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Apresentacao

A batata (Solanum tuberosum) é a hortalica mais importante do Brasil

e um dos alimentos mais consumidos no mundo. O agronegdcio desta
cultura envolve o cultivo de 130 mil hectares por ano em oito estados
brasileiros, com producao anual de 3,4 milhdes de toneladas.

A batata é propagada vegetativamente via tubérculos-semente, o que
facilita a transmissao de doencas causadas por viroses, as quais levam
a degenerescéncia e causam reducao de até 90% na produtividade da
cultura.

Uma forma de se obter material propagativo de batata isento de

viroses é o cultivo in vitro de meristemas, técnica que faz parte do
processo de micropropagacao desta espécie e que hoje é rotineiramente
utilizada visando a producao de material propagativo com alta qualidade
fitossanitaria.

No entanto, embora o processo seja conhecido e amplamente utilizado,
ha dificuldade em se dispor de literatura que descreva minuciosamente
as etapas que o compoem. Neste sentido, a Embrapa Clima Temperado
oferece o presente documento, descrevendo com detalhes todo

o processo de producao de mudas de batata com alta qualidade
fitossanitaria.

Waldyr Stumpf Junior
Chefe Geral
Embrapa Clima Temperado
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Introducao

A batata é propagada vegetativamente via batata-semente, o que
facilita a transmissao de doencas causadas por viroses. Embora este
tipo de infeccao normalmente nao leve as plantas a morte, provoca
degenerescéncia e causa reducao de até 90% na produtividade da
batata. De acordo com Daniels e Schons (2003), os danos causados
pelas viroses em batata sao de dificil determinacao, dependendo da
cultivar, do virus ou da estirpe, das condicoes ambientais de cultivo, da
época e da incidéncia da infeccao.

Como nao existem métodos de cura para as viroses da batata, a
sanidade somente pode ser obtida com medidas preventivas. Neste
sentido, a implantacao de sistemas eficientes de producao de batata-
semente isentos de patégenos é fundamental (DANIELS; SCHONS,
2003).

Uma forma de se obter material propagativo isento de viroses é o
cultivo de sementes verdadeiras ou botanicas, visto que a maioria
das viroses nao é transmitida pelas sementes (FORTES; PEREIRA,
2003). Outra forma é o cultivo de apices caulinares (meristemas) sob
condicoes in vitro (MARANI; PISI, 1977; RESENDE; PAIVA, 1985;
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BONIN, 1988).

A cultura de meristemas, técnica utilizada para a obtencao ou a
recuperacao de plantas livres de virus, baseia-se no fato de que as
particulas virais nao estao distribuidas uniformemente na planta
infectada e que a concentracao destas decresce da base para o apice
da planta. Além disso, de acordo com Kartha (1986), acrescenta-se
a indiferenciacao e alta atividade metabdlica dos meristemas, o que
dificulta sua infeccao.

De acordo com Bajaj e Sopory (1988), os trabalhos com cultura de
tecidos em batata foram iniciados no inicio da década de 1950. A partir
dai inUmeras pesquisas comecaram a ser realizadas (CHAPMAN, 1955;
MOREL; MARTIN, 1955; KASSANIS, 1957; MELLOR; STACE-SMITH,
1969, 1977). Atualmente a micropropagacao de batata é amplamente
e rotineiramente utilizada visando a producao de material propagativo
com alta qualidade fitossanitaria.

O processo atual de micropropagacao de batata empregado em
maior escala utiliza o meio de cultura com consisténcia semissélida
(CALIGARI; POWEL, 1989; AVILA et al., 1994; ANDRADE, 1998;
FRANCA, 2000), proporcionada pela adicao do agar.

Ha possibilidade do emprego de outras técnicas, como o uso de meio
de cultura liquido ou técnicas sofisticadas como os biorreatores. Estas,
embora proporcionem maior eficiéncia do que meios de consisténcia
semissoélida sao empregadas em menor escala na micropropagacao da
batata. Pereira (2002) constatou que, na micropropagacao de batata,
a utilizacao de meios de cultura de consisténcia liquida sob agitacao
proporcionou maior taxa de multiplicacao em relacao ao meio de
consisténcia semissolida. Além disso, promoveu diminuicao no tempo
de crescimento e desenvolvimento dos meristemas. O autor ainda
atribuiu como vantagens deste sistema a praticidade, por ser mais facil
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de ser preparado e tornar mais simples a manipulacao dos explantes, e
a necessidade de menor quantidade de meio de cultura para um mesmo
numero de explantes, quando comparado ao meio de consisténcia
semissolida.

