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Acido ascorbico e polivinilpirrolidona no cultivo in vitro de Dioscorea spp.
Ascorbic acid and polyvinylpyrrolidone in the in vitro cultivation of Dioscorea spp.
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Resumo

A oxidacao afeta o crescimento in vitro, em fun¢do da liberacdo de compostos fendlicos, resultando no escurecimento
dos tecidos e, por consequéncia, na morte de explantes e de plantas. Diante disso, este trabalho teve como objetivo
estudar o efeito do acido ascérbico e do polivinilpirrolidona (PVP) no cultivo in vitro do inhame, visando a redugdo ou
eliminagdo da oxidac&o dos explantes e a otimizagdo do crescimento dos genétipos D. alata var. purpurea (Roxb.) A.
Pouchet e D. rotundata Poir. Nesse experimento, segmentos nodais de aproximadamente 1 cm de tamanho, extraidos
de plantas previamente cultivados in vitro, foram introduzidas em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura
2GGC, acrescido de 30 g L de sacarose, solidificado com 2,2 g L de Phytagel® e pH ajustado a 5,8 antes da
autoclavagem. Ao meio basico foram acrescidos dois antioxidantes, compondo dois experimentos distintos. No primeiro
experimento, foi utilizado o 4cido ascérbico nas concentragdes de 0 mg L; 25 mg L; 50 mg L 75 mg L e 100 mg
L; e no segundo o PVP, nas doses de 0 mg L; 50 mg L; 100 mg L™%; 150 mg L e 200 mg L™*. Cada experimento foi
instalado em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x 2 (concentragcdes de antioxidante x
gen6tipos), contendo 12 repeticBes por tratamento. Apds 90 dias de manutencdo em sala de crescimento, procedeu-se a
avaliacdo do desenvolvimento das plantas e observou-se que os antioxidantes acido ascérbico e polivinilpirrolidona ndo
promoveram melhorias nas varidveis de crescimento.

Palavras-chave: Compostos fenolicos; Micropropagagao; Cultivo in vitro; Oxidagao.

Abstract

Oxidation affects in vitro growth, due to the release of phenolic compounds, resulting in tissue darkening and,
consequently, in the death of explants and plants. Therefore, this work aimed to study the effect of ascorbic acid and
polyvinylpyrrolidone (PVP) in the in vitro cultivation of yam, aiming at reducing or eliminating the oxidation of
explants and optimizing the growth of genotypes D. alata var. purpurea (Roxb.) A. Pouchet and D. rotundata Poir. In
this experiment, nodal segments of approximately 1 cm in size, extracted from plants previously cultivated in vitro,
were introduced into test tubes containing 10 mL of 2GGC culture medium, added with 30 g L* of sucrose, solidified
with 2.2 g L? of Phytagel® and pH adjusted to 5.8 before autoclaving. Two antioxidants were added to the basic
medium, making up two distinct experiments. In the first experiment, ascorbic acid was used at concentrations of 0 mg
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L%; 256mg L; 50 mg Lt; 75 mg L™ and 100 mg L™%; and in the second, PVP, at doses of 0 mg L%; 50 mg L"*; 100 mg
L% 150 mg L™ and 200 mg L. Each experiment was installed in a completely randomized design, in a 5 x 2 factorial
scheme (antioxidant concentrations x genotypes), containing 12 replicates per treatment. After 90 days of maintenance
in the growth room, plant development was evaluated and it was observed that the antioxidants ascorbic acid and
polyvinylpyrrolidone did not improve the growth variables.

Keywords: Phenolic compounds; Micropropagation; In vitro cultivation; Oxidation.

