancia (%) aw‘:;:;izgzl?% )
1 659,74 84,52 84,52
2 107,52 13,77 98,29
3 8,38 1,08 99,37
4 4,93 0,63 100,00

A analise multivariada das variaveis bioquimicas ao fim do periodo de conservacao de
inhame da variedade “White” permitiu a formacao de trés grupos de tratamentos (Figura 5). O
primeiro, formado por cinco tratamentos, entre eles os que continham sacarose nas
concentracoes 50, 100 e 150 mM, e sorbitol nas concentragdes 100 e 150 mM. O segundo grupo
formado pelo tratamento com sorbitol 50 mM e o terceiro grupo formado pelo controle
absoluto.

As caracteristicas com maiores contribuigdes relativas para a avaliagdao da diversidade
dos tratamentos no presente trabalho foram, segundo o método de Singh (1981): amido e
acucares soluveis totais (AST), com 79,08 e 14,23%, respectivamente (Figura 6). A baixa
contribuicdo relativa do teor de aminoacidos soluveis totais (1,72%) sugere que, por este
método, nos proximos trabalhos utilizando esta variedade de inhame, esta caracteristica pode

ndo ser utilizada.
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A variancia acumulada das duas principais variaveis candnicas nas analises bioquimicas
de plantas de inhame da variedade “Purpurae” conservadas in vitro foi superior a 92% (Tabela
6). A primeira explicou 66,53% e a segunda 25,62% da variacdo total das caracteristicas
analisadas. De acordo com esse método, em ordem crescente de magnitude dos autovalores,
tém-se os teores de prolina, amido, aminodcidos soluveis totais e agucares soluveis totais.
Sendo, portanto, indicado o teor de prolina como possivel variavel a ser descartada em trabalhos

posteriores.

Tabela 6. Autovalores, variancia e variancia acumulada das variaveis candnicas obtidas das
varidveis originais, nas analises bioquimicas aos 360 dias do crescimento lento in
vitro de D. alata var. purpurae, Rio Branco, Acre

Variaveis canonicas Autovalores Variancia (%) aw‘:l?:;izg;l?% )
1 362,72 66,53 66,53
2 139,65 25,62 92,15
3 41,43 7,60 99,75
4 1,38 0,25 100,00

Para a variedade “Purpurae”, a analise multivariada baseada na distancia generalizada
de Mahalanobis, dividiu os tratamentos em quatro grupos (Figura 7). O primeiro grupo,
formado pelos tratamentos contendo sacarose 50 mM e sorbitol 200 mM, o segundo grupo
formado pelos tratamentos sem adi¢ao de carboidrato e manitol 50 mM, o terceiro formado pelo
tratamento oriundo da conservacao in vitro com sorbitol 50 mM, e o quarto grupo ¢ composto
pelo tratamento controle absoluto.

Observou-se maior contribui¢do relativa das analises bioquimicas, realizadas ao final
do periodo de conservacao in vitro de inhame da variedade “Purpurae”, para os teores de
acucares soluveis totais (AST) (52,70%), amido (22,63%) e aminoacidos totais soluveis (AAs
soluveis) (21,41%), totalizando 96,74%, sendo estas as principais caracteristicas determinantes
na quantificacdo da diversidade entre os tratamentos. A baixa importancia relativa do teor de
prolina (3,26%) sugere que a andlise dessa caracteristica pode ser dispensavel em trabalhos

futuros (Figura 8).
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Figura 7. Gréfico de dispersdo bidimensional dos tratamentos nas analises bioquimicas aos 360
dias do crescimento lento in vitro de D. alata var. purpurae nas duas primeiras
variaveis candnicas, Rio Branco, Acre
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3.2 RECRESCIMENTO

Houve efeito significativo (P < 0,05) para altura da brotacdo e para o numero de folhas
expandidas durante a fase de recrescimento de inhame da variedade “White” (Tabela 7). Plantas que
haviam sido conservadas in vitro no tratamento com sorbitol 150 mM apresentaram maiores médias
de altura e de numero de folhas expandidas, as quais foram estatisticamente iguais aos tratamentos

com Sacarose 50 mM, Sorbitol 50 e 100 mM, para ambas as variaveis.

