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Eu vos louvarei de todo o coragdo, Senhor,
Porque ouvistes as minhas palavras.
Na presenga dos Anjos eu vos cantarei.
Ante vosso santo templo prostar-me-ei,
E louvarei o vosso nome,
Pela vossa bondade e fidelidade
Por que acima de todas as coisas,
Exaltastes o vosso nome e a vossa promessa.
Quando vos invoquei, vos me respondestes;
Fizestes crescer a for¢a de minha alma.
Verdadeiramente grande € a gloria do Senhor.
Sim, excelso, ¢ o Senhor, mas olha os pequeninos
Enguanto perscruta os soberbos.
Em meio a adversidade vos me conservais a vida,
Salva-me a vossa mio.
O Senhor completara o que em meu auxilio comegou.
Senhor, eterna ¢ a vossa bondade:
Nao abandoneis a obra de vossas méos.
Sal.137, 1-3, 5b-8
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RESUMO

O yacon (Polymnia sonchifolia) é um arbusto anual cultivado na regiao
andina ¢ seu sistema radicular constitui-se de rizomas, que sio utilizados para
a propagacao vegetativa da espécie, ¢ de tubérculos, que armazenam frutano
do tipo inulina, que ¢ um polimero de frutose. Por essa caracteristica ¢
recomendado a ser consumido por pessoas diabéticas e que fazem regime
alimentar. O extrato aquoso de suas folhas pode reduzir os niveis de glicemia
no sangue (LEMONICA, 1997).

O objetivo do trabalho foi encontrar um meio de cultura especifico para
a formagdo de brotos a partir de calos de folhas de yacon colhidas em
diferentes épocas do ciclo de vida da planta.

O trabalho foi dividido em dois experimentos em relagdo a quantidade
de auxina utilizada para a inducio da calogénese. O primeiro conteve 1,0mg/]
de 2-4-D ¢ o segundo, 1,5mg/l.

No primeiro experimento utilizou-se primérdios foliares colhidos na
epoca inicial de brotagdo, no periodo antecedente a floragdo e inicio da
floragdo. Apos a formagdo de calos que se deu, respectivamente, em 17, 45 e
27 dias, os calos foram repicados para sete meios de cultura diferentes em

relagdo a quantidade de auxina e/ou citocinina, sendo que somente no meio
MS ¢ (com auséncia de fitohorménios) e no meio suplementado com 1,0mg/1
de BAP ¢ que houve indugdo de um broto (explantes colhido no inicio da
brotagdo do yacon). Os brotos que foram isolados dos pré-existentes
permaneceram em meio MS ¢, onde se mostraram vigorosos. As mudas
de yacon aclimatadas desenvolveram-se bem em condi¢des de

campo.
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O experimento II, foi dividido em trés classes, de acordo com o
tamanho e a localidade das folhas no caule. Classe A constituia-se das ultimas
folhas, classe B, as intermedidrias; classe C, folhas subjacentes aos primoérdios
foliares, que constituiram a subclasse D, por serem pequenos, logo colhidos
em diversos caules. As folhas maiores foram repicadas e somente alguns
explantes foram utilizados, obtendo assim, uma amostragem de toda a planta.
Apos a formagao de calos, que se deu apenas na classe C e na subclasse D,
estes foram repicados para meio MS com auséncia de reguladores de
crescimento e meio contendo 0,1mg/l de 2-4-D e 1,0mg/l de BAP sem a
verificacdo da indugdo de brotos.

A recalcitrancia, que € a perda do potencial de regeneragio; condigdes
de luz e de temperatura e acimulo de gas etileno (MANTELL et al., 1994),
podem ser fatores que tenham limitado o cultivo in vitro de yacon, isso
explicaria a dificuldade de se encontrar um meio especifico para a indugdo de

brotos a partir de calos provenientes de folhas de yacon.



1. INTRODUCAQO

1.1 YACON

O yacon (Polymnia sonchifolia Poep & Endl.), pertencente 3 familia
Asteraceae, & cultivado nas regides Andinas, como Equador, Argentina,

Colémbia, Peru, desde 0s tempos mais remotos, pelas antigas civilizagdes Incas

daquela regigo (VIETMEYER, 1989 ¢ ZARDINI, 1991).