Resumen

La oxidacién afecta el crecimiento in vitro, debido a la liberacién de compuestos fendlicos, lo que resulta en el
oscurecimiento de los tejidos y, en consecuencia, en la muerte de explantes y plantas. Por tanto, este trabajo tuvo como
objetivo estudiar el efecto del &cido ascorbico y polivinilpirrolidona (PVP) en el cultivo in vitro de fiame, con el objetivo
de reducir o eliminar la oxidacion de explantes y optimizar el crecimiento de D. alata var. purpurea (Roxb.) A. Pouchet
y D. rotundata Poir. En este experimento se introdujeron segmentos nodales de aproximadamente 1 cm de tamafio,
extraidos de plantas previamente cultivadas in vitro, en tubos de ensayo que contenian 10 mL de medio de cultivo
2GGC, adicionados con 30 g L de sacarosa, solidificado con 2.2 g L™ de Phytagel® y el pH se ajust6 a 5,8 antes de
esterilizar en autoclave. Se agregaron dos antioxidantes al medio basico, formando dos experimentos distintos. En el
primer experimento, se utilizé 4cido ascorbico en concentraciones de 0 mg L; 25 mg L*; 50 mg L*; 75 mg L1y 100
mg L%; y en el segundo, PVP, a dosis de 0 mg L*; 50 mg L%; 100 mg Lt; 150 mg L y 200 mg L*. Cada experimento
se instal6 en un disefio completamente al azar, en un esquema factorial 5 x 2 (concentraciones de antioxidantes x
genotipos), conteniendo 12 réplicas por tratamiento. Luego de 90 dias de mantenimiento en la sala de crecimiento, se
evalud el desarrollo de la planta y se observé que los antioxidantes &cido ascérbico y polivinilpirrolidona no mejoraron
las variables de crecimiento.

Palabras clave: Compuestos fendlicos; Micropropagacién; Cultivo in vitro; Oxidacion.

1. Introducéo

O inhame ocupa o quarto lugar em importancia global entre as plantas produtoras de raizes e tubérculos (Garcia et al.,
2011). Trata-se de uma cultura muito importante para as populagdes de paises tropicais, como aqueles localizados no Oeste da
Africa, principalmente a Nigéria e a Costa do Marfim (Bémer et al., 2019), sendo a principal fonte de seguranca alimentar ao
concentrar 95% do total que é produzido no mundo (Brito et al., 2011). O Brasil é o segundo maior produtor de inhame da
América Latina (Da Silva Simdes et al., 2016), com destaque para as regides Nordeste e Sudeste, servindo como fonte alimenticia
e de renda aos pequenos e médios agricultores.

Contudo, como o inhame é propagado de forma vegetativa por meio de tlberas-semente, suas plantas ficam submetidas
a infecgdes virais e patologicas que afetam consideravelmente a sua producdo, além de causarem danos a conservacdo dos
tubérculos e gerarem erosdo genética das variedades e espécies (Aighewi et al., 2015; Sedami et al., 2017). Segundo Das et al.
(2013), 0o método convencional de reprodugdo do inhame € demorado, ndo sendo adequado para ser utilizado em um sistema de
multiplicacdo rapida.

Uma das alternativas para solucionar esses problemas é a propagacao in vitro, que pode ajudar a superar as restri¢des
relacionadas a disponibilidade de material de plantio de alta qualidade fitossanitaria, mediante o controle de patologias (Vaillant
et al., 2005), possibilitando, assim, fornecer ao mercado tubérculos suficientes para uma producédo sustentavel e um rendimento
adequado ao consumo humano (Taha & Abdelaziz, 2017).

Nesse sentido, alguns trabalhos vém sendo desenvolvidos em Dioscorea, como o de da Silva Simdes et al. (2014), onde
foram avaliadas diferentes concentragdes de sais e vitaminas do meio de cultura, e o de Cabrera et al. (2020), visando estabelecer
meios de cultura para a conservacdo in vitro de germoplasma. Contudo, ainda € necessario a otimizacdo de protocolos de
propagacdo in vitro para atender as crescentes demandas por materiais de plantio de qualidade para D. rotundata, como cita
Uchendu et al. (2016).

No estabelecimento e multiplicacdo do inhame in vitro, os explantes quando seccionados liberam substancias que
ocasionam o escurecimento dos tecidos e do meio de cultura, além de posterior necrose ou morte do explante, em fungdo da

liberagdo de compostos fenolicos (Melo et al., 1998; Azofeifa-Delgado, 2009). Diante disso, a adi¢do de antioxidantes ao meio
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de cultura pode atuar na prevencdo da oxidacao e polimerizagdo dessas substancias, além de absorver os produtos da oxidagao
fendlica (Goulart et al., 2010), permitindo dessa forma um melhor desenvolvimento da planta in vitro.

Entre os antioxidantes que podem ser adicionados ao meio de cultura tem-se o PVP e o &cido ascorbico. O PVP é
considerado um composto adsorvente (Goulart et al., 2010), polimérico, de alta massa molar, com baixa granulometria, e que
possui a habilidade de remover compostos fenélicos de solucbes devido a sua baixa solubilidade (Fatibello-Filho & Vieira,
2002). Por sua vez, o acido ascorbico é capaz de eliminar radicais de oxigénio que sdo produzidos quando o tecido é seccionado,
evitando que as células oxidem, sendo apto para inibir ou prevenir o processo de oxidagao (Ndakidemi et al., 2014).