Tabela 7. Altura da brotagcdo e nimero de folhas expandidas de plantas de D. alata var. white
aos 60 dias de recrescimento, Rio Branco, Acre

Fonte de variacao Varidveis
Altura da brotacdo (cm)  N° de folhas expandidas
Sacarose 50 mM 2,76 ab 4,0 ab
Sacarose 100 mM 1,83 b 20D
Sacarose 150 mM 1,57b 20D
Sorbitol 50 mM 2,92 ab 4,17 ab
Sorbitol 100 mM 2,98 ab 3,0 ab
Sorbitol 150 mM 4,05 a 483 a
CV (%) 30,04 39,37

Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem (P > 0,05) pelo teste de Tukey; Apéndice 23.

Plantas de inhame da variedade “Purpurae”, durante a fase de recrescimento,
apresentaram efeito significativo (P < 0,05) para as varidveis altura da brotagdo, numero de

folhas expandidas e de gemas (Tabela 8).

Tabela 8. Altura da brotacdo, nimero de folhas expandidas e de gemas de plantas de D. alata
var. purpurae aos 60 dias de recrescimento, Rio Branco, Acre

Variaveis
Fonte de variacao Altura da brotacio N° de folhas Niamero
(cm) expandidas de gemas
Sem carboidrato 2,37 ab 4,14 a 3,71 ab
Sacarose 50 mM 2,84 a 3,14 ab 3,57 ab
Sorbitol 50 mM 2,18 ab 2,14b 343b
Sorbitol 200 mM 2,05 ab 3,0 ab 5,43 a
Manitol 50 mM 1,5b 3,29 ab 3,29b
CV (%) 28,74 27,25 31,17

Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem (P > 0,05) pelo teste de Tukey; Apéndice 24.

Plantas do tratamento com sacarose 50 mM apresentaram maiores médias de altura da
brotacdo, que diferiram estatisticamente apenas do tratamento com manitol 50 mM. A média do
numero de folhas expandidas foi superior, em plantas conservadas in vitro em meio sem a presenca
de carboidrato, e estatisticamente diferente de plantas oriundas no meio contendo 50 mM de

sorbitol. Para o numero de gemas, médias superiores podem ser observadas no tratamento com
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sorbitol 200 mM, as quais diferiram dos tratamentos com sorbitol € manitol, ambos na concentragao

de 50 mM.

3.3 ACLIMATIZACAO

Plantas aclimatizadas de inhame da variedade “White” ndo apresentaram efeito
significativo (P> 0,05) para as variaveis altura da brotacao (ALT), nimero de folhas expandidas
(NFE) e numero de folhas senescentes (NFS) (Tabela 9). Plantas dos tratamentos com sacarose

100 e 150 mM ndo resistiram a esta fase.

Tabela 9. Altura da brotagdo (ALT), numero de folhas expandidas (NFE) e de folhas
senescentes (NFS) de plantas de D. alata var. white aos 120 dias de aclimatizagao,
Rio Branco, Acre

L. Variaveis
Fonte de variacao ALT (cm) NFE NFS
Sacarose 50 mM 4,13 a 7,5a 38a
Sorbitol 50 mM 2,1a 7,0a 33a
Sorbitol 100 mM 39a 7,0a 25a
Sorbitol 150 mM 6,2a 8,5a 38a
CV (%) 56,0 57,35 31,72

Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem (P > 0,05) pelo teste de Tukey; Apéndice 25.

Houve efeito significativo (P <0,05) para a altura da brotacao (ALT) em plantas aclimatizadas
de inhame da variedade “Purpurae” (Tabela 10). Plantas oriundas da conservacao in vitro em meio
contendo sorbitol 50 mM apresentou média de altura da brotagao superior e estatisticamente diferente
(P <0,05) dos demais tratamentos analisados. O tratamento com 200 mM de sorbitol teve 100% de

mortalidade de plantas durante a aclimatizacao.