E um arbusto anual podendo atingir até 2.5 m de altura. Os caules aéreos
sdo pilosos, cilindricos e de coloragdo esverdeada. As folhas s3o pilosas, opostas
Cruzadas, denteadas, cuja parte superior ¢ triangular e hastiforme. Na base da

parte inferior existem asas laterais. O sistema radicular se constitui de rizomas e




colheita e se €XPpostos ao sol ficam mais doces.

tubéreulos sdo ricos ©m proteinas e sais minerais (Tabela 1) (VIETMEYER,
1989). ISEJIMA (1997) cita alguns efeitos benéficos do frutano a satide:

i anti-cariogénico, Pois a microflora buca] ndo o absorve;
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Tabela 1: Composi¢do geral de tubérculos de yacon, segundo diferentes

analises
Composto Tubérculos frescos (%) | Tubérculos secos (%)
Agua 69 a 83 e
Proteinas 04a22 6a7
Agiicar (do tipo inulina) 20 65
Cobalto = 4a7
Gorduras sl 04al13
Fibras 4a6

__ > valor ndo mencionado
Fonte: VIETMEYER, 1989



controlar os niveis de diabetes e de altas taxas de colesterol no sangue.

Na UNESP de Botucatu ha um Centro de Raizes Tropicais que vem
estudando propriedades farmacologicas do yacon, quanto ao seu efeito
hipoglicemiante. LEMONICA (1997) observou em seu trabalho que o
tratamento com extrato aquoso das folhas da planta reduziu significativamente a
glicemia dos animais diabéticos tratados em relagdo aqueles ndo tratados, cuja

glicemia aumentou gradativamente até o fim do experimento.

1.2. CULTURA DE TECIDOS

A cultura de tecidos ¢ um processo onde pequenos fragmentos de tecido
vegetal vivo, denominados de explantes, sdo isolados de um organismo ¢
cultivados assepticamente por periodos indeterminados em um meio nutritivo
semi-definido ou definido. Os explantes podem ser uma célula, um grupo de
células ou um oérgio e sdo, normalmente, constituidos de células em fases
iniciais de desenvolvimento em um estado definido como "indeterminado".
Essas células indeterminadas possuem alto grau de plasticidade e podem,
também, proliferar-se rapidamente produzindo verdadeiras massas celulares
conhecidas como calos, dependendo das condigdes ambientais que se impde a
elas (MANTELL et al.,1994).

As células vegetais indeterminadas podem exibir totipoténcia, que € a
capacidade de uma célula regenerar, por si so, o fenétipo do organismo
completo e diferenciado, da qual ¢ derivado, pois o nicleo dessas células contém
todas as informagdes genéticas da planta. E nesta totipotencialidade que se
baseia a cultura de tecidos vegetais (MANTELL et al.,1994).

As atividades de cultura de tecidos sdo realizadas em ambiente asséptico,

com temperatura e iluminagdo controladas e o meio de cultura nutritivo
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escolhido. Essas sdo as condigdes minimas aplicadas ao material in vitro, sendo
condigdo limitante, o ambiente asséptico (TORRES ef al,, 1998). Essas
atividades de cultura de tecidos (micropropagagdo in vitro) devem passar por
trés etapas fundamentais: I: selecdo dos explantes, esterilizacdo dos mesmos e
transferéncia para o meio de cultura escolhido; II: proliferagdo dos brotos e III:
transferéncia para o meio ambiente, constituindo-se a fase de aclimatagdo
(MURASHIGE, 1974 apud MANTELL et al., 1994), que pode também ser um
fator limitante para as mudas obtidas in virro.

Os meios de culturas utilizados devem fornecer as substancias essenciais
para o crescimento dos tecidos sendo que os nutrientes mais comuns sd0 os sais
inorganicos, fontes de carbono, algumas vitaminas e os reguladores de
crescimento (fitohorménios). O meio mais usado tem sido de MURASHIGE &
SKOOG (1962), intitulado apenas de MS. Existem varios meios derivados deste
que podem ser aplicados em larga escala para diversas espécies e para objetivos
distintos (LINDSEY, 1991).