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo estudar o efeito da adi¢do do acido ascérbico e do PVP na redugdo da

oxidacéo e na otimizagdo do crescimento in vitro das plantas dos genétipos D. alata var. purpurea e D. rotundata.

2. Metodologia

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz
das Almas, Bahia, sendo uma pesquisa quantitativa (Pereira et al., 2018). Segmentos nodais de aproximadamente 1 cm de
tamanho foram extraidos de plantas de D. rotundata e D. alata var. purpurea, previamente cultivadas in vitro, e introduzidos em
tubos de ensaio contendo 10 mL do meio 2GGC (Doukoure et al., 2000), acrescido de 30 g L™ de sacarose, solidificado com 2,2
g L de Phytagel® e pH ajustado a 5,8 antes da autoclavagem.

No meio basico 2GGC, foram acrescidos os dois antioxidantes, compondo dois experimentos distintos. Para o primeiro
experimento, foi utilizado o 4cido ascdrbico nas concentragdes de 0 mg L ;25 mg L™?; 50 mg L; 75mg Lt e 100 mg L™?; e no
segundo o PVP nas doses de 0 mg L; 50 mg L%; 100 mg L%; 150 mg L e 200 mg L.

Desse modo, cada experimento foi instalado em um delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x 2
(concentracOes de antioxidante x genétipos), contendo 12 repeti¢Ges por tratamento. Cada parcela experimental foi constituida
por um tubo de ensaio contendo um segmento nodal.

Apos a introducdo no meio de cultura, os explantes foram mantidos em sala de crescimento, com condi¢Ges de temperatura
de 27 £ 1 °C, densidade de fluxo de fétons de 30 pmol m? s** e fotoperiodo de 16 horas.

Ap6s 90 dias de cultivo in vitro, foram avaliadas as seguintes varidveis: porcentagem de explantes responsivos, altura de
parte aérea (APA; em cm), nimero de folhas verdes (NFV), nimero de folhas senescentes (NFS), nimero de brotos (NB),
namero de segmentos nodais (NSN), nimero de raizes (NR), massa da matéria fresca da parte &rea (MFPA), massa da matéria
fresca de raizes (MFR), massa da matéria seca da parte aérea (MSPA), massa da matéria seca de raizes (MSR), em mg, e
comprimento da maior raiz (CR; em cm). Para a determinacdo da massa seca, 0 material vegetal foi colocado em estufa de
circulagdo de ar forcado a temperatura de 60° C, até atingir peso constante.

Também foi avaliado o grau de oxidacdo, de forma subjetiva, utilizando uma escala de classificacdo, onde: 0= sem
oxidagdo; 1= baixa oxidagdo; 2= oxidacao intermedidria; 3= alta oxidacdo (Utino et al., 2001).

Para calcular a porcentagem de explantes responsivos, foi considerado o nimero de segmentos nodais regenerados em
cada tratamento, e com o percentual de cada tratamento foi obtida a média geral do experimento. J& para o grau de oxidagdo foi
calculada a média para cada gendtipo, nas diferentes concentra¢es dos antioxidantes acido ascérbico e PVP, e depois obtida a
média de ambos 0s geno6tipos e para cada dose estudada (média geral).

Os demais dados obtidos foram submetidos ao teste F da analise de variancia, com o auxilio do programa estatistico R,
versao 3.4 (R Core Team, 2016), utilizando o pacote ExpDes.pt (Ferreira et al., 2018). Para as médias das concentragdes dos
antioxidantes foram ajustadas modelos de regressao polinomial e as médias dos gen6tipos comparadas pelo teste de F a 5% de

probabilidade. Para as varidveis que ndo atenderam as pressuposi¢es da andlise de variancia foi utilizado a transformagdo

Vvx 4+ 0,5.
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3. Resultados e Discussao
Efeito do acido ascorbico no controle da oxidacdo e no crescimento in vitro de plantas de inhame

Os segmentos nodais do genotipo D. alata var. purpurea apresentaram 100% de regeneragdo na auséncia e em todas as
doses do acido ascorbico, enquanto o D. rotundata apresentou 75% de regeneragdo na concentragéo de 75 mg L e 100% nas
demais doses. De maneira geral, os explantes apresentaram 97,5% de regeneracgdo nas condi¢Bes experimentais em que foram
submetidos, taxa superior as obtidas por Behera et al. (2009), em D. oppositifolia L., que oscilaram entre 20% e 90% de explantes
responsivos cultivados em meio MS sélido suplementado com vérias concentracdes de cinetina, BAP, ANA e 100 mg L de
acido ascdrbico.