O laboratério de cultura de tecidos da Embrapa Clima Temperado tem
utilizado o meio de cultura com consisténcia semissélida, obtendo taxas
satisfatorias de multiplicacao de clones selecionados. O protocolo a
seguir descrevera a micropropagacao neste meio de cultura.

Protocolo

- Origem do material vegetal:

Para producao de mudas de batata isentas de viroses as fontes de
explantes podem ser plantas em casa de vegetacao ou ja mantidas in
vitro.

- Plantas em casa de vegetacao:

Para obter brotacoes novas como fonte de explantes, é realizado o
plantio de batata-semente em vasos contendo substrato e mantidos

em casa de vegetacao (Figura 1A). O tempo médio compreendido entre
o plantio e o desenvolvimento das brotacdes para coleta de explantes

é de aproximadamente 45 dias para batata-semente sem prévio
armazenamento em camara fria, e para as que foram conservadas sob
baixas temperaturas, o tempo médio de desenvolvimento das brotacoes
é de 30 dias (Figura 1B). A irrigacao nas plantas matrizes é reduzida ou
suspensa de um a dois dias antes da coleta dos explantes.

11



12

Protocolos de Micropropagacao de Plantas. |-Batata

Fotos: Paulo Luiz Lanzetta Aguiar e Kerlley Cristina de Assis Mayer.

Figura 1. Batata-semente para plantio em casa de vegetacao (A); Planta de batata em

casa de vegetacao para coleta de explantes (B).

As porcdes terminais de brotacdes sao coletadas com 5 cm a 10

cm de comprimento (Figura 2A); sao retiradas as folhas (Figura

2B), acondicionadas em recipiente com agua destilada devidamente
identificado (Figura 2C); posteriormente, sao levadas ao laboratério
onde passam pelo processo de assepsia. Inicialmente permanecem
imersas em recipiente contendo alcool 70% por dez segundos (Figura
2D), posteriormente dez minutos em solucao de hipoclorito de

sodio 1% adicionando-se trés gotas de detergente comercial (Figura
2E),sendo que nas duas solucdes os explantes devem estar em
constante agitacao. Finalmente, os explantes sao lavados em cédmara
de fluxo laminar, por trés vezes em agua destilada e autoclavada
(Figura 2F).
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Fotos:Fotos: Kerlley Cristina de Assis Mayer.

Figura 2. Coleta dos explantes e assepsia. Brotacdes com folhas (A); Brotacdes sem
folhas (B); Explantes em agua destilada (C); Explantes em alcool 70% (D); Explantes em

hipoclorito de sédio 1% (E); Triplice lavagem em camara de fluxo laminar (F).

O explante utilizado na micropropagacao de batata visando a
recuperacao de plantas livres de virus é constituido pelo dpice caulinar
(meristema), o qual é inoculado em meio de cultura, composto

pelos sais e vitaminas do meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
suplementado com 1 mg L' de BAP (6-Benzilaminopurina), 0,01 mg L
de ANA (Acido Naftaleno Acético), 0,1 mg L' GA, (Acido Giberélico),
0,8 g L' de carvao ativado, 30 g L' de sacarose e 7,5 g L' de agar,

o pH do meio de cultura é ajustado em 5,9 antes da autoclavagem. A
composicao do meio MS é descrita na Tabela 1.
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Tabela 1. Composicdo do meio de cultura MS.

< CONCENTRACAO
NOME COMPOSTO FORMULA FINAL (q/L)
Nitrato de amonio NH,NO, 1,65
Nitrato de potéassio KNO, 1,90
Sulfato de magnésio MgSO,.7H,0 0,37
Sulfato de manganés MnSO,.H,0O 0,0169
Sulfato de zinco ZnS0,.7H,0 0,0086
Sulfato de cobre CuSO0,.5H,0 0,00025
Cloreto de calcio CaCl,.2H,0 0,441
Acido bérico H,BO, 0,0062
Fosfato de potassio KH,PO, 0,17
lodeto de potassio Kl 0,00083
Molibdato de sdédio Na,MoO,.2H,0 0,025
Cloreto de cobalto CoCl,.6H,0 0,000025
Sédio EDTA Na,.EDTA 0,03725
Sulfato de ferro FeSO,.7H,0 0,02785
Cloridrato de tiamina C,,H,;CILN,OS 0,0005
(;Ioridrato de piridoxina CgH,,NO,HCI 0,0005
Acido nicotinico C,H,NO, 0,0005
Glicina C,H,O,N 0,002
Mio-inositol C,Hgz(OH), 0,1
Sacarose C,,H,,0,, 30
Agar 7,5

Fonte: Murashige e Skoog (1962).

