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1. INTRODUGAO

A batata Solanum tuberosum L. é origindria da América do

Sul, sendo hoje cultivada em quase todas as regides do mundo. Esta
espécie olericola de alta importancia econdomica e social, ocupa
atualmente o 42 lugar em tonelagem absoluta inferior apenas ao do

trigo, arroz e milho.

No Brasil a batata também situa-se entre as principais
culturas, sendo importante como fonte de subsisténcia das popula-

¢oes, proporcionando, além da fécula, um bom teor de proteina.

A qualidade da batata semente utilizada para plantio é um
fator que incide fundamentalmente no rendimento da cultura, pois
trata-se de uma espécie cuja multiplicagdo vegetativa facilita a
perpetuacdo de moléstias fungicas, bacterianas e principalmente vi

roticas que causam enormes perdas de produgao (6, 29, 41).

Segundo MIZUBUTI et alii (30) as viroses siao o grande pro-
blema da bataticultura nacional, devido a dificuldade de se obter
no pails estoques sadios de batata semente, o que torna necessario

a importagao, fator que eleva em mais de 50% o custo de producao

da batata no Brasil.



De acordo com MELLOR & STACE-SMITH (28) na obtencdo de tu
bérculos sadios de batata, trés métodos tém sido empregados isola-
damente ou em combinagoes; termoterapia, quimioterapia e - cultura
de meristema. A termoterapia e a quimioterapia tém mostrado nao se
rem efetivas na eliminagdao de todos os principais virus que infec
tam a batata, enquanto que a cultura de meristema tem demonstrado
ser um método eficiente, entretanto, a utilizacdo deste processo
no Brasil é ainda bastante limitada. Diante desta limitagdo, o pre

sente trabalho tem como objetivos:

a) testar as operagdes envolvidas na técnica de cultivo

in vitro de meristema de batata;

b) avaliar o comportamento de cultivares de batata diante

da referida técnica:

c) testar meios de cultura visando obter um rdpido e vigo

roso desenvolvimento dos meristemas in vitro:

d) testar a eficiéncia da técnica na eliminac3oc do virus

S (PVS) e do virus X (PVX) da batata.



2. REVISAO DE LITERATURA

Em 1933, aproximadamente 600 cultivares de batata foram re-
lacionadas por Burton, citado por MELLOR & STACE-SMITH (28), e este
nimero tem aumentado a cada ano. Muitas destés cultivares amplamen-
te utilizadas em todo o mundo, devido as boas caracteristicas agro-
nomicas, gradualmente vem declinando em vigor e produtividade devi-
do 2 infecg¢ao das plantas por uma ou mais viroses, como relatam BE

EMSTER & ROZENDAAL (6) e SILBERSCHMIDT (39).

Atualmente os principais virus da batata sao: virus do en
rolamento da batateira (PLRV), virus Y (PVY) seguido de outros de
menor importancia, como virus X (PVX), virus S (PVS), virus A (PVA)
e virus M (PVM), sendo que todos possuem uma larga distribuigdo no

globo terrestre, causando grandes perdas de produgao (6, 29, 41).

- Avaliacdao de perdas no Brasil causadas por virus na cultura
da batata tem mostrado um volume bastante significativo. Segundo
MIZUBUTI (29) para virus menos importante com o PVX as perdas va-
riam de 10 a 50%, e entre 44 e 86% para o principal virus que infec
ta a batata em nossas condigaes, o PLRV, como relatam CUPPERTINO &

COSTA (8).



A estimativa real de perdas causadas por virus foi possi
vel com a obtengao de batatas isentas de virus. Os resultados va
riaram de acordo com o virus e susceptibilidade das cultivares, en
tretanto, estas perdas foram sempre significativas (5, 6, 16, 21,
34, 44). Na obtengao de plantas livres de virus, trés técnicas tém
sido empregadas. A termoterapia, que consta em submeter a planta
infectada a uma temperatura média prdxima a 372C por algumas sema
nas, segundo KASSANIS (20), visa inibir e/ou retardar a multiplica
¢ao viral; a quimioterapia, baseada no fato de que alguns antimeta
bélitos decrescem a concentraciao de virus nos tecidos, sem causar
danos a estes, NORRIS (33); e a cultura in vitro de meristemas,que
apds serem regenerados, dio origem a plantas livres de virus, MEL
LOR & STACE-SMITH (28). As duas primeiras técnicas isoladamente nao
tém demonstrado eficiéncia na erradicac3o das principais viroses
da batata. A cultura in vitro de meristema de batata como um méto-
do de obter-se plantas livres de virus, a partir de plantas infec-
tadas, tem alcangado sucesso. Segundo KASSANIS (20), a termotera -
pla tem sido eficiente apenas na eliminacao do PLRV, engquanto gque
a cultura de meristema, além deste, possibilita a obtencio de plan
tas isentas de todos os demais virus de importancia econdmica,prin

cipalmente quando associada a termoterapia.

A cultura de meristema é baseada no fato de que, numa plan
ta infectada, a concentragao de virus diminui das partes mais ve
lhas para as partes vegetativas mais novas. KRYLOVA et alii (23),
estudando o PVX em meristemas de batata, verificaram existir uma

relagao positiva entre o nimero de particulas virais e o tamanho



da porgao meristemdtica. Vadrias s3o as hipdteses que tentam expli
car o fato de que plantulas regeneradas a partir de meristemas com
© tamanho entre 0,2 e 0,3mm geralmente sdao livres de virus, e es
tas hipdteses estdo relacionadas ao sistema vascular da planta e a
inativagdc das particulas virais durante o cultivo in vitro (22,

23, 28). Hollings e Stone,citados por LANGHANS et alii (24) estu-

dando o tamanho do meristema do cravo (Dianthus caryophyllus) na

eliminagao do virus do "mosqueado", em cinco tamanhos de meriste -
mas (0,1; 0,25; 0,50; 0,80 e 1,00mm), verificaram que destes 33
60, 87, 89 e 100%, respectivamente, estavam infectados com virus.
Na batata constataram-se que tanto pelo isolamento do meristema api
cal, ou da extremidade das raizes de plantas infectadas, seguido
de desenvolvimento em meio de cultura, é possivel obter-se tecidos
isentos de virus, que posteriormente sao regenerados, originando um

material sadio, como mostraram BAJAJ & DIONNE (2) e KASSANIS (21).