Tabela 10. Altura da brotacdo (ALT), nimero de folhas expandidas (NFE) e de folhas
senescentes (NFS) de plantas de D. alata var. purpurae aos 120 dias de
aclimatizacdo, Rio Branco, Acre

o Variaveis
Fonte de variacao ALT (cm) NFE NFS
Sem carboidrato 9,5 bc 55a 2,8a
Sacarose 50 mM 129b 7,3 a 23a
Sorbitol 50 mM 21,6 a 6,3a 33a
Manitol 50 mM 4,5¢ 53a 1,8 a
CV (%) 324 21,95 38,3

Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem (P > 0,05) pelo teste de Tukey; Apéndice 26.
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4. DISCUSSAO

O efeito da concentracdo de agentes osmoticos durante a conservagdo de inhame foi
investigado, incluindo a analise bioquimica de solutos organicos ao final deste periodo e a
analise de variaveis de crescimento durante as fases de crescimento lento, recrescimento e
aclimatizacao, tornando os resultados deste trabalho inovadores no campo do crescimento lento
do género Dioscorea.

Tratamentos contendo sacarose e sorbitol reportaram maiores porcentagens de
sobrevivéncia ao final do periodo de conservagao, porém, plantas mais vigorosas puderam ser
observadas nos tratamentos contendo as menores concentragdes destes agentes. O manitol 50
mM, mesmo tendo apresentado sobrevivéncia acima de 50% no periodo de conservagao,
durante o recrescimento de plantas da variedade “Purpurae”, ndo foi eficaz em promover o
crescimento. Relatado por Borges et al., (2004), o manitol em concentragdes acima de 3,5%
ndo permitiu a regeneragdo de explantes de D. alata conservada in vitro por nove meses.

Alguns trabalhos reportam o acimulo de solutos organicos em culturas in vitro e ex vitro
submetidas a estresses (SANTOS et al., 2016; RESENDE et al., 2019). O acamulo de solutos
compativeis, como aminoacidos e agucares, promove o equilibrio osmotico entre o vacuolo € o
citosol através do aumento da pressdo osmotica celular, permitindo a manutengdo da
turgescéncia e protegendo as células contra a perda de 4gua (SALEHI-LISAR;
BAKHSHAYESHAN-AGDAM, 2016). A adaptacao das plantas ao estresse hidrico esta
associada a ajustes metabodlicos por meio do acimulo desses osmolitos, além das desidrinas
(CLOSE 1996). No presente trabalho os compostos organicos que mais contribuiram para a
diferenga entre os tratamentos, em ambas as variedades, foram amido e actcares soluveis totais.
Este acumulo, certamente, foi consequéncia da desidratagdo, na busca de sanar os efeitos
impostos por esse estresse as células, como parte do sistema de defesa vegetal.

A prolina ¢ um aminodcido com caracteristica de osmoprotecao e possui fundamental
importancia no ajuste da tolerancia das plantas a estresses abioticos (MOLINARI et al., 2007;
SHARMA et al., 2011), uma vez que atua como tampao prevenindo a desintegracdo das
membranas e mantendo a integridade de enzimas e proteinas (JALEEL et al., 2007).

O baixo acumulo de prolina reportado neste trabalho pode estar relacionado ao 6rgao
vegetal utilizado na analise, como pela idade dos tecidos celulares. Santos et al., (2016) afirmam
que maior acumulo de prolina foi detectado em segmentos caulinares, cerca de 2,45 vezes a
mais, em comparacao a segmentos foliares de mangabeira cultivadas in vitro sob condigdes de

estresse osmotico. Os teores de prolina variam nos diferentes 6rgdos vegetais € quanto mais
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jovens forem os tecidos, maior sera a concentragao deste aminoacido (KAUR; ASTHIR, 2015).
Plantas de cana-de-agticar micropropagadas sob regime de estresse hidrico, apresentaram
maiores teores de prolina em tecidos foliares mais jovens em comparagao as folhas mais velhas
(CHA-UM; KIRDMANEE, 2008).

Durante o periodo de conservagdo, as plantas devem se manter vidveis e com
capacidade de retomar o crescimento quando posteriormente forem expostas a condi¢des de
crescimento normal. Neste trabalho, os tratamentos com sacarose e sorbitol 50 mM tiveram
maior capacidade de regeneragdo de plantas no ambiente in vitro e ex vitro, atingindo 80% de
sobrevivéncia nas plantas aclimatizadas. Altas concentracdes de sacarose (100 e 150 mM) ndo
favoreceram a regeneragdo das plantas da variedade “White” no ambiente ex vitro.