O éapice caulinar é extraido com 0,2 mm a 0,3 mm, com auxilio

de pinca e bisturi, utilizando-se lupa estereoscoépica (Figura 3). As
condicoes adequadas de incubacao envolvem intensidade luminosa
45-55 ymol m2s', temperatura (25 +3 °C) e fotoperiodo (16 horas). O
desenvolvimento dos apices caulinares até a primeira multiplicacao é de
aproximadamente 50 a 60 dias.
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Fotos: Natéalia Dias Gomes da Silva.

Figura 3. Isolamento do apice caulinar (meristema).

- Plantas estabelecidas in vitro:

Para verificar a sanidade das plantas in vitro antes da fase de
multiplicacao, uma amostra é retirada do laboratério e cultivada em
casa de vegetacao; destas sao coletadas algumas folhas para utilizacao
no teste de indexacao.

O processo de indexacao utilizado rotineiramente na Embrapa Clima
Temperado é o teste sorolégico DAS-ELISA (double antibory sandwish
- enzyme-linked immunosorbent assay) para deteccao de cinco virus:
PVY, PVS, PVX, PLRV e PVP. Nas amostras, em alguns casos, sao
identificados os cinco virus, alguns em maior ou em menor frequéncia
(Figura 4). Nao é tolerada a presenca de virus nas amostras testadas,
eliminando-se todos os clones que estiverem infectados.
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Foto: Arione da Silva Pereira.

Figura 4. Placa utilizada no teste de indexacao.

Apéds passar pelo processo de indexacao, e constatando-se auséncia
de infeccao por virus, os clones que estao in vitro sao multiplicados em
meio MS suplementado com 30 g L' de sacarose 7,5 g L' de &gar,

e com pH ajustado em 5,9 antes da autoclavagem. A multiplicacao

é realizada até a obtencao da quantidade de plantas desejada e o
tempo médio entre as repicagens de gemas apicais e axilares é de
aproximadamente 15 dias (Figura b). Para cada planta cultivada in
vitro a taxa de multiplicacao normalmente obtida é de trés a quatro em
média por subcultivo.



Protocolos de Micropropagacao de Plantas. |-Batata 17

[

Fotos: Kerlley Cristina de Assis Mayer.

Figura 5. Fase de multiplicacao. Repicagem de plantas (A); 15 dias apds a repicagem (B).

O meio de cultura para enraizamento é o mesmo utilizado nas
multiplicacoes e o tempo médio para que esta fase inicie é de quatro a
seis dias ap6s a multiplicacao, nao havendo a necessidade de adicao de
fitorreguladores para enraizamento.

No desenvolvimento in vitro de batata é importante ressaltar que os
acessos genéticos tém, normalmente, comportamento similar em todas
as fases do processo de micropropagacao.

Concluida a fase in vitro, as plantas podem ter duas finalidades:
conservacao in vitro ou sistema hidropénico.

Conservacao in vitro

Ha quinze anos, o laboratério de cultura de tecidos da Embrapa Clima
Temperado tem realizado a conservacao in vitro de acessos genéticos
de batata, hoje com aproximadamente 320, armazenados em BOD com
temperatura de 4 °C a 6 °C, em tubos de ensaio contendo duas plantas
com aproximadamente 3 cm de comprimento inicial. O meio utilizado
para conservacao € o mesmo da fase de multiplicacao e as repicagens
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destes materiais sao realizadas em intervalos de 8 a 12 meses.

L

Foto: Kerlley Cristina de Assis Mayer.
Figura 6. Armazenamento de acessos de batata em BOD.

Sistema hidropénico:

As plantas produzidas in vitro podem também ser encaminhadas

para sistema hidrop6nico em casa de vegetacao visando a producao
de minitubérculos. Apds serem retiradas dos frascos, as mudas sao
lavadas e acondicionadas em esponja fendlica para melhor adaptacao
das plantas antes de serem levadas para o sistema hidropénico (Figura
7A).

As batatas-semente obtidas neste sistema (Figura 7B) sao armazenadas
em condicoes de ambiente durante 10 a 14 dias para suberificar a
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casca. Apo6s este periodo, sao armazenadas por seis a oito meses, em
temperatura de 3 °C a 4 °C (Figura 7C), com objetivo de superacao de
dorméncia e brotacao do maior niumero de gemas.

Fotos: Arione da Silva Pereira.
Figura 7. Producao de batata-semente. Plantas produzidas in vitro e acondicionadas em

esponja fendlica (A); Sistema hidropdnico (B); Producao de batata-semente (C).

Posteriormente ao armazenamento em baixas temperaturas, os
tubérculos estao aptos para producao de batata-semente a campo, em
locais isolados com menor incidéncia de vetores e obedecendo aos
requisitos exigidos pelos 6rgaos certificadores do processo.
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