O método da cultura de tecidos para sua aplicagdo na produ
Gao de plantas sadias, deve obedecer certos requisitos bdsicos, se
gundo ROCA et alii (38): as plantas devem ser prontamente regenera
das in vitro, utilizando-se um meio de cultura definido; a técnica
deve ser altamente estdvel para as caracteristicas varietais: o ma
terial propagado deve ser livre de patdgenos; o procedimento de
propagagao deve ser adequado, permitindo a previsdo da erradicacido
de virus, bem como sistemas de indexagdoc para certificacdo de sani
dade, possibilitando a seleg3ao de materiais isentos de doencas. De
acordo com estes requisitos,no caso da batata, o cultivo de meris-

tema é a técnica preferida a outros tecidos da planta. A cultura



de meristema tem sido empregada nao somente para a eliminac3ao de
viroses da batata, mas também como método de armazenamento e distri

buigao de germoplasma na forma clonal de acordo com HENSHAW (17).

HOLLINGS (18) observou que o termo cultura de meristema es
tava sendo aplicado indiscriminadamente para porc¢oes de tecidos, a
partir de 0,1 a 10mm de tamanho. Sugeriu entZao que o termo meris-
tema descrevesse a porgao meristemdtica mais o primeiro par de pri
mérdios foliares, sendo este o tecido unitdrio mais usado para o
cultivo in vitro. Porgdes maiores foram consideradas como sendo
dpices caulinares. KASSANIS & VARMA (22) verificaram que o tama-
nho dos meristemas influencia a formagao de raizes no meio de cul
tura e a presenga dos primérdios foliares facilita o desenvolvimen
to das mesmas. Estes autores usando meristema de O,lmm de compri -
mento, encontraram que as maiores taxas de regeneragao foram obti
das quando os primérdios foliares estavam incluidos. STACE-SMITH &
MELLOR (42) observaram que meristemas de lmm ou mais de comprimen-
to emitiram raizes mais rapidamente que meristemas menores, entre-
tanto, o tamanho das gemas tem uma marcante influéncia na elimina
Gao de virus, particularmente o PVS. Usualmente sdo rejeitados me
ristemas menores que 0,lmm, pela dificuldade de desenvolvimento in

vitro e maiores que O,5mm, porgue podem estar infectados por virus

O meio de cultura constitui o principal fator na regenera
gao de uma planta completa in vitro, com raizes e parte aérea nor
mais, desenvolvidas a partir da parte meristemdtica. E necessdrio
que este contenha macro e micronutrientes, vitaminas, ag¢ucar, ami

noacidos e principalmente hormdnios, substincias responsiveis pela



regulacao do crescimento e desenvolvimento vegetal .MURASHIGE (31) ,
LAM (25) e MELLOR & STACE-SMITH (28), mostraram gue auxina enddge-
na, citocininas e giberelinas sao indispenséveis para o inicio do
crescimento dos tecidos e que o balango hormonal nos diversos estd
dios do desenvolvimento in vitro é extremamente importante na rege
racio das plantulas. A. RODRIGUEZ et alii (1) constataram que  as
citocininas (6-benzilaminopurina-BAP e 6-furfuril-aminopurina-KINE
TINA) em altas concentragoes, favorecem o desenvolvimento de gemas
e inibem o enraizamento. Por outro lado as auxinas (dcido indol bu
tirico-AIB) em baixas concentragdes estimulam a diferenciagao de
raizes e as giberelinas (&cido giberélico—GAB) em niveis médios,
estimulam o crescimento dos primdérdios foliares de meristemas de
mandioca. Na batata, OKAZAWA et alii (35) observaram ser a auxina
indispensédvel para o inicio do crescimento dos tecidos, induzindo
a formagdo de callus, e que as citocininas sao requeridas para a
continuacdo do crescimento deste callus. Com relagao a giberelina,

JARRET et alii (19) verificaram que o GA, é responsavel pelo alon

3
gamento e desenvolvimento da parte aérea apds o inicio do cresci -
mento dos meristemas. Varios meios de cultura foram desenvolvidos

e testados, visando obter a relagac ideal entre os componentes (Mu
rashige e Koog; Stace-Smith e Mellor; Huth e Bode; Christensen e
Tapio) citados por MELLOR & STACE-SMITH (28). O fator principal é
a selegdo adequada do meio de cultura para se obter um crescimento

rdpido e vigoroso das plantulas e dentre todos, o meio basico de

MURASHIGE & SKOOG (32) tem se mostrado superior.



As condigoOes ambientais também sao importantes para o su-
cesso do cultivo in vitro de meristema. PENNAZIO & REDOLFI (37) ,es
tudando o efeito de luz e temperatura no desenvolvimento das plan-
tulas, encontraram que para a batata, temperaturas variando entre
20 e 25°C, submetidas a luz fluorescente com 2000 a 4000 lux por
16 horas, parecem ser as condigoes ideais para se obter um bom de
senvolvimento das gemas, sendo que o maximo crescimento foi obser-
vado sob um regime de 4000 lux, com uma taxa de aproximadamente 80%
de plantulas regeneradas. Detalhes sobre a remocio dos meristemas,
ingredientes do meio de cultura e sobre as condigodes ambientais
ideais para a regeneragao das plantulas, a partir de porcgdes meris
temdticas, tém sido intensamente estudados na tentativa de otimi-

zar esta técnica,como relatam MURASHIGE (31) e FOSSARD (13).

Com o objetivo de se aperfeigoar a obtengdao de clones de ba
tata isentos de viroses, tem sido testado com sucesso o uso com
binado do tratamento térmico e cultura de mefistema,proporcionando
uma alta taxa de erradicagao da maioria dos virus ‘da cultura.
Principalmente com relagado ao PVS, virus que apresenta maior
resisténcia a eliminagd@o através do cultivo de meristema, STACE-
-SMITH & MELLOR (42), KASSANIS & VARMA (22), e MACDONALD (26) de
monstraram que o pré-tratamento com calor das plantas, por algumas

semanas, com posterior cultivo in vitro dos meristemas, aumentou

significativamente a erradicagao deste virus.