Na Tabela 1, o teste F da analise de variancia demonstrou que para ndmero de folhas verdes (NFV) houve efeito
significativo para os fatores isolados. Para altura de parte aérea (APA), nimero de brotos (NB), nimero de segmentos nodais
(NSN), massa da matéria fresca de parte aérea (MFPA), massa da matéria seca de parte aérea (MSPA), massa da matéria fresca
de raizes (MFR), massa da matéria seca de raizes (MSR) e comprimento da maior raiz (CR) houve efeito significativo para o
fator genétipo. Para a interagdo dos fatores houve efeito significativo para o nimero de folhas senescentes. Apenas para nimero

raizes (NR) ndo houve nenhum efeito significativo.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia das varidveis de crescimento dos genétipos D. alata var. purpurea e D. rotundata,

submetidos a diferentes doses de acido ascérbico no meio de cultura 2GGC.

FV GL APA  NFV NFS NB NSN NR MFPA  MSPA  MFR MSR CR
AA 4 0,29™ 139" 045" 0,05 05" 037" 5850™ 466" 839" 0,60 0,56™
GNT 1 1,40™ 3,13 154™ 046" 3,90™ 0,004™ 332,44 10,24* 218,057 7,98 79,21"
AA* GNT 4 0,27 057" 059 0,02 051" 047" 52,28 364" 966" 061" 0,85™
Erro 107 0,20 0,40 0,16 0,03 0,28 0,27 30,43 2,17 5,26 0,37 1,09
Meédia 5,37 7,40 0,36 1,40 3,33 2,19 24811 2157 2543 301 10,17
CV (%) 18,27 23,14 49,38 128 28,16 33,83 37,7 33,16 53,62 34,81 3517

FV= fator de variagdo; GL= grau de liberdade; AA= &cido ascorbico; GNT = gen6tipo; APA = altura de parte aérea (cm); NFV = niimero de
folhas verdes; NB = nimero de brotos; NSN = ndmero de segmentos nodais; NR = nimero de raizes; MFPA = massa da matéria fresca de
parte aérea (mg); MSPA= massa da matéria seca de parte aérea (mg); MFR = massa da materia fresca de raizes (mg); MSR = massa da matéria

*k, *

seca de raizes (mg); CR = comprimento da maior raiz (cm). ™; “significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente; ™ ndo
significativo a 5% de probabilidade. Fonte: Autores.

Com relagdo ao coeficiente de variagdo, o menor valor encontrado foi de 12,8%, para o nimero de brotos (NB), e 0
maior, 53,62%, para a massa da matéria fresca de raizes (MFR) (Tabela 1).

A partir do valor estimado obtido através da equacéo de regressdo, a dose étima para o nimero de folhas verdes € de
49 mg L"* de 4cido ascorbico, com uma altura maxima estimada de 8,64 cm (Figura 1). Pode-se observar que ha um aumento no
namero de folhas verdes até essa concentracdo de &cido ascorbico, seguido de um decréscimo progressivo nas demais doses
(Figura 1). Para a equagdo, o coeficiente de determinacéo (R?) obtido para esta variavel foi de 63,52%. Haja vista a presenca de
uma gema na base de cada folha, o nimero de folhas € importante porque determina o potencial de propagacéo da planta. J& para

o numero de folhas senescentes ndo foi possivel ajuste de equacdo polinomial com alto valor de R
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Figura 1. Namero de folhas verdes dos gendtipos D. alata var. purpurea e D. rotundata, submetidos a diferentes doses de acido
ascorbico no meio de cultura 2GGC, por 90 dias.

y¥*=6,0016 + 0,1078x - 0,001 1x*
12,0 R*=0.6352

T 10,0 *

Nimeto de folhas verdes
o ®
©
2

0 25 50 75 100

Acido ascorbico (mg L1)

Fonte: Autores.

Em todas as doses do acido ascorbico houve algum grau de oxidacdo nos explantes, contudo isso ndo afetou a
regeneracédo, conforme as Figuras 2 e 3. Em acordo com este estudo, Borges et al. (1999), estudando diferentes antioxidantes em
D. alata L., com a dose de 100 mg L de 4cido ascorbico e a presenca de PVP, ndo obtiveram resultados significativos em
nenhuma das varidveis. Como se pode observar, as concentra¢des utilizadas de acido ascorbico ndo foram capazes de eliminar a
oxidacdo in vitro dos explantes, o que, entretanto, ndo resultou em baixas porcentagens de explantes responsivos. Contudo, a
ndo significancia do nimero de raizes entre os tratamentos (Tabela 1), que pode ser uma consequéncia da fenolizacdo, indica

uma limitacdo para um bom enraizamento das plantas (Concepcion et al., 2005).