Ha varios tipos de culturas, entre elas, a de calos que podem ser derivados
de varios 6rgios da planta tais como raizes, brotos, folhas, endosperma e pélen.
O material mais jovem é o mais adequado, principalmente nesse tipo de cultura,
em relagdo aos maduros, cujas células apresentam baixa totipoténcia. A
concentragao e os tipos de reguladores de crescimento utilizados para obter uma
cultura de calos variam muito de uma espécie para outra, assim como de um
explante para outro (MANTELL et al., 1994). Os principais reguladores de
crescimento utilizados na cultura de calos sio as auxinas e as citocininas. Estes
podem ser usados separadamente ou de forma complementar. De modo geral, as
auxinas induzem a formagio de raizes e as citocininas, induzem a formacéo de
gemas. As auxinas mais utilizadas sdo o 4cido 3-indolacético (AIA), acido
naftalenoacético (ANA) e o 4cido 2-4-diclorofenoxiacético (2-4-D) entre outras.

O 6-benzilamimopurina (BAP) é a citocinina mais usada comercialmente



(TORRES ef al., 1998), por ser mais termoestavel.

O calo é um tecido ndo organizado, formado por células irregularmente
diferenciadas que se multiplicam desordenadamente favorecendo o surgimento
de células mutantes. Isto faz com que a utilizagao deste tipo de cultura seja de
grande importdncia para que s¢ obtenha individuos com caracteristicas
diferentes ou apuradas em relagdo a planta mie, aumentando assim, a varia¢ao
genética da espécie em larga escala. Segundo TORRES et al. (1998), esta
caracteristica permite a aplicagdo da cultura de tecidos em programas de
melhoramento de plantas.

A variagdo somaclonal possibilita um aumento na variabilidade genética
(D'AMATO, 1978 apud TORRES et al., 1998) por ser a somatoria de mutagdes
cromossOomicas ¢ génicas incorporadas nas plantas regeneradas de outra da
mesma espécie. Essa variagdo sera avaliada em condigdes de campo, uma vez
que o importante ¢ a obten¢do de novas cultivares do que s6 o aumento na

variabilidade genética propriamente dita (TORRES et al., 1998).
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2. OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo buscar um meio de cultura especifico
para a formagdo de brotos a partir de calos provenientes de folhas de yacon

(Polymnia sonchifolia) colhidas em épocas diferentes do ciclo de vida da planta.



3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais, do Departamento de Genética ¢ Bioquimica, da Universidade Federal

de Uberlandia de agosto de 1998 a novembro de 1999.

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

Utilizou-se primoérdios foliares de clones de yacon, cujas mudas sdo
descendentes de material trazido da cidade de Cuzco, Peru, em 1994. Estas

foram plantadas e mantidas na Area Experimental do Campus Umuarama da

Universidade Federal de Uberlandia.

3.2. ASSEPSIA

A desinfestagdo usada nas folhas foi 10 minutos em alcool 50% e 15
minutos em solugdo de hipoclorito de sédio 50% (com concentragdo comercial
de 2,5 a 3%), contendo 3 gotas de Tween. Estas concentragdes foram mantidas

constantes para todos os experimentos assim como 0 pH, que foi ajustado para



* 6,0 antes da autoclavagem.

Apds o processo de desinfestagdo, os primoérdios foliares foram lavados
por trés vezes em dgua destilada e autoclavada dentro da Camara de Fluxo
Laminar Horizontal.

Todos os materiais como placas de Petri, papéis de filtro, bisturis, pingas e
inclusive os meios de culturas, foram previamente autoclavados a 121°C por 15
minutos. Durante o plantio pingas e bisturis foram constantemente flambados

para garantir as condigdes assépticas que sdo necessarias para cultivo in vitro.

3.3. MEIO DE CULTURA

O meio de cultura basico utilizado foi 0 MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962) (Tabela 2) acrescido ou ndo de auxina e/ou citocinina (Tabela 3).

O trabalho foi dividido em dois experimentos, devido a variagio na
quantidade inicial de auxina utilizada para a indugdo de calos. O primeiro
conteve 1,0 mg/l de 2-4-D, e o segundo experimento 1,5 mg/1.