Com a obtengao de plantulas livres de virus, tornou-se ne
cessdrio aumentar a eficiéncia da multiplicagao destes tecidos sa

dios. Segundo ROCA et alii (38), isto foi possivel através do deno



minado cultivo "multi-meristematico", gue consiste no cultivo de
segmentos do caule das plantulas em meio de cultura liquido, sob
constante agitacdo, para estimular uﬁa rapida multiplicagio das ge
mas, propiciando deste modo a produgao em grande quantidade de ma
terial para propagagao clonal. Este método proporciona altas taxas
de multiplicagac, contrastando-se com as taxas de 1:1 que normal -
mente s3ao obtidas para os cultivos convencionais denominados "meris
temas simples". Tal fato possibilita a cultura in vitro de meriste
ma ser hoje empregada nos programas de produgao de batata semente,

melhoramento varietal, assim como no intercambio internacional de

germoplasma de batata na forma clonal.



3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratdrio de Cultura
de Tecidos do Departamento de Agricultura da Escola Superior de

Agricultura de Lavras, Minas Gerais, no ano de 1984.

3.1l. Cultivares

Em todos os testes realizados nesta pesquisa foram utiliza
das as cultivares nacionais Baronesa, Santo Amor, Mantiqueira e
‘Chiquita,e as cultivares estrangeiras Achat e Delta, exceto na de
terminagdo da eficiéncia da técnica na erradicagao do PVS e PVX na
qual empregou-se as cultivares Baronesa e Santo Amor. Estas duas
foram provenientes do Centro Nacional de Fruticultura de Clima Tem
perado, CNPFT-EMBRAPA/RS e as demais provenientes da Fazenda Expe-

rimental da EPAMIG de Maria da Fé, MG.

Os tubérculeos foram plantados em vasos (5 kg), contendo mis
tura de terra e composto organico, sendo as plantas conduzidas em
casa de vegetagao. Realizou-se adubac¢do normal de plantio, de acor-

do com FREIRE et alii e (14) e adubagdes nitrogenadas semanais, pa
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ra promover um maior desenvolvimento vegetativo das plantas, as
quais foram utilizadas para fornecimento de meristemas para o cul
tivo in vitro. O controle de pragas foi realizado regularmente de

acordo com as recomendagoes de BARBOSA & FRANCA (4).

No periodo de abril a setembro, meses com dias curtos, as
plantas foram submetidas as condigdes de dias longos, utilizando-se
para isto iluminag3o artificial com lampadas incandescentes de
60 W, no sentido de retardar a tuberizag¢do e promover o crescimen-
to vegetativo, consequentemente, prolongar o ciclo da cultura.Quan
do as plantas atingiram aproximadamente 40 cm de altura,efetuou-se
a retirada das partes apicais para estimular a emissio de brota

goes laterais, as quais foram usadas para a remogao dos meristemas.

3.2. Operagao de remogao dos meristemas

O primeiro passo foi retirar as brotagdes laterais das plan
tas doadoras conduzidas na casa de vegetagao. Estas brotagdes com
aproximadamente 1 a 2 cm de comprimento (Figura 1) foram ent3o le
vadas para o laboratério onde sofreram desinfecgdo com hipoclorito
de sédio a 1%, por um periodo de 10 minutos. Logo apés foram enxa
guadas por 3 vezes, com agua destilada e autoclavada, para a remo-
30 do desinfectante.A operag3o de retirada foi realizada sobre uma
placa de petri contendo papel de filtro umedecido, sob uma capela
-de fluxo laminar esterelizada com dlcool 70%. A remog¢3o dos meris-
temas foi feita com o auxilio de uma lupa estereoscdpica com aumen

to de até 40 vezes, utilizando-se uma pinga de ponta fina e bistu-



FIGURA 1.
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Brotagdo lateral (1 a 2 cm de comprimento) da planta
de batata utilizada para a remocao do meristema.
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ris cirirgicos. As pequenas folhas que envolvem a porgao meristemd
tica foram removidas cuidadosamente até atingir o meristema, sendo
este cortado com o tamanho de aproximadamente 0,2 a 0,3mm contendo
os dois primeiros primdérdios foliares (Figura 2). Todo o material
utilizado durante a operagao (placas de petri, pingas e Dbituris)
foi previamente autoclavado a 120°C a 1 atm por 20 minutos. Apds a
remogao, os meristemas foram rapidamente colocados em tubos de en
saio contendo meio de cultura e levados para a sala de crescimento
com ambiente controlado, onde permaneceram até atingirem o estéadio

de plantula.
3.3. Meio de cultura e condigdes ambientais

O meio de cultura basico utilizado foi o de MURASHIGE &
SKOOG (32), cujos componentes e suas respectivas concentragoes es
t3o no Quadro 1. O meio de cultura basico (MB) foi  suplementado
com os seguintes reguladores de crescimento: auxina (&cido nafata-
lénico acético-ANA); giberelina (&cido giberélico—GA3) e citocini-
nas (6-benzilaminopurina-BAP e 6-furfuril-aminopurina-KINETINA) , em
concentragoes variando de acordo com as exigencias das varias fa
ses de desenvolvimento in vitro. Solugoes estoques de todos os
compocnentes do meio de cultura foram preparadas e armazenadas em
geladeira a 42C, exceto a sacarcse e o agar que foram pesados no
momento da preparagdo de cada meio. As solugdes estoques dos hormo
nios foram preparadas utilizando-se 2-3 ml de uma sclugac a 0,5 N

de NaOH como solvente para auxinas e giberelinas e 2-3 ml de uma

solucao 0,5 N de HC1l como solvente para as citocininas . Em to
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QUADRO 1. Composigdo do meio de cultura de Murashige e Skoog (MS)
modificado.
Solugao Concentragao final do
estoque Compostos meio de cultura (mg/l)
A NH4 NO3 1650
B KNO3 1900
C H3B03 6,2
KH2P04 170
KI 0,83
Na2 MoO4.2 H20 0,25
CoC12.6 H20 0,025
D CaClz.Z H20 440
E MgSO4.7 H20 370
MnSO4.4 H20 22,3
ZnSO4.7 HZO 8,6
F Na2 EDTA 37.25
FeSO4.7 H20 27,85
TIAMINA 0,5
PIRIDOXINA 0,5
ACIDO NICOTINICO 0,5
MIO-INOSITOL 100
SACAROSE 30000
AGAR 8000
GLICINA 2,0
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Meristema de batata contendo os dois primeiros primdr
dios foliares.
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dos s meios de cultura utilizados durante a pesquisa, o pH foi
ajustado para 5,7 £ 0,1, utilizando-se NaOH e/ou HCl. Apds a prepa
ragdc, os meios de cultura foram colocados em tubos de ensaio ou
Erlenmeyer tampados com papel aluminio e autoclavados a uma tempe

tatura de 120°C a 1 atm, por um periodo de 20 minutos.