Figura 2. Médias do grau de oxidacao dos explantes nos genétipos D. alata var. purpurea e D. rotundata, submetidos a diferentes

doses de &cido ascérbico em meio de cultura 2GGC por 90 dias.

Fonte: Autores.
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Figura 3. Plantas dos gendtipos D. alata var. purpurea (a) e D. rotundata (b) aos 90 dias de cultivo, em meio 2GGC,
suplementado com doses de acido ascérbico de 0 mg L*; 25 mg L™%; 50 mg L*; 75 mg L e 100 mg L, respectivamente da
esquerda para a direita.

Fonte: Autores.

Em bananeira ‘Prata’ (Musa AAB), mesmo com a redu¢@o de sais no meio de cultura e empregando a dose de 25 mg L~
1 de 4cido ascorbico, nédo foi possivel eliminar a oxidagéo dos explantes. Apesar disso, a adi¢do do acido ascérbico mostrou-se
fundamental para a reducgdo da oxidacdo e a permanéncia do explante em meio de cultura por mais tempo (Utino et al., 2001).
J&4 Melo et al. (1998), estudando diferentes antioxidantes em D. cayenensis, obtiveram melhor controle da oxidagdo com a
utilizacdo de 150 mg L de acido ascorbico, entretanto houve um menor nimero de brotagdes quando comparado aos
antioxidantes PVP e cisteina.

Pode-se observar, na Tabela 2, que para todas as varidveis, exceto para 0 numero de brotos, o genétipo D. alata var.
purpurea apresentou médias superiores ao gendtipo D. rotundata. Estudando D. rotundata e D. alata, Adeniyi et al. (2008)
observaram que seus resultados de indugdo e regeneragdo via meristema foram dependentes das espécies, como também foi
verificado nas varidveis avaliadas neste trabalho.

Tabela 2. Médias das variaveis de desenvolvimento para os gendtipos D. alata var. purpurea e D. rotundata, submetidos a
diferentes doses de acido ascorbico em meio de cultura 2GGC apds 90 dias.

Gendtipo
Variaveis D. alata var. purpurea D. rotundata
Altura de parte area (cm) 594 a 4,76 b
Namero de folhas verdes 8,48 a 6,26 b
Namero de brotos 1,23 b 1,58 a
NUmero de segmentos nodais 4,18 a 2,44 b
Massa fresca de parte aérea (mg) 313,40 a 179,38 b
Massa seca de parte aérea (mg) 25,25a 17,70 b
Massa fresca de raizes (mg) 40,04 a 8,28 b
Massa seca de raizes (mg) 4,14 a 1,69b
Comprimento da maior raiz (cm) 15,55 a 3,88hb

Meédias seguidas de letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste F (P<0,05). Fonte: Autores.

O numero de folhas senescentes teve uma média geral de 0,36, ndo havendo ocorréncia na dose de 100 mg L™ de acido

ascorbico. O gendtipo D. alata var. purpurea ndo apresentou senescéncia foliar na auséncia e nas doses estudadas de acido
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ascorbico (Tabela 3). Ja para o D. rotundata, os valores obtidos foram baixos, com médias de 0,17, 0,50, 0,17 folhas senescentes
na auséncia e nas doses de 25, mg L1, 50 mg L, entretanto houve diferengas estatisticas (Tabela 3) na concentracdo de 75 mg
L de 4cido ascorbico com a média de 3,55 folhas senescentes, esse baixo niimero de folhas senescentes ocorreu provavelmente
devido a baixa concentracdo de etileno nos tubos de ensaio, haja vista que, entre outros processos, ele representa o sinal primario

que provoca a abscisao foliar (Kerbauy, 2004).

Tabela 3. Média da varidvel nimero de folhas senescentes dos gendtipos D. alata var. purpurea e D. rotundata submetidos a

diferentes concentracdes de acido ascdrbico em meio de cultura 2GGC, apés 90 dias.