As culturas permaneceram em cdmara escura até que se verificasse a
formagdo de calos, quando entio foram repicados para diferentes meios de
cultura (Tabela 4) e transferidos para a cAmara de crescimento sob intensidade

de luz a 3.000lux, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25° C variando entre
22e28°C..
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Tabela 2: Solugdes estoque do meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)

utilizados no cultivo in vitro de yacon

Solucao Compostos Concentracao Volume da Concentracio
estoque Solucio estoque solucio final (mg/1)
(mg/l) estoque
adicionada ao
meio (mg/l)
A NH4NOs 82500 20 1.650,00
B KNO; 95000 20 1.900,00
C H;BO; 1240 5 6,2
KH,PO, 34000 170,0
KI 166 0,83
Na;Mo004.2H,0 50 0,25
CoCl,. 6H,O 5 0,025
D CaCl,. 2H,O 17600 25 440,0
E MgSQOs4. 7H,0 74000 5 370,0
MnSO4. H;O 3378,2 16,891
ZnSO4. TH,O 1720 8,60
CuSO4. 5H,0 5 0,025
F Na,EDTA. 2H,0 7450 5 37,25
FeSO,. 7TH,0 5570 27,85
Hexitol Mio-inositol 2,0 50 100,00
Tiamina HCI 10 0,1
Vitaminas | Piridoxina 10 10 0,5
Acido nicotinico 50 0,5
Aminoacido | Glicina 80 25 2,0
Acucar Sacarose (3%) -—- -— 30.000,00
Agar 7.000,00

pH=L 6,0
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Tabela 3: Concentragcdes dos hormonios nos diferentes meios de cultura

utilizados no cultivo in vitro de yacon

Concentracio de hormonios

Tipos de meios Auxina Citocinina

2-4-D (mg/l) BAP (mg/l)
M, 1,0 o
M; s 15
M; -~ i
M, e 1,0
M;s - 0,5
Mg s 0.8
M, 0,05 1,0
M;s 1,3 =
My 0,1 1,0

- auséncia
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Tabela 4: Seqiiéncia dos meios utilizados no estabelecimento de explantes de

yacon

Meio inicial
Experimento | paraindugiio | 1*Repicagem |2*Repicagem | 3*Repicagem | 4*Repicagem

de calogénese
M, M, M; M, M;
M, M, M; M5
Ml M4 M5
Ml M6 M7 M7
M, M7 M;
Mg My

I1 e e —

Mg M; - = i

:auséncia
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3.4. EXPERIMENTOS

3.4.1 Experimento I:

Os explantes foram coletados da planta mde nos meses de agosto e
novembro de 1998 e fevereiro de 1999, meses correspondentes, ao inicio da
brotagdo, época antecedente a floragdo e periodo inicial da mesma,
respectivamente, cujos tamanhos foram, em média, de 1,7cm, 1,6cm e 1,6cm.

O meio de cultura inicial foi o MS enriquecido com 1,0mgl/l de 2-4-D,
correspondendo o M;. Apds a formagao dos calos estes foram estabelecidos em
diversos meios (tabela 4).

Os brotos que se formaram foram destacados da planta ¢ estabelecidos em
meio MS (meio com auséncia de reguladores de crescimento) (Figura 1).
Posteriormente foram transferidos para vasos contendo 2 porgdes de areia para 1
de terra autoclavados (Figura 2). Estes permaneceram em pratos contendo agua
e foram cobertos com pelicula de PVC para reter a umidade (Figura 3). Esta
pelicula fo1 perfurada sete dias apds, a fim de que, a planta se adaptasse com a
temperatura (aclimatagdo). Quando as mudas atingiram 5-7cm foram
transplantadas para a Casa de Vegetagao do Campus Umuarama (Figura 4) onde
também eram mantidas umidas. Com aproximadamente 11cm as mudas foram

plantadas definitivamente na Area Experimental do Campus Umuarama (Figura

5).
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FIGURA 1- Brotos de yacon em meio MS com auséncia

de hormonios
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FIGURA 2- Vaso com muda de yacon
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FIGURA 3- Vasos contendo mudas de yacon
coberto com pelicula de PVC
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FIGURA 4- Mudas de yacon em fase de aclimatagfio na Casa

de Vegetagio
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FIGURA 5- Mudas de yacon plantadas

na Area Experimental do

Campus Umuarama
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3.4.2 Experimento II:

Os explantes foram retirados da planta mée no fim da floragdo do yacon,
ou seja, maio de 1999. Utilizou-se folhas do mesmo caule, mas de quatro
tamanhos e locais diferentes. Isso fez com que o experimento fosse dividido em
trés classes distintas, sendo que a Classe A constituia-se das duas ultimas folhas
do caule; Classe B, as intermediérias; Classe C as subjacentes aos primérdios
foliares que, por serem pequenos, foi necessério utilizar primordios pertencentes
a outros caules formando assim, a Subclasse D.