Os tubos de ensaio apds receberem os meristemas foram colo
cados em suportes de madeira e levados para a sala de crescimento,
sendo mantidos a uma temperatura de 24°C I 2°C com uma intensidade
luminosa de aproximadamente 3000 lux. Empregou-se uma combinagao
de lampadas GRO-LUX e Branca Fria, com um regime de 16 horas de

luz.

O desenvolvimento do meristema desde o seu cultivo até a
formagao de plantula completa (raiz e parte aérea normais) in vi-
tro, foi dividido em trés fases: Isolamento, Alongamento.e Multipli

cagado e Enraizamento.

3.4, Fase de Isoclamento

Na fase de isolamento,compreendida desde a remogao do me
ristema até um periodo de aproximadamente 30 a 35 dias de cultivo
in vitro, foram testados dois meios de cultura: MB suplementado cam
0.4 mg/l de KINETINA e 0,1 mg/l de 653 € *MB + 1 mg/l de BAP,
0,01 mg/lde ANA e 0,1 mg/l de GA,. Apds a preparacdo dos meics
de cultura colocou-se 10 ml por tubo de ensaio (18 x 150mm) utili-

zando-se no minimo dez meristemas por variedade e para cada trata-

mento. Avaliou-se o desenvolvimento dos meristemas de cada culti
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var determinando-se taxas de crescimento através de observagoes vi
suais periddicas, empregando-se um sistema de notas onde: O - me
ristema nao desenvolvido; 1 - meristema pouco desenvolvido; 2- for
magao de callus (tecido n3o diferenciado); 3 - formac3o de callus
com brotagoes (callus organogénico); 4 - formagdo de brotacdes com
folhas expandidas e desenvolvidas ("roseta") e 5 - formagao de

plantulas.

3.5. Fase de Alongamento

A fase de alongamento compreendeu o periodo entre o final
da fase de isolamento do meristema até este atingir o estdgio de
plantula. Baseado em observagoes de alguns pesquisadores (15, 16,
19) que consideram o GA; como um dos principais reguladores de cres
cimento responsdveis pelo alongamento dos tecidos, utilizaram-se vd
rias concentragdes deste hormdnio e também uma combinag3o gibereli
na-citocinina como controle. Os meios de cultura testados foram MB
suplementado com 0,5 mg/l de GAz e 5 mg/l de BAP; MB + 0,0 mg/l de

GAj: MB + 0,01 mg/1 de GAj: MB + 0,1 mg/l de GA, e MB + 1,0 mg/l

3
de GA;. Apds um periodo de aproximadamente 30 dias de cultivo no
meio de isolamento, os meristemas foram transferidos para tubos
de ensaio contendo os meios de alongamento. Cada meio de cultura te
ve pelo menos um representante de cada cultivar e avaliou-se um mi
nimo de 10 meristemas por tratamento, utilizando-se o mesmo crité-

rio de notas adotado para as observagdes realizadas na fase de iso

lamento.
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3.6. Fase de multiplicacao e enraizamento

Quando os meristemas atingiram o estddio de plantula,estes
foram transferidos para o meio de multiplicagac e enraizamento,com
posto pelo meio basico suplementado com 1,0 mg/l de KINETINA, 0,01
mg/l de ANA e 0,1 mg/l de GA3. Os cauliculos das plantulas fo-
ram cortados em varios segméntos contendo 1, 2 e 3 gemas e coloca=-
dos em Erlenmeyersde 250 ml, contendo aproximadamente 30 ml do meio
de cultura, onde permaneceram até o desenvolvimento completo com
formagao de raizes e parte aérea normais. As avaliacgdes foram rea
lizadas através de observagdes visuais, considerando-se um minimo

de 10 segmentos por tratamento.

3.7. Aclimatagdo e transplantio

As plantulas com sistema radicular e parte aérea bem forma
das foram transferidas primeiramente para sacos plasticos contendo
vermiculita, sendo regadas inicialmente com solugao nutritiva con
tendo os sais minerais de Murashige e Skoog. Durante a fase de
aclimatagdo as plantulas permaneceram em ambiente onde n3o recebe
ram luz solar direta e apds este periodo foram transplantadas para
vasos contendo mistura de terra e matéria organica, sendo conduzi-

das em casa de vegetagao.
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3.8. Testes seroldgicos

As cultivares Baronesa e Santo Amor, as quais apresentavam
tubérculos comprovadamente infectados ou n3o, com o complexo viral
PVS-PVX, determinados através de testes seroldgicos, foram utiliza
das para avaliar a eficiéncia da técnica de cultura in vitro de
meristema na eliminagdo destes dois virus da batata. As plantas in
fectadas e sadias das duas cultivares foram empregadas como contro
le durante a realizagdo de todos os testes de sanidade. Os testes
serolégicos foram realizados antes da retirada dos meristemas para
a comprovagao do estado de infectividade das plantas doadoras, em
relagao aos 2 virus citados e posteriormente em todas as plantulas
regeneradas de meristemas das cultivares Baronesa e Santo Amor in
fectadas. A metodologia empregada para os testes seroldgicos foi
aquela descrita por DANIELS et alii (10) e PAIVA et alii (36); uti
lizando-se antissoros sensibilizados com ldtex especificos para o
PVS e PVX, provenientes do CNPFT-EMBRAPA/Pelotas-RS. A eficiéncia
da técnica na eliminag3o dos virus em estudo foi determinada ava
liando-se a percentagem de plantulas livres do PVS e PVX em rela

¢ao ao total de plantulas testadas.



4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Comportamento das plantas de batata

Um fator que mostrou ser fundamental no controle da capa
cidade vegetativa foi o fotoperiodo. Apds a instalagdao de ilumina
¢do artificial na casa de vegetagao, verificou-se que as plantas
mantidas sob 24 horas de luz apresentaram uma pequena formacac de
tubérculos e intenso estado vegetativo, aumentando a capacidade de

fornecimento de brotagoes em todas as cultivares estudadas.

Deste modo verificou-se que com o recurso de iluminacgao e
também como a realizagao de adubagdes nitrogenadas periddicas (se
manais), foi possivel obter-se um adequado fornecimento de brota

Goes das quais retiraram-se os meristemas para o cultivo in vitro.