Gendétipo Acido ascorbico (mg L7
0,0 25,0 50,0 75,0 100,0
NUmero de folhas senescentes
D. alata var. purpurea 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
D. rotundata 0,17 a 0,50 a 0,17 a 3,56 b 0,00a

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste F (P<0,05). Fonte: Autores.

Efeito do polivinilpirrolidona (PVP) no controle da oxidagdo e no crescimento in vitro de plantas de inhame

Nas condicBes experimentais estudadas empregando o PVP, os segmentos nodais apresentaram uma média de 97,5%
de regeneracdo. O gendtipo D. alata var. purpurea mostrou 100% de regeneracao na auséncia e na adi¢do das doses de PVP. Ja
o D. rotundata apresentou média de 95%, sendo que houve 75% de regeneragdo na concentracdo de 50 mg L de PVP, enquanto
nas demais doses e na auséncia do PVP ocorreu 100% de regeneracdo. Como observado, o genétipo utilizado interfere na resposta
in vitro dos explantes, a exemplo do que acontece com outros fatores, como o estadio de maturagdo e o nivel de regeneracao do
explante, o meio de cultura, a adicdo de reguladores de crescimento e as condi¢des de cultivo.

Conforme a anélise de variancia dos dados (Tabela 4), para 0 nimero de brotos (NB) e o nimero de raizes (NR) houve
efeito significativo para o fator PVP. As varidveis nimero de folhas verdes (NFV), nimero de segmentos nodais (NSN), massa
da matéria fresca de parte &rea (MFPA), massa da matéria seca de parte aérea (MSPA), massa da matéria fresca de raizes (MFR),
massa da matéria seca de raizes (MSR) e comprimento da maior raiz (CR) apresentaram efeito altamente significativo para o
fator gendtipo. Houve efeito significativo na interagdo (PVP X genétipo) para altura de parte area (APA), nimero de folhas

senescentes (NFS), nimero de raizes (NR) e massa da matéria fresca de raizes (MFR).

Tabela 4. Resumo da analise de variancia das varidveis de crescimento dos genétipos D. alata var. purpurea e D. rotundata,

submetidos a diferentes doses de polivinilpirrolidona (PVP) em meio de cultura 2GGC.

FV GL APA NFV NFS NB NSN NR MFPA MSPA MFR MPSR CR
PVP 4 0,37 0,042 0,00 0,11 0,10 0,57 22,38™ 1,86"™ 22,28 0,25 0,53"™
GNT 1 268" 7,10™ 0,01 0,03 13,47 0,40"™ 496,68 25,38™ 227,83™ 7,22" 84,20™
PVP*GNT 4 032" 0,06™ 0,01™ 0,01™ 0,12 0,81 40,78™ 2,43 13,40° 0,32™ 0,70™
Erro 107 0,09 023 0,00 0,04 0,2 0,18 19,00 1,23 4,92 0,26 0,70
Média 5,06 68 001 151 335 218 22106 19,39 2823 2,78 1081
CV (%) 12,48 18,25 586 1355 2351 27,04 3081 2586 48,76 27,56 26,63

FV=fator de variagdo; GL= graus de liberdade; PVP = polivinilpirrolidona; GNT = genétipo; APA = altura de parte aérea (cm); NFV =nlmero
de folhas verdes; NB = nimero de brotos; NSN = nimero de segmentos nodais; NR = nimero de raizes; MFPA = massa da matéria fresca de
parte aérea (mg); MSPA= massa da matéria seca de parte aérea; MFR = massa da matéria fresca de raizes (mg); MSR = massa da matéria seca

de raizes; CR = comprimento da maior raiz (cm). ™; “significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente; " néo significativo
a 5% de probabilidade. Fonte: Autores.
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O menor coeficiente de variacdo dos dados foi obtido para variavel altura de parte aérea (APA), com 12,48%, e 0 maior
na massa da matéria fresca de raizes (MFR), com 48,76% (Tabela 4). Para Werner et al. (2012), em cultura de tecidos, o
coeficiente de variagdo elevado é influenciado em funcéo de diversos fatores, como a variabilidade genética do material, a
variacdo somaclonal, a qualidade fisioldgica do explante, o genétipo, o tipo do explante, as caracteristicas do meio de cultura, o
tempo e a temperatura de cultivo, e a intensidade luminosa.

Os modelos de equacbes polinomiais ajustados apresentaram coeficiente de determinacdo (R?) de 57,95%, para o
ntmero de brotos, e 92,96%, para a massa da matéria fresca de raizes (Tabela 5). Para altura de parte aérea e nimero de raizes

ndo foi possivel o ajuste de equagdo com sentido bioldgico.