Nossa pesquisa parece indicar que os carboidratos tiveram efeito nutricional e de
ajustamento osmotico durante a conservacao das duas variedades. No entanto, o efeito dos

tratamentos durante as fases de recrescimento e de aclimatizagdo foi menos evidente.
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5 CONCLUSOES

As concentracdes de 50 mM de sacarose ou de sorbitol, e de 100 mM de sorbitol, para
a variedade “White”, promovem maior sobrevivéncia durante o periodo de conservagao.

A altura da brotacdo e o numero de folhas expandidas aos 360 dias estdo entre as
varidveis que favorecem maior variabilidade entre os tratamentos durante o periodo de
conservagao in vitro da variedade “White”.

Sobrevivéncia de 100%, ao final do periodo de conservagdo in vitro, das plantas de
inhame da variedade “Purpurae” ¢ promovida pela adi¢do de 50 mM de sorbitol ao meio de
cultura.

As variaveis altura da brotag@o aos 270 dias e nimero de gemas aos 360 dias permitem
maior diversidade entre os tratamentos durante o crescimento lento de inhame da variedade
“Purpurae”.

As variaveis bioquimicas que tém maior contribuicdo na variabilidade entre os
tratamentos, para ambas as variedades, sdo agucares soliveis totais e amido.

A utilizagdo de sacarose e sorbitol, na concentragdo de 50 mM, ¢ eficaz na regeneragdo e
aclimatizagdo de plantas de inhame submetidas a 360 dias de crescimento lento.

O manitol ndo ¢ eficaz na manutencao de inhame in vitro.
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APENDICE 1. Resumo da analise de variancia para o namero de folhas expandidas (NFE),
nimero de gemas (NG) e altura da parte aérea (ALT) de plantas de D. alata
var. purpurae cultivadas in vitro, em fungdo da fonte de luz e do meio nutritivo,

Rio Branco, Acre

. Quadrado Médio

Fonte de variacao GL NF NG Alt
Meio 1 0,54 11,38* 12,17*
Luz 2 14,03* 15,21% 3,91%*
Meio x Luz 2 4,41 2,14 0,70
Erro 84 1,89 1,73 0,74
Total 89 - - -
CV (%) - 26,63 27,25 23,49

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 2. Resumo da anélise de varidncia para o teor de pigmentos (clorofila a, b,
carotenoides e clorofila total) de plantas de D. alata var. purpurae cultivadas
in vitro, em funcao da fonte de luz e do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

D Quadrado Médio
Fonte de variagdo  GL Chl a Chl b Car Chl total
Meio 1 0.03™ 0.01™ 0.00™ 0.00™
Luz 2 0,10 0.13% 0,05% 0.45%
Meio x Luz 2 0.06™ 0,08* 0,01 0,24
Erro 24 0.04 0.02 0.00 0.09
Total 29 - - - -
CV (%) . 14.29 18.86 2539 14.18

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 3. Resumo da analise de variancia para o niimero de folhas expandidas (NFE),
numero de gemas (NG) e altura da parte aérea (ALT) de plantas de D. alata
var. white cultivadas in vitro, em fun¢ao da fonte de luz e do meio nutritivo,

Rio Branco, Acre

D uadrado Médio

Fonte de variagao GL NF Q NG Al
Meio 1 6,40™ 4,90™ 5,83*
Luz 2 7,51%* 4,54 0,43"
Meio x Luz 2 2,13™ 1,43 0,50
Erro 84 1,97 1,49 0,68
Total 89 - - -
CV (%) - 29.41 29,11 22,27

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).
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APENDICE 4. Resumo da anélise de varidncia para o teor de pigmentos (clorofila a, b,
carotenoides e clorofila total) de plantas de D. alata var. white cultivadas in
vitro, em funcao da fonte de luz e do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