A condugac em casa de vegetagdo foi vantajosa, pois facili
tou o manejo das plantas e permitiu o escalonamento na producao de
brotagdoes com um eficiente controle do estado vegetativo. Cada

planta forneceu em média 40 a 60 brotacdes durante seu ciclo.
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Na operacao de remogao dos meristemas observou-se que o es
tddio das brotacdes laterais foi muito importante para o sucesso
da operacao. As plantas em fase de tuberizacdao apresentaram um
grande numerc de brota¢oes diferenciadas em gemas florais,fato que
inviabilizou estas porgoes de crescimento serem utilizadas para a
retirada dos meristemas. O tamanho das brotagoes também foi impor-
tante, pois este influenciou na facilidade da operacao. Verifi -
cou-se que brotagoes mais novas (menores que 1 cm) apresentaram os
meristemas bastante tenros e pouco desenvolvidos, dificultando a
visualizagcao e remogao dos mesmos. O tamanho entre 1 e 2 cm mos-
trou ser ideal, sendo que um aumento de 20 até 40 vezes na lupa es

tercoscopica foi adequado para a realizacgdo de toda a operacgio.

Observou-se diferengas entre as cultivares com relagao a
facilidade - '»u dificuldade na remog¢ac dos meristemas, sendo que
a cultivar Chiquita apresentou maior dificuldade devido a grande
quantidade de pelos presentes nas brotagdes, fato que prejudicou a
visualizagao da porgao meristemdtica, o gue n3o ocorreu, por exem

plo m a cultivar Baronesa.

4.2. Desenvolvimento in vitro do meristema de batata

Em todas as seis cultivares estudadas, observou-se que du
rante o cultivo in vitro, o meristema passa por estddios distintos
de desenvolvimento até este atingir o estddio de plantula com par
te aérea e sistema radicular completamente formados. Apds um perio

do de 7-8 dias de cultivo, observou-se leve crescimento do meriste



ma com inicio da formagc@o de callus, e aproximadamente aos 20 dias
apés o isolamento, havia formado massa de callus nao friavel, es
verdeada e granulosa abaixo e ao redor do meristema isolado. Ao fi
nal de 30 dias ji& podia observar-se a diferenciagado dos tecidos,
com a emissdo de inUmeras brotagdes na superficie desta massa de

callus, sendo esta formagcdo denominada callus organogénico.

Tal fato se verificou principalmente em relagao a cultivar
Baronesa, que apresentou uma estrutura mais desenvolvida em rela
cao as demais cultivares. As brotagoes emitidas a partir do callus
organogenico alongaram-se e as primeiras folhas comegaram a desen
volver-se, sendo que apds um periodo de 10 a 12 dias posterior ao
seu surgimento, estas encontraram-se bastante expandidas. A esta
estrutura denominou-se "roseta". Ao final de aproximadamente 2 me
ses de cultivo in vitro o meristema apresentou-se regenerado em
plantula, com parte adrea completamente desenvolvida e inicio de
formacao do sistema radicular, fato que foi observado em todas as
cultivares, porém com maior precocidade nas cultivares Baronesa e
Santo Amor. Estas observagoes realizadas durante o desenvolvimento
in vitro de meristema de batata foram semelhantes aquelas encontra
das por ROCA et alii (38) trabalhando com a propagagaoc in vitro de
cultivares de batata. A Figura 3 mostra os varios estddios de de
senvolvimento do meristema em meio de cultura. Estes estéddios po
dem ser inseridos dentro de tres fases distintas que caracteriza-
ram todo o processo de desenvolvimento in vitro de meristema de ba
tata, sendo: fase de isolamento, de alongamento e de multiplicagao

e enralzamento.






FIGURA 3,
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Estddios de desenvolvimento in vitro de meristema de
batata. Da esquerda para direita: iniciagdo e cresci-
mento de callus, callus organogénico, "roseta" e plan
tula.
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4.3. Fase de isolamento

Os resultados observados na fase de isolamento, onde pro
curocu-se avaliar o desenvolvimento de cada cultivar em dois melos

de cultura, estao apresentados no Quadro 2.

Observou-se apds 30 dias de cultivo um comportamento dife
renciado entre as cultivares em ambos os meios de cultura (Figura
4 e 5) sendo a cultivar Baronesa a que mostrou maior desenvolvimen
to com emissd3o de um grande numero de brotagoes a partir da forma
cao de callus organogénico. As cultivares Mantiqueira, Chiquita e
Delta foram as que apresentaram menor desenvolvimento, com reduzi-
da formacao de callus e pequena emiss3o de brotagoes. Um desenvol-
vimento intermedidrio foi observado nas cultivares Santo Amor =]
Achat, com formagdo de callus e brotagdoes ao final da fase de iso

lamento, porém em intensidade menor que a cultivar Baronesa.

Apesar das cultivares de batata terem recebido as mesmas
notas nos dois meios de cultura, os meristemas cultivados no meio

basico suplementado com 0,01 mg/l de ANA:; 0,1 mg/l de GA e 5

3
mg/l de BAP, apresentaram formagao mais abundante de callus, sendo
que ao final da fase de isolamento, varias brotag¢des haviam emergi

£ . . . .
do na superficie desta massa de callus, principalmente na cultivar

Baronesa (Figura 4).

Por outro lado, os meristemas cultivados no meio de cultu

ra suplementado com 0,4 mg/l de KINETINA e 0,1 mg/l de GA apre-

3 i

sentaram pequena formagao de callus e apds aproximadamente 30 dias
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Desenvolvimento comparativo de cultivares de batata

durante a fase de isolamento do meristema em dois

meios de cultura.