Tabela 5. Equages de regresséo, coeficientes de determinagéo (R?), doses 6timas (DO) de polivinilpirrolidona (mg L) e valores

estimados (VE) de variaveis de desenvolvimento dos geno6tipos D. alata var. purpurea e D. rotundata, ap6s 90 dias de cultivo

in vitro.
Fatores Genotipo Equacéo Rz (%) DO VE
Massa da matéria fresca de raizes (mg)
PVP D. alata var. n
» 9= 45,245 - 0,6956x + 0,0045%? 92,96 200,00 89,19
(Gendtipo) purpurea
NUmero de folhas senescentes
PVP -
. D. rotundata §7=0,1107 - 0,0019x + 7E-06x*> 85,71 135,71 -0,02
(Genbtipo)
Namero de brotos
PVP 9" =1,53970 - 0,0043x + 0,00003x? 57,95 200,00 1,83t

" *significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente pelo teste F da ANAVA. ™ nao significativo a 5% de probabilidade.
lvalor baseado na média dos valores observados. Fonte: Autores.

Para o nimero de folhas senescentes a menor média (-0,02) foi obtida na dose dtima de 135,71 mg L™ de PVP, conforme
a tabela 5.

O ntimero de brotos apresentou a maior média (1,83) na dose 6tima de 200 mg L de PVP (Tabela 4). Estudando a
utilizacdo do PVP, em comparagdo com outros antioxidantes, Melo et al. (1998) obtiveram o maior ndmero de brotacdes (3,30)
em D. caynensis com a concentragdo de 100 mg L* desse antioxidante, que, entretanto, ndo foi capaz de reduzir a oxidagéo, que
ocorreu de forma intensa ou intermedidria nas doses estudadas (50 mg L™, 100 mg L' e 150 mg L1). Jaem D. hispida, dentre
diferentes doses de antioxidantes, como o &cido citrico, a caseina hidrolisada, o sulfato de adenina e o carvéo ativado, o PVP, na
concentragdo de 1.000 mg L%, proporcionou 0 maximo de brotagdes, além de eliminar completamente a lixiviagdo de compostos
fendlicos no meio e controlar seu escurecimento (Shukla & Shukla, 2014).

Para a massa da matéria fresca de raizes, a maior média (89,19 mg) também foi alcancada na dose de 200 mg L de
polivinilpirrolidona (Tabela 5).

Na auséncia e na concentragdo de 50 mg L* de PVP houve registro de oxidacdo dos explantes tanto em D. alata var.
purpurea como em D. rotundata, nesse caso em um grau bem mais baixo, o que ndo foi observado nas concentracfes mais

elevadas do antioxidante. Porém, apesar disso, ndo houve interferéncia na regeneragdo dos explantes (Figuras 4 e 5).
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Figura 4. Médias do grau de oxidacéo do genétipo D. alata var. purpurea e D. rotundata, submetido a diferentes doses de
polivinilpirrolidona em meio de cultura 2GGC, por 90 dias.
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Fonte: Autores.

Figura5. Plantas dos gendtipos D. alata var. purpurea (a) e D. rotundata (b) aos 90 dias de cultivo no meio 2GGC, suplementado
com as doses de polivinilpirrolidona (PVP) de 0 mg L%; 50 mg L*; 100 mg L%; 150 mg L™ e 200 mg L.
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Fonte: Autores.

A baixa oxidacdo dos explantes de D. alata var. purpurea e a total auséncia em D. rotundata pode estar relacionada ao
genotipo (Azofeifa-Delgado, 2009) e ao grau de maturagdo dos explantes (Concepcidn et al., 2005), pois o dano oxidativo
geralmente é mais severo durante o0s estagios iniciais de cultivo (Azofeifa-Delgado, 2009), ocorrendo uma redugdo com as
frequéncias de subcultivos. Além disso, o meio de cultura 2GGC pode ter influenciado nessa baixa oxidacéo, ja que em sua
composicédo possui 100 mg L de acido ascérbico, que é caracterizado como uma substancia antioxidante.

Em outras espécies do mesmo género, a utilizacdo do carvdo ativado foi mais eficiente que o PVP no controle da
oxidagdo, como citam Poornima & Ravishankar (2007) em D. oppositifolia (Linn) e D. pentaphylla (Linn).