.. uadrado Médio
Fonte de variagao  GL Chla Ch?b Car Chl total
Meio 1 0.03™ 0.01™ 0.02% 0.07™
Luz 2 1,50% 0.45% 0,017 3.57*
Meio x Luz 2 0,05™ 0,00™ 0,00 0,09
Erro 24 0,09 0.03 0.00 0.19
Total 29 - - - -
CV (%) - 28.43 2731 33.82 2691

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 5. Resumo da analise de variancia para o namero de folhas expandidas (NFE),
nimero de gemas (NG) e altura da parte aérea (ALT) de plantas de D. alata
var. purpurae pré-aclimatizadas, em func¢ao da fonte de luz e do meio nutritivo,

Rio Branco, Acre

. Quadrado Médio

Fonte de variacao GL NF NG Al
Meio 1 0,007 4,27 6,87
Luz 2 1,51 2,87" 16,25*
Meio x Luz 2 0,45" 2,07 4,55
Erro 54 3,18 3,19 2,28
Total 59 - - -
CV (%) - 23,38 40,33 25,98

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 6. Resumo da analise de varidncia para o teor de pigmentos (clorofila a, b, carotenoides e
clorofila total) de plantas de D. alata var. purpurae pré-aclimatizadas, em fungao da
fonte de luz e do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

C . Quadrado Médio
Fonte de variagao  GL Chla Chl b Car Chl total
Meio 1 0.03™ 0.00™ 0.00™ 0.06™
Luz 2 0,017 0,017 0,00™ 0,027
Meio x Luz 2 0,07 0217 0,00™ 0,48
Erro 24 0.03 0,09 0,00 021
Total 29 - - - -
CV (%) - 11,99 39.70 32.73 19,60

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).
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APENDICE 7. Resumo da analise de variancia para a fotossintese liquida (PN), condutancia
estomatica (gs), eficiéncia no uso da agua (EUA), eficiéncia de carboxilagdo
(EC), e pressao parcial de CO» (Ci) de plantas de D. alata var. purpurae pré-
aclimatizadas, em fung¢ao da fonte de luz ¢ do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

Fonte de variacao GL Pu o Quadrado Médio EC i
Meio 1 1,70™ 0,00 0,00 0,24"
Luz 2 3,11%* 0,00 0,00%* 0,55%
Meio x Luz 2 0,67 0,00 0,00 0,12
Erro 12 0,36 0,01 0,00 0,06
Total 17 - - - -
CV (%) - 49,38 20,42 49,00 0,63

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 8. Resumo da analise de variancia para o niimero de folhas expandidas (NFE),
numero de gemas (NG) e altura da parte aérea (ALT) de plantas de D. alata
var. white pré-aclimatizadas, em funcao da fonte de luz e do meio nutritivo,

Rio Branco, Acre

. Quadrado Médio

Fonte de variacao GL NF NG Alt
Meio 1 10,42 7,35% 1,80
Luz 2 14,62* 5,27* 0,08
Meio x Luz 2 2,82" 11,40%* 5,26%*
Erro 54 3,88 1,44 1,21
Total 59 - -
CV (%) - 26,93 33,52 22,57

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 9. Resumo da anélise de varidncia para o teor de pigmentos (clorofila a, b,
carotenoides e clorofila total) de plantas de D. alata var. white pré-
aclimatizadas, em func¢ao da fonte de luz e do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

- uadrado Médio
Fonte de variagio  GL Chla Ch?b Car Chl total
Meio 1 0,13 0,02" 0,00 0,26
Luz 2 0,17 0,29" 0,02" 0,89"
Meio x Luz 2 0,08™ 0,07 0,01m™ 0,29
Erro 24 0,17 0,09 0,01 0,46
Total 29 - - - -
CV (%) - 34,37 52,07 31,96 37,87

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).
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APENDICE 10. Resumo da analise de varidncia para a condutincia estomatica (gs) e pressio
parcial de CO; (Ci) de plantas de D. alata var. white pré-aclimatizadas, em
fungdo da fonte de luz e do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

Fonte de variacao GL Quadrado Médio -
s Ci
Meio 1 0,00 1,26*
Luz 2 0,03* 3,70%*
Meio x Luz 2 0,00 0,22"
Erro 54 0,00 0,19
Total 59 - -
CV (%) - 21,35 1,12