Meioc de cultura;/ Cultivares

N° meristemas

Notas médiasg/

avaliados
Baronesa 10 3,0
Santo Amor 10 3,0
MB + 0,0l ANA Achat 10 3,0
0.1 GAg+1,0 BAP Delta 10 2,0
Chiquita 10 2,0
Mantiqueira 10 2,0
Baronesa 10 3,0
Santo Amor 10 3,0
MB + 0,1 GA3 + Achat 10 3,0
+ 0,4 KINETINA Delta 10 2,0
Chiquita 10 2,0
Mantiqueira 10 2,0

1/ MB - Meio Bdsico de Murashige e Skoog
2/ Notas: O - Meristema nao desenvolvido

b wN

Meristema pouco desenvolvido
Formagdo de callus

Formagao de callus organogénico
Formag¢ao de "roseta"

Formagao de plantulas
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MS 0,01 ANA
0,1 GA; 1 BAP
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FIGURA 4. Desenvolvimento comparativo de meristemas de cultivares de

batata aos 30 dias de cultivo em meio bdsico com 0,01 mg/l
de ANA; 0,1 mg/l de GAj; e 1,0 mg/l de BAP,
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FIGURA 5. Desenvolvimento comparativo de meristemas de cultivares
de batata aos 30 dias de cultivo em meio bdsico com 0,1
mg/1l de GAB e 0,4 mg/l de KINETINA.
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de cultivo in vitro observou-se que os dois primérdios foliares fo
haviam se desenvolvido e mostraram aspecto estiolado de cor verde
pouco intensa (Figura 5). A menor formagdo de callus neste meio
certamente deve-se a auséncia de auxina no meio de cultura, fato
que concorda com observagoes feitas por varios autores (16, 31, 35),
dque demonstraram ser as auxinas os principais hormonios responsa

veis pela indugac e formagdoc de callus nos tecidos.

Observou-se entao que nas cultivares em estudo a formagao
de uma estrutura intermedidria de callus organogénico promoveu me
lhor desenvolvimento dos meristemas. Tipo semelhante de organogéne

se foli descrito por EARLE & LANGHANS (12) em Chrysantemum e por BO

XUS (7) em morango, em cultivos de dpices caulinares utilizando- se

a combinagao auxina-citocinina.

Portanto, a formagao de massa de callus durante o cultivo
in vitro favoreceu a emissdo de grande nimero de brotagdes a  par
tir do callus organogénico. Tal fato n3o ocorreu com agueles meris
temas cultivados em meio de cultura com auséncia de auxina, os
quais, na maioria das vezes, emitiram uma e/ou duas brotagdes com
aspecto retorcido e menor vigor. Com a continuag¢do do desenvolvi -
mento ,estas observagoes tornaram-se ainda mais evidentes como mos

tra a Figura 6.
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FIGURA 6.

Desenvolvimento comparativo de meristemas de batata

aos 45 dias de cultivo in vitro sendo: 1 - meriste-
mas cultivados em meio basico com 0,1 mg/l de GA3 e
0,4 mg/l de KINETINA; 2 - meristemas cultivados em
meio basico com 0,1 mg/l de ANA; 0,1 mg/l de GA
1,0 mg/l de BAP,

3 e
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4.4, Fase de alongamento

Na fase de alongamento observou-se uma grande diferenga no
desenvolvimento das brotagdes provenientes do callus organogénico
nos cinco meios de cultura testados, sendo estes resultados repre-
sentados no Quadro 3. O meio de cultura que apresentou maiores ta
xas de desenvolvimento foi aquele composto pelo meio bdsico suple-
mentado com 0,5 mg/l de GA3 e 5,0 mg/1l de BAP, com a formagao de
plantulas mais vigorosas em relacaoc aos demais meios de cultura
(Figura 7). A combinagao BAP + GA3 promoveu um rapido alongamento
das brotagoes originadas a partir do callus organogénico e simulta
neamente a formagd3o e expansdo das folhas originadas nas gemas.Tal
fato deveu-se provavelmente & agao sinergistica do BAP e GA3, pro
movendo um rdpido e vigoroso alongamento das brotagdes, como tam
bém foi observado por MARANI & PISA (27) e ROCA et alii (38), os
quais verificaram que a agdo combinada destes dois hormdnios promo
veu melhor desenvolvimento in vitro. O meio de cultura que continha
a concentragao de 0,1 mg/l de GA3 foli o Unico que apresentou desen
volvimento satisfatdrio, sendo que nas demais concentragoes obser
vou-se uma pequena taxa de alongamento e um pequeno numero de bro
tagoes emitidas. Ao final de aproximadamente 20 a 25 dias de culti
vo no meio de alongamento, os meristemas atingiram o estddio de
pléntulas com parte aérea bem desenvolvida e inicio de formag3o do
sistema radicular. Nesta fase nao observou-se grande influéncia do
gendétipo nas taxas de alongamento das brotagdes, sendo que todas

as cultivares apresentaram desenvolvimento semelhante dentro de

cada tratamento.



QUADRO 3. Desenvolvimento comparativo de

durante a fase de alongamento.

meristemas de batata em cinc

Q

Média das 2/

Meios " avalindes notas
MB + 0,5 GA, + 5,0 de BAP 10 5,0
MB + 0,0 GA, 10 3,0
MB + 0,01 GA, 10 4,0
MB + 0,1 GA, 10 5,0
MB + 1,0 GA, 10 4,0

1/ MB = Meio badsico de Murashige e Skoog
2/ Notas: 0 - Meristema nao desenvolvido
Meristema pouco desenvolvido
Formagao de callus

Formagao de "roseta"
Formagao de plantula.

vp W
|

Formagd3o de callus organogénico

1€



32

FIGURA

7.

Desenvolvimento comparativo de meristemas de batata

aos 60
bisico
basico
bésico
basico

bésico

dias de cultivo sendo:

com
com
com
com

com

0,0 mg/l de GA

0,01 mg/l de GA

1,0 mg/l de GA
0,1 mg/l de GA
0,5 mg/l de GA

3?

37
3?
3

3:

2 - meristema em

3 - meristema em
4 - meristema em
5 - meristema em
e 5 mg/l de BAP,

1l - meristema em meio

meio
meio
meio

meio
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4.5. Fase de multiplicag3ao e enraizamento

Geralmente a multiplicag@o in vitro de batata é realizada
em meio de cultura liquido sob constante agitagdo, fato que propi
cia uma rdpida proliferacdo das plantulas,como relatam ROCA et
alii (38) e DRIESSEN (11). Entretanto nesta pesquisa o meio bdsico

suplementado com 0,01 mg/l de ANA, 0,1 mg/l de GA, e 1,0 mg/1l de

3
KINETINA solidificado com 0,6% de agar, também promoveu uma rapida
e vigorosa multiplicagdo das plantulas regeneradas durante a fase
de alongamento e ao final de aproximadamente 30 dias de cultivo no

meio de multiplicagdo, observou-se um aumento significativo do nid

mero de plantulas e desenvolvimento do sistema radicular (Figura 8.