O meio de cultura inicial foi 0 MS suplementado com 1,5mg/1 de 2-4-D,
ou seja, 0 Mg.

As folhas por serem grandes, foram repicadas a fim de se reduzir os
explantes a aproximadamente lcm®. Para o plantio, selecionou-se alguns
fragmentos das bordas laterais, do apice, da parte central e da base foliar, assim
como da parte mediana das folhas de forma a se obter uma amostragem de todas
as partes da planta. Somente os explantes selecionados foram desinfestados.

As folhas da Classe A tinham, em média, 22,4cm; as da Classe B, 17 ,9cm;
as da Classe C, 10cm e as da Subclasse D 1,8cm de comprimento.

Apos a formagdo de calos estes foram repicados para os meios M,

(0,1mg/1 de 2-4 D mais 1,0mg/l de BAP) e M; (meio com auséncia completa de

fitohorménios).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQO

4.1 Experimento I:

A contaminagdo verificada nos explantes colhidos no inicio da brotagao
do yacon foi, aproximadamente, 1,5%, um indice muito baixo Nos explantes das
¢pocas de pré-floragdo e de floragdo foi superior a 40% (tabela 05). Segundo
GRATTAPLAGLIA & MACHADO, 1990 apud MAZZONETTO (1999) a
condigdo fitossanitaria da planta doadora dos explantes determina a facilidade da
desinfestagdo dos mesmos. A contaminago verificada nos explantes colhidos no
inicio da brotagio foi menor devido a pouca idade da fonte dos explantes, tendo
assim, pouco tempo de €Xposi¢do a agdo de patdgenos. Aqueles explantes
retirados da planta matriz com um estagio de desenvolvimento mais avangado
(fase adulta - periodo de reprodugdo) apresentaram um indice elevado de
contaminagdo, pois quanto mais velhas sio as plantas doadoras maior o tempo
em que ficaram expostas a intempéries e a insetos que provocam ferimentos
permitindo assim, a entrada de microorganismos de natureza endogena e que
nao sdo expostos aos produtos desinfestantes.

Ap6s 24 horas do plantio, os explantes escureceram-se totalmente,

tornando-se pretos (Figura 6), possivelmente devido a forte assepsia empregada,
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Tabela 5: Indice de contaminagdo verificada em explantes colhidos em épocas

diferentes do ciclo de vida de yacon

Epoca de colheita dos explantes

Contaminagio (%)

Inicio da brotagido

315

>

Pré-floragdo e floragédo

Superior a 40

21



22

oW
G S
B
Smn
2.8 2
T < 9
g @
o
KR
o
B
=
P a0k
2
e g 8
3893
O
i 8 e W
fl TS
82 R <
H O &
V)
Q
=)
64

S 08ttt sCoon s o 0



23

pois uma desinfestagdo com alcool a 50% ¢ muito forte para tecidos vegetais
jovens. Verificou-se em um ensaio (explantes colhidos no inicio da floragdo)
que 0 meio também escureceu-se, oxidando cerca de 45% dos explantes. Estes
podem ter sido mal lavados em agua autoclavada o que poderia favorecer a
permanéncia de alcool e/ou hipoclorito de sodio na superficie dos mesmos.
Esses residuos da desinfestagdo provavelmente contribuiram com a liberagio de
niveis elevados de produtos fenolicos que estariam oxidando o meio e este por
sua vez, os explantes. E essa oxidagao pode ter retardado o inicio da calogénese
se comparado com o tempo em que ela se deu em explantes colhidos no inicio

da floragdo (tabela 6).

Os resultados dos diferentes meios de cultura utilizados encontram-se na
tabela 7.

O meio de cultura inicial suplementado com 1,0mg/l de 2-4-D induziu a
calogénese em 17 dias em primoérdios foliares colhido no inicio da brotagdo do
yacon (Figura 6), enquanto que nas épocas de pré-floragdo e de floragdo a
calogénese se deu em 45 e 27 dias, respectivamente. Isto indica que as diferentes
épocas do ciclo de vida do yacon, sdo fatores que interferem no inicio da

calogénese, quando a concentragdo de auxina se mantém constante (tabela 06).