Em relacdo aos dois gendtipos estudados, para todas as varidveis, D. alata var. purpurea apresentou médias estatisticas
superiores (Tabela 6). Visando otimizar a concentracdo de PVP nesse gendtipo, Shah & Lele (2012) concluiram que ele foi o

aditivo mais eficaz na redugdo da exsudacgdo fendlica dos segmentos nodais de D. alata var. purpurea.
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Tabela 6. Médias das variaveis de desenvolvimento para os genétipos D. alata var. purpurea e D. rotundata, submetidos a

diferentes doses de polivinilpirrolidona em meio de cultura 2GGC, apés 90 dias.

Variaveis Gendtipos
D. alata var. purpurea D. rotundata
NUmero de folhas verdes 8,18 a 5,34b
Namero de segmentos nodais 4,70 a 1,93b
Massa fresca de parte aérea (mg) 286,89 a 151,75 b
Massa seca de parte aérea (mg) 23,22 a 15,36 b
Massa seca de raizes (mg) 3,59 a 1,68b
Comprimento da maior raiz (cm) 15,62 a 4,36 b

Médias seguidas por letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste F (P<0,05). Fonte: Autores.

De acordo com as varidveis de crescimento indicadas na Tabela 7, pode-se observar que o gendtipo D. alata var.
purpurea apresentou, de modo geral, as maiores médias em relacéo as doses de PVP estudadas. Como ressaltam da Silva Simdes
et al. (2016), é possivel que diferentes géneros e espécies possuam exigéncias hormonais distintas para uma regeneracao 6tima.
Como observado neste trabalho, a espécie D. alata var. purpurea pode possuir caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas que

resultam em maiores médias para as variaveis estudadas.

Tabela 7. Média das variaveis altura de parte aérea (cm), nimero de raizes e massa fresca de raizes (mg) dos genétipos D. alata

var. purpurea e D. rotundata submetidos a diferentes concentra¢fes de polivinilpirrolidona em meio de cultura 2GGC, ap6s 90

dias.
- Polivinilpirrolidona (mg L)
Gendtipos
0 50 100 150 200
Altura de parte aérea (cm)
D. alata var. purpurea 580a 5,87 a 6,05a 555a 5,35a
D. rotundata 4,85a 3,30b 4,76 b 552 a 3,13 b
Numero de folhas senescentes
D. alata var. purpurea 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
D. rotundata 0,12b 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
NUmero de raizes
D. alata var. purpurea 2,54 a 1,75a 2,33 a 1,83 a 2,75a
D. rotundata 3,00 a 1,78 a 2,17 a 2,75a 0,75b
Massa da matéria fresca de raizes (mg)
D. alata var. purpurea 43,20 a 23,33 a 27,52 a 30,09a 89,19a
D. rotundata 14,98 b 6,12 a 6,63 b 8,48 Db 2,66 b

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste F (P<0,05). Fonte: Autores.

Para a altura de parte aérea, estatisticamente nas doses de 50 mg L%, 100 mg L e 200 mg L™ de PVP, o gendtipo D.
alata var. purpurea difere de D. rotundata, apresentando as maiores médias (Tabela 7).

N&o houve folhas senescentes para o genétipo D. alata var. purpurea na auséncia e nas doses de PVP, enquanto para
D. rotundata a maior média do nimero de folhas senescentes (0,12) ocorreu na auséncia do PVP, diferindo estatisticamente das
demais concentragdes (Tabela 7). Nas demais doses ndo houve registro de folhas senescentes, indicando que ndo houve acimulo

de etileno nos tubos de ensaio. A auséncia de folhas senescentes é um fator importante, pois reflete em maior vigor e crescimento
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das plantas.

No entanto, na variavel nimero de raizes, apenas na dose de 200 mg L a espécie D. alata var. purpurea difere
estatisticamente, com maior média. Ja para a massa da matéria fresca de raizes, na auséncia e nas doses de 100 mg L%, 150 mg
L e 200 mg L*, D. alata var. purpurea apresenta médias superiores as produzidas pelo D. rotundata (Tabela 7).

4. Concluséo

As concentracdes estudadas dos antioxidantes acido ascorbico e polivinilpirrolidona ndo promoveram melhor
desenvolvimento das variaveis de crescimento, mas, mesmo havendo registro de oxidacdo, houve regeneracdo dos explantes.
Dessa forma, para o uso desses produtos, deve-se conduzir novos estudos com concentracfes mais elevadas desses antioxidantes
alcangando 1.000 mg L™, visando verificar se 0 aumento das concentracdes pode interferir no crescimento e na total eliminacédo
da oxidacdo das plantas de inhame.
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