Através de observagdes visuais periddicas, verificou-se
que as taxas de desenvolvimento variaram com o numero de gemas con
tidas nos segmentos transferidos para o meio de multiplicagido e en
raizamento. Os segmentos contendo apenas 1 gema apresentaram desen
volvimento mais rdpido das brotagdes e apds aproximadamente 2 a 3
semanas de cultivo, jd mostraram inicio da formagd3o do sistema ra
dicular e varios outros brotos emitidos a partir da brotagdo  ini
cial. Por outro lado, nos segmentos com 3 gemas, observou-se a emis
sao simultanea de trés brotaéBes, porém estas apresentaram taxa de
desenvolvimento mais lenta, devido provavelmente ao efeito de com
petigao ocorrido entre as gemas. O segmentos contendo 2 gemas mos
traram desenvolvimento intermedidrio, com langamento simultaneo
de duas brotagoes que posteriormente.ramificaram-se produzindo no

vos brotos. O desenvolvimento comparativo entre os tamanhos de seg
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mentos pode ser visualizado na Figura 9,

Um grande problema surgido durante a fase de multiplicagao
e enraizamento foi a contaminaclo do meio de cultura por bactérias
e fungos. Na tentativa de minimizar este problema, adicionou-se ao
meio de cultura uma solugdo combinada dos antibidticos Streptomici
na e Despacilina na dosagem de 50 ppm/1l, apds a autoclavagem do
meio. Este processo foi efetivo, proporcionando uma sensivel redu
~ £ . - -~ ’ . o~ by
§a0 nos niveis de contaminagao por bactérias. Com relagdo a conta-
. ~ . 4 . . . ~ 4
minagao por fungos, a principio utilizou-se algodidoc e papel alumi
nio para tampar os Erlenmeyers, mas posteriormente verificou-se que
0 algodao favorecia o desenvolvimento de fungos (principalmente do

género Penicillium) que esporulavam e contaminavam o meio de cultu

ra. Passou-se entdo a utilizar apenas o papel aluminio, reduzin

do-se a contaminagdo a niveis aceitiveis.

4.6. Aclimatagdo e transplantio

Nesta pesquisa realizou-se estudos preliminares de transfe
réncia para o solo de plantulas produzidas em laboratdrio. Das 6
plantulas transferidas, 4 sobreviveram até & maturidade, indicando
que esta operagdo pode ser realizada com certa facilidade, como re
latam MARANI & PISI (27), que obtiveram taxas de 95% de sobrevivén

cia das plantulas transplantadas.

O pegamento . ocorreu entre 5 e 6 dias apds a transferéncia
das plantulas para o meio com vermiculita (Figura 10), sendo entao

transplantadas para vasos de barro (Figura 11) contendo mistura de
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FIGURA 9. Desenvolvimento comparativo do tamanho dos segmentos
do caule de batata contendo l, 2 ou 3 gemas aos 21

dias de cultivo in vitro em meio de multiplicac3o.

it
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FIGURA 10.

Plantula de batata da cultivar Baronesa transferida

para a vermiculita proveniente do cultivo in vitro

de meristema.
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FIGURA 11,

Planta de batata da cultivar Baronesa transplantada da
vermiculita para o vaso contendo mistura de terra e

composto organico proveniente do cultivo in vitro de
meristema.
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terra e matéria orgénica.

4.7. Rendimento da técnica de cultura in vitro de meristemas de
batata.

O rendimento da técnica de cultura de tecido in vitro de
meristema foi determinado ao final do trabalho avaliando-se as per
centagens de regeneragao de plantulas em relagd3o ao numero de  me

ristemas isolados, cujos resultados estao apresentados no Quadro 4.

Verificou-se um comportamento diferenciado entre as culti-

vares, sendo Baronesa e Santo Amor as que apresentaram maiores ta
~ . Fad . ”

xas de regeneragao,produzindo plantulas vigorosas com grande nume
ro de brotacdes, principalmente em relagdo a Baronesa. As cultiva-
res Mantiqueira e Chiquita mostraram menor resposta ao cultivo in
vitro, originando plantulas com aspecto estiolado e com menor vi
gor. Uma percentagem de regeneragdo intermedidria foi  verificada

nas cultivares Achat e Delta.

Estes resultados mostraram existir influéncia varietal de
terminando as taxas de regeneracgdo das plantulas durante o proces-
so de desenvolvimento in vitro de meristema de batata, como também
foi verificado por Quak citado por MELLOR & STACE-SMITH (28), e RO

cA et alii (38).

As taxas de regeneragdo de plantulas obtidas neste traba
lho podem ser consideradas elevadas quando comparadas aquelas ob

servadas por KASSANIS & VARMA (22), 10,5%; MACDONALD (26}, 11,6%,



QUADRO 4.

Rendimento da técnica de cultura in vitro de meristema de cultivares de batatea.

Cultivar ToggilggogeriStemaS reggiigzgigs regﬁngiagéo
Mantiqueira 40 L7 42,5
Chiquita 40 1:9 47,5
Delta 40 23 5745
Achat 40 21 52,5
Santo Amor 120 72 60,0
Baronesa 80 51 7259

ov
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MARANI & PISI (27), 21%; STACE-SMITH & MELLOR (42), 37%; SIP (40),

42% e Pennazio e Vecchiati citado por MARANI & PISI (27), 52, 6%.

4.8, Eficiéncia na Erradicagdo do virus S e virus X da batata

O emprego do teste seroldgico de latex sensibilizado com
anticorpos mostrou ser um método pratico, rdpido e sensivel para a
diagnose de viroses de batata, principalmente quando comparado ao
uso de plantas indicadoras que, segundo CUPPERTINO & COSTA (9) po
dem levar de 35-50 dias para fornecer resultados seguros. O uso
desta técnica possibilitou a certificagio da sanidade das  plantu
las regeneradas in vitro, provenientes de meristemas extraidos de
plantas infectadas com o PVS e PVX. Para a verificagado de sanidade
retirou~se uma pequena porgao do tecido das plantulas, sendo neces
sario apenas uma gota do suco celular para a realizagdo dos testes
serolégicos. A leitura dos resultados positivos foi facilmente iden
tificada pela formégéo de precipitados em meio ao liquido clarifi-

cado da gota.
Os resultados obtidos das plantulas regeneradas de meriste

mas provenientes das cultivares Baronesa e Santo Amor, ambas infec
tadas com o complexo viral PVS-PVX, sao mostrados no Quadro S.
Constatou-se que nas cultivares Santo Amor e Baronesa, a
cultura de meristema foi mais eficiente na erradicagao do PVX apre
sentando 71 e 77%, respectivamente das plantulas testadas livres