MANTELL ef al. (1994) relata que tanto a estagio do ano quanto a fase de
crescimento da planta matriz podem ser criticos na determinag¢do do
comportamento de explante na cultura.

O meio de cultura M, que continha 1,5mg/l de BAP, induziu o
crescimento dos calos a acima de 60% do seu tamanho original (Figura7), mas
nao ao aparecimento de brotos, indicando que esta concentragio de citocinina
ndo ¢ ideal para o cultivo de yacon, pois niveis elevados desse hormonio pode
inibir o crescimento dos calos € pode também induzir o seu desenvolvimento
(PEREIRA, comunicagdo pessoal).

No meio M; (sem reguladores de crescimento), os calos se desenvolveram
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Tabela 6: Diferentes respostas de explantes colhidos em épocas distintas, mas

com mesma concentragdo de hormoénio para indugdo de calos

Epoca de colheita dos

Inicio da calogénese

Concentracio de 2-4-D

explantes (dias) usada para a indugio
de calos
Inicio da brotagao 17 1,0mg/1
Pré-floragdo 45 1,0mg/1
Floragdo 27 1,0mg/1
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FIGURA 7-

Calo formado em meio contendo
1,5mg/l de BAP
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de 15 a 25% a mais do seu tamanho original, mas houve o aparecimento de um
unico broto provavelmente pela auséncia completa de reguladores de
crescimento. Este resultado nio foi relevante, mas isolou-se varios brotos do
pré-existente (Figura 1), ¢ mantidos neste mesmo meio onde cresceram sem
maiores problemas.

O crescimento dos calos no meio que conteve 1,0mg/l de BAP (M,) foi de
30 a 55% do tamanho original mostrando que esta concentragdo também nio é
ideal, ja que houve a inducio de calos apesar da obtengéio de um broto, cujo calo
havia sido retirado do M;, onde havia auséncia completa de reguladores de
crescimento.

O meio M;s que foi suplementado com 0,5mg/l de BAP nio foi ideal para
o crescimento de calos. Houve 100% de oxidagdo. Nos meios Mg (com 0,8mg/1
de BAP) e M; (1,0mg/l de BAP e 0,05mg/1 de 2-4D) o indice de contaminagio
foi de 57,6% e ndo mais que 10%, respectivamente. A oxidagdo nos calos de
yacon pode estar relacionada muito mais com a manipula¢do do material do que
com o meio de cultura. Exemplo disso, é o contato do material vegetal com o
instrumental aquecido e a desidratagdo do mesmo [GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1990 apud MAZZONETTO (1999)].

Os calos repicados para o meio Mg cresceram de 15 a 25% € no meio M,
acima de 60% indicando que a combinagdo desse reguladores é ideal para a
calogénese, mas nio para a indugdo de brotos adventicios.

Foram isolados 26 brotos dos pre-existentes, dos quais, apenas 13 foram
plantados em campo e destes 8 sobreviveram. Esta perda de brotos pode estar
relacionada com a clara distingéo morfologica que se pode fazer de individuos
mutantes. Eles possuiam aparéncia vitrificada e rugosa. Isto pode ter sido
resultado da variagdio somaclonal que provavelmente também estaria
selecionando as mudas negativamente as condigdes de luz, umidade,
temperatura entre outros como ma formagdo de raizes e deficiéncia nos vasos

condutores assim como no processo de fotossintese.
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Tabela 7: Indice de calogénese, oxidagdo e formagdo de brotos adventicios no

cultivo de yacon com a utilizagdo de diferentes meios de cultura

Tipos
. | Fomagio
Experimento meios Calogénese* Oxidagio** brotos
2-4-D | BAP adventicios***
(mg/l) | (mg/l)
M; 1,0 i Significativa Insignificativa L
M, e 1, 5 | Muito significativa o e
M; s Pouco significativa R Insignificativa
| M, I 110 Significativa - Insignificativa
M; cSEL Insignificativa | Muito significativa o
Mg ____ | 0,8 |Pouco significativa Significativa Gonyl
M; |0,05| 1,0 |Muito significativa Insignificativa o
Mg 1,5 | | Muito significativa o e
1 My |0,10| 1,0 |Muito significativa Significativa =

*: Insignificativa: 0 a 10% do tamanho original

Pouco significativa: 15 a 25% do tamanho original
Significativa: 30 a 55% do tamanho original