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 11. Resumo da anélise de varidncia para o namero de folhas expandidas (NFE),
nimero de gemas (NG) e altura da parte aérea (ALT) de plantas de D. alata
var. purpurae aclimatizadas, em func¢do da fonte de luz e do meio nutritivo,
Rio Branco, Acre

C . uadrado Médio
Fonte de variagao GL NF Q NG Alt
Meio 1 50,42 38,82™ 58,41
Luz 2 1,07 4,02™ 238,5%*
Meio x Luz 2 22,87 15,52 13,80
Erro 54 14,07 9,45 47,86
Total 59 - - -
CV (%) - 28,60 27,41 38,68

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 12. Resumo da andlise de varidncia para o teor de pigmentos (clorofila a, b,
carotenoides e clorofila total) de plantas de D. alata var. purpurae
aclimatizadas, em func¢ao da fonte de luz e do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

- uadrado Médio
Fonte de variagao - GL Chla Ch?b Car Chl total
Meio 1 1,06* 0,03" 0,02* 1,15%
Luz 2 0,41* 0,04" 0,01* 0,82*
Meio x Luz 2 0,00 0,00 0,00 0,02"
Erro 24 0,08 0,01 0,01 0,15
Total 29 - - - -
CV (%) - 15,58 19,59 12,44 16,15

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).
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APENDICE 13. Resumo da analise de varidncia para a massa fresca da parte aérea (MFPA) e
da raiz (MFR), e massa seca da parte aérea (MSPA) e raiz (MSR) de plantas
de D. alata var. purpurae aclimatizadas, em fung¢do da fonte de luz e do meio

nutritivo, Rio Branco, Acre

Fonte de variacao GL MEPA Ml?ﬁadrado Miilsop A MSR
Meio 1 13,37* 5,92% 0,17* 0,04*
Luz 2 1,75 1,19™ 0,01m 0,00
Meio x Luz 2 1,04" 2,64" 0,01™ 0,02"
Erro 24 1,45 0,90 0,02 0,01
Total 29 - - - -
CV (%) - 23,65 19,59 27,95 35,27

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 14. Resumo da analise de variancia para a fotossintese liquida (PN), conduténcia
estomatica (gs), eficiéncia no uso da agua (EUA), eficiéncia de carboxilacao
(EC), e pressdo parcial de CO2 (Ci) de plantas de D. alata var. purpurae
aclimatizadas, em fun¢do da fonte de luz e do meio nutritivo, Rio Branco,

Acre
Fonte de variacao GL Pu o Quadr%%) AM édio EC i
Meio 1 0,93 0,00 1,41™ 0,00 11,06™
Luz 2 2,93%* 0,00 12,50%* 0,00* 69,11%*
Meio x Luz 2 0,82" 0,00 1,14 0,00 4,73"
Erro 12 0,60 0,00 0,59 0,00 5,88
Total 17 - - - -
CV (%) - 25,85 12,62 22,50 34,15 8,80

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 15. Resumo da anélise de varidncia para o namero de folhas expandidas (NFE),
numero de gemas (NQG) e altura da parte aérea (ALT) de plantas de D. alata
var. white aclimatizadas, em func¢ao da fonte de luz ¢ do meio nutritivo, Rio

Branco, Acre

. Quadrado Médio
Fonte de variacao GL NF NG Alt
Meio 1 19,27 0,27" 5,16™
Luz 2 9,95" 9,60 4,75™
Meio x Luz 2 1,62 1,27 33,88"
Erro 54 8,08 4,49 11,32
Total 59 - - -
CV (%) - 30,56 27,53 30,91

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).
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APENDICE 16. Resumo da anlise de variancia para o teor de pigmentos (clorofila g, b, carotenoides
e clorofila total) de plantas de D. alata var. white aclimatizadas, em fungao da fonte
de luz e do meio nutritivo, Rio Branco, Acre

L uadrado Médio
Fonte de variagao  GL Chla Ch?b Car Chl total
Meio 1 0,26 0,11* 0,00 0,71"
Luz 2 0,38™ 0,02" 0,00 0,32"
Meio x Luz 2 0,07™ 0,03 0,00™ 0,18
Erro 24 0,12 0,01 0,00 0,18
Total 29 - - - -
CV (%) - 18,46 21,20 12,03 18,02

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 17. Resumo da analise de variancia para a massa fresca da parte aérea (MFPA) e
da raiz (MFR), e massa seca da parte aérea (MSPA) e raiz (MSR) de plantas
de D. alata var. white aclimatizadas, em fun¢do da fonte de luz e do meio

nutritivo, Rio Branco, Acre

. uadrado Médio

Fonte de variacao GL MEPA MI?R MSPA MSR
Meio 1 6,64* 1,26™ 0,13* 0,00™
Luz 2 3,78™ 7,10% 0,05™ 0,05
Meio x Luz 2 0,24 0,49" 0,01™ 0,01
Erro 24 1,25 1,50 0,02 0,01
Total 29 - - - -
CV (%) - 37,17 48,40 37,17 60,29

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 18. Resumo da analise de variancia para a fotossintese liquida (PN), condutancia
estomatica (gs), eficiéncia no uso da agua (EUA), eficiéncia de carboxilacao
(EC), e pressao parcial de CO> (Ci) de plantas de D. alata var. white
aclimatizadas, em func¢ao da fonte de luz ¢ do meio nutritivo, Rio Branco,

Acre

Fonte de variagao GL Pu o Quadr%cg) AM ¢dio EC i
Meio 1 0,01™ 0,00™ 0,01™ 0,00" 0,01™
Luz 2 4,43%* 0,00™ 0,11 0,01%* 6,95*
Meio x Luz 2 0,19" 0,00™ 0,00™ 0,00 0,06"
Erro 12 1,12 0,00 0,09 0,00 1,22
Total 17 - - - - -
CV (%) - 16,06 16,76 10,67 18,86 3,96

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).
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APENDICE 19. Resumo da anélise de varidncia para a anatomia foliar de plantas de D. alata
var. purpurae propagadas in vitro em funcdo da fonte de luz, Rio Branco,

Acre
Fonte de GL Quadrado Médio
variacao EEAD EEAB EPP EPL ELF NPP
Meio 1 0,00™ 0,00* 0,00™ 0,00™ 0,01™ 0,16™
Luz 2 0,00%* 0,00%* 0,01* 0,00* 0,06* 42,79%*
Meio x Luz 2 0,00™ 0,00* 0,00™ 0,00 0,00 5,29™
Erro 18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,30
Total 23 - - - - - -
CV (%) - 24,27 14,54 25,44 14,51 15,41 12,47

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 20. Resumo da anélise de variancia para a anatomia foliar de plantas de D. alata
var. white propagadas in vitro em funcao da fonte de luz, Rio Branco, Acre

Fonte de GL Quadrado Médio

variagao EEAD EEAB EPP EPL ELF NPP
Meio 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,16™
Luz 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01m 46,79*
Meio x Luz 2 0,00* 0,00 0,00 0,00 0,03 5,54
Erro 18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 2,25
Total 23 - - - - - -
CV (%) - 16,80 22,68 22,03 13,68 15,20 10,11

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 21. Resumo da anélise de varidncia para a anatomia foliar de plantas de D. alata
var. purpurae aclimatizadas em fung¢do da fonte de luz e do meio nutritivo, Rio
Branco, Acre

Foqte de GL Quadrado Médio

variacao EEAD EEAB EPP EPL ELF NPP
Meio 1 0,00 0,00 0,00™ 0,00™ 0,00™ 20,16*
Luz 2 0,00 0,00 0,00* 0,00™ 0,00™ 6,16™
Meio x Luz 2 0,00 0,00 0,00* 0,00™ 0,00™ 1,16™
Erro 18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,91
Total 23 - - - - - -
CV (%) - 16,35 19,67 10,78 18,57 12,72 10,13

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 22. Resumo da anélise de varidncia para a anatomia foliar de plantas de D. alata

var. white aclimatizadas em func¢ao da fonte de luz e do meio nutritivo, Rio
Branco, Acre

Fonte de GL Quadrado Médio

variagao EEAD EEAB EPP EPL ELF NPP
Meio 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,041
Luz 2 0,00 0,00 0,01%* 0,00%* 0,06* 0,50
Meio x Luz 2 0,00 0,00 0,00* 0,00* 0,02* 7,167
Erro 18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,84
Total 23 - - - - - -
CV (%) - 15,04 21,50 14,70 14,57 8,72 6,52

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).