Muito significativa: acima de 60% do tamanho original

**: Insignificativa: 10 a 20 %
Significativa: 40 a 60%
Muito significativa: 100%

*¥%: Insignificativa: 1 broto

: auséncia



28

4.2 Experimento II-

A desinfestagdo dos explantes neste experimento foi mais eficiente
(apenas 20% dos explantes se contaminaram) em comparagdo com os explantes
do primeiro colhidos na ¢época de floragdo (superior a 40%). Esse resultado pode
ter sido devido as escovagdes da superficie foliar antes da desinfestagao.
Provavelmente a escova retirou eSporos e/ou outros patégenos que ndo seriam
eliminados apenas com as solugdes utilizadas para a desinfestagio.

Observou-se calogénese somente nos explantes da Classe C e da
Subclasse D (folhas subjacentes ao primordios foliares e primordios foliares,
respectivamente) sendo nesta em maior quantidade. Nas demais classes (tecido
mais velho) ndo houve aparecimento de calos, por que "raramente se obtém
culturas bem sucedidas, a partir de tecidos senis devido a sua pouca habilidade
de totipoténcia" (MANTELL et al., 1994).

Em Mg a concentragio de auxina utilizada (1,5mg/1) para a indugdo de
calogénese foi muito eficiente para os explantes colhidos no fim da floragdo em
comparagdo com a dose inicial do mesmo horménio usado em M, (tabela 07).

Talvez o aumento desta concentragao € que tenha favorecido a indugdo de
grandes calos.

O calos estabelecidos no meio My enriquecido com 0,Img/l de 2-4-D e
1,0mg/1 de BAP cresceram mais de 60% do seu tamanho original, possivelmente
pela combinagdo desses reguladores. A oxidagdo foi em torno de 47 4%.

O M; mostrou-se favoravel para o crescimento dos calos, mas nio houve
surgimento de brotos como ocorreu no primeiro experimento. A recalcitrancia
(perda do potencial de regeneragdo das células cultivadas), pode ter sido um
fator limitante no cultivo in vitro de yacon (MANTELL et al., 1994). Isso
poderia ser uma das explicagdes para a dificuldade de se encontrar um meio

especifico para a indugdo da parte aérea em calos de folhas da espécie em
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questao.

Outros fatores como as condigdes de luz e de temperatura; a composigdo
dos meios de cultura utilizados podem ter sido fatores que interferiram no
surgimento de brotos de yacon a partir de calos. O acumulo de g4s como o

etileno também pode limitar o desenvolvimento de brotos e promover a
calogénese (MANTELL et al., 1994).
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3. CONCLUSAO

*A desinfestagao usada, 10 minutos em alcool a 50% e 15 minutos em
solugao de hipoclorito de sédio a 50% contendo trés gotas de Tween, foi
eficiente mantendo os indices de contaminagdo em uma taxa controlada, embora
com 0 uso de uma escova em agua corrente na superficie foliar antes da
desinfestagéo, tenha diminuido os indices de contaminagéo.

*Os explantes provenientes de primérdios foliares colhidos no inicio da
brotagdo apresentaram menor taxa de contaminagio do que os de fases mais
adiantadas no ciclo de vida do yacon.

*A dose ideal de 2-4 D para a inducdo de calos em primérdios foliares de
yacon no inicio da brotagdo foi de 1,0mg/l. Para fases mais adiantadas de
desenvolvimento foi de 1,5mg/1, embora novos experimentos sejam necessarios
para a confirmagio destes resultados.

*Houve uma resposta diferenciada para a calogénese em relagdo a idade
da planta-mde, quando a concentragdo de auxina se manteve constante.
Explantes provenientes da epoca da brotagdo desenvolveram calos num tempo
menor que os demais explantes colhidos em periodos mais adiantados do ciclo
de vida da planta.

*Ndo se obteve um meio de cultura especifico, cua concentragio de
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citocinina fosse ideal para o aparecimento de brotos adventicios, em grande
escala. Entretanto o meio de cultura MS ¢ (com auséncia de fitohorménios)
mostrou-se bom para o desenvolvimento dos brotos.

*Brotos de yacon possuem uma resisténcia 3 aclimatagio, e em condigdes

de campo as mudas mostraram-se vigorosas.
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