104

APENDICE 23. Resumo da anélise de varidncia para o niimero de folhas expandidas (NFE),
nimero de gemas (NG) e altura da parte aérea (ALT) de plantas de D. alata
var. white aos 60 dias de recrescimento, Rio Branco, Acre

Fonte de variacao GL Quadrado Médio

NF NG Alt
Tratamento 5 8,46%* 2,24% 4,78*
Erro 30 1,72 1,45 0,65
Total 35 - - -
CV (%) - 39,37 35,03 30,04

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 24. Resumo da analise de variancia para o niimero de folhas expandidas (NFE), nimero
de gemas (NG) e altura da parte aérea (ALT) de plantas de D. alata var. purpurae
aos 60 dias de recrescimento, Rio Branco, Acre

C uadrado Médio
Fonte de variagao GL NF Q NG Alt
Tratamento 4 3,57* 5,38%* 1,66*
Erro 30 0,73 1,46 0,39
Total 34 - - -
CV (%) - 27,25 31,17 28,74

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 25. Resumo da anélise de varidncia para o namero de folhas expandidas (NFE),
numero de folhas senescentes (NFS) e altura da parte aérea (ALT) de plantas
de D. alata var. white aclimatizadas, Rio Branco, Acre

. uadrado Médio
Fonte de variacao GL NF Q NG Al
Tratamento 3 2,0 1,39 11,54
Erro 12 18,50 1,10 5,22
Total 15 - - -
CV (%) - 57,35 31,72 56,00

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).

APENDICE 26. Resumo da anélise de varidncia para o nimero de folhas expandidas (NFE), niimero
de folhas senescentes (NFS) e altura da parte aérea (ALT) de plantas de D. alata
var. purpurae aclimatizadas, Rio Branco, Acre

D Quadrado Médio
Fonte de variagao GL NF NFS Alt
Tratamento 3 3,22m 1,66 208,01*
Erro 12 1,77 0,91 15,43
Total 15 - - -
CV (%) - 21,95 38,30 32,40

Notas: ™ ndo significativo e * significativo (P < 0,05).
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QUADRO 1 - Composigao inorganica e organica do meio WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980) e MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1946), Rio Branco, Acre

Concentragio dos Componentes (mg L)

WPM MS
Macronutrientes
Nitrato de Amonio NH4NO; 400,00 1.650,00
Nitrato de Calcio tetrahidratado 556.00 i
Ca(NO»)2.4H>0 i
Nitrato de Potassio KNOs - 1.900,00
Cloreto de Calcio dihidratado
CaCl2H0 96,00 440,00
Sulfato de Magnésio heptahidradato
MeSO4.7H:0 370,00 370,00
Fosfato de Potassio monobésico
KH,PO, 170,00 170,00
Sulfato de Potassio anidro
K2S04 990,00 ]
Micronutrientes
Acido Bérico H3BOs 6,20 6,20
Sulfato de Manganés monohidratado
MnSO4.H0 22,3 22,3
Sulfato de Zinco heptahidratado
ZnS04.7H»0 8,60 8,60
Iodeto de Potassio KI - 0,83
Molibidato de sédio dihidratado
Na:Mo03.2H,0 0,25 0,25
Sulfato de Cobre pentahidratado
CuS04.5H,0 0,25 0,025
Cloreto de Cobalto hexahidratado i 0.025
CoCl.6H0 ’
FeEDTA
EDTA dissodico dihidratado
Na;EDTA.2H>0 37.30 37.30
Sulfato ferroso hepitahidratado
FeSO4.7H>0 27.80 27.80
Vitaminas e Aminoacidos
Acido nicotinico (B3) 0,50 0,50
Piridoxinina-HCL (B6) 0,50 0,50
Tiaminina. HCI (B1) 1,00 0,10
Glicina 2,00 2,00
Mio-inositol 100,00 100,00