de virus. Estas percentagens foram superiores aquelas encontradas

por WANG & HUANG (43) de 46%, e MACDONALD (26) de 50%, porém infe
riores as percentagens obtidas por KASSANIS & VARMA (22) de aproxi

madamente 100%. Com rqlagéo ao PVS, as taxas de erradicacgao nas
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cultivares Santo Amor e Baronesa decresceram sensivelmente apresen
tando 24 e 43% respectivamente das plantulas livres deste virus.
Estes resultados confirmam as observagoes realizadas por varios au
tores (22, 26, 42, 45) indicando que o PVS apresenta maior resis -
téncia em ser erradicado, empregando-se apenas o método de cultura
de meristemas. Entretanto, a eficiéncia da técnica pode ser aumen-
tada com a aplicagdoc de tratamento prévio com calor (termoterapia),
como demonstraram STACE-SMITH & MELLOR (42) e MACDONALD (26), onde
o uso combinado do tratamento térmico e cultura de meristema possi
bilitaram a obtencdo de taxas de erradicagao do PVS de aproximada-
mente 60%. Na cultivar Baronesa as taxas de erradicagao dos dois
virus testados foram superiores a Santo Amor mostrando existir uma
variabilidade entre as cultivares com relagao a erradicagao do PVS

e do PVX.

E interessante observar que todas as plantulas,exceto uma,
livres do PVS também estavam livres do PVX apresentando uma taxa
de erradicagaoc variando entre 20 e 40% nas cultivares Santo Amor
e Baronesa, respectivamente. Um ponto a ser ressaltado é que a ob
tenc3o de 1 Unica planta sadia deve ser considerada sucesso, pois
esta plantula poderda ser multiplicada indefinidamente em condigodes
de laboratdrio, possibilitando o aumento geométrico do material 1i
vre de virus, n3o necessitando portanto, retornar-se ao processo

inicial de remogao do meristema.



5. CONCLUSOES

Este trabalho mostrou que plantulas completas das culti-
vares Baronesa, Santo Amor, Chiquita, Mantiqueira, Delta e Achat
foram regeneradas e multiplicadas em grande quantidade in vitro

através do cultivo de meristema.

Durante o cultivo in vitro, em todas as cultivares estu-
dadas observou-se que o meristema passa por estadios distintos de

desenvolvimento até este ser regenerado em plantula. completa.

Na fase de isolamento o meio de cultura contendo auxina
promoveu melhor desenvolvimento com abundante formagdo de callus .
O crescimento das brotacdes foi superior no meio de alongamentocon
tendo a combinagdo giberelina-citocinina e o meio de cultura semi-
~sélido propiciou uma rdpida e vigorosa multiplicagdo das  plantu

las regeneradas in vitro.

A técnica permitiu a obtengdo de plantulas livres do PVS
e PVX provenientes de meristema de plantas das cultivares Baronesa
e Santo Amor comprovadamente infectadas, sendo que o PVS apresen

tou maior resisténcia em ser erradicado por este método. Na culti-
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var Baronesa as taxas de erradicagiao foram superiores, mostrando

Ry

existir uma variabilidade entre as cultivares com relacio a erradi

!

cagac do PVS e do PVX.:

Das cultivares estudadas, a Baronesa e Santo Amor apre -
sentaram as maiores taxas de regeneragdo, indicando existir um com
portamento diferenciado das cultivares de batata diante da técnica

de cultura de meristema.

I
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6. RESUMO

Seis cultivares de batata (Baronesa, Santo Amor, Mantiquei
ra, Chiquita, Delta e Achat) foram submetidas a técnica de cultura
in vitro de meristema no Laboratério de Cultura de Tecidos da Escg

la Superior de Agricultura de Lavras, no ano de 1984.

Durante o processo de desenvolvimento in vitro até a forma
cao de plantula completa, verificou-se que o meristema passa por
trds fases distintas, cada uma requerendo combinagdoc e concentra-

cdes especificas de hormonios.

~ Na fase de isolamento do meristema o meio basico suplemen-
tado com 0,01 mg/l de ANA; 0,1 mg/l de GAg e 1,0 mg/l de BAP promo
veu melhor desenvolvimento, sendo a cultivar Barconesa aquela que .
apresentou melhor resposta com abundante formagcao de callus e emigs

s3o de maior nUmero de brotagdes.

0 alongamento das brotagdes foi maior no meio de cultura su
plementado com 0,5 mg/l de GAB e 5,0 mg/l de BAP com a obtencao de
plantulas mais vigorosas e destacadamente mais desenvolvidas, sen-
do que na fase de alongamento as cultivares apresentaram comporta-

mento semelhante.



47

O meio de multiplicagao e enraizamento suplementado com
0,01 mg/l de ANA; 0,1 mg/l de GA, e 1,0 mg/l de KINETINA promoveu
uma rapida e vigorosa multiplicag¢do in vitro, possibilitando a pro

dugao de um grande numero de plantulas completas.

Das cultivares estudadas, a Baronesa e Santo Amor apresen
taram as maiores taxas de regeneragdo in vitro (72,9 e 60,0% res
pectivamente), produzindo plantulas com maior vigor, indicando exis
tir um comportamento diferenciado das cultivares de batata diante

da técnica de cultura de meristema.

Empregando-se o teste de ldtex sensibilizado com anticor
pos para certificagaoc de sanidade das cultivares Baronesa e Santo
Amor, constatou-se que o virus X da batata (PVX) foi facilmente er
radicado pela cultura in vitro de meristema,com a média de 74% das
plantulas testadas livres deste virus, enquanto o virus S (PVS) apre
sentou maior resisténcia com a taxa média de erradicagdao em torno
de 34%. Na cultivar Baronesa as taxas de erradicagdo foram superio
res, mostrando existir uma variabilidade entre as cultivares com re

lagdo a erradicagdo do PVS e do PVX.



7. SUMMARY

Complete virus-free plantlets of the cultivafs Baronesa,
Santo Amor, Mantigueira, Chiquita, Achat e Delta wefe regenerated
in vitro, in a sequential procedure from a single isolated shoot
tip. During the development in vitro the meristem went through
three distinct stages: culture initiation, growth, and prolifera-
tion and rooting. The medium in each stage that provided the best
development was for culture initiation: Murashige-Skoog (MS) basal
components supplemented with 0,01 mg/l of NAA, 0,1 mg/l of GA, and
1,0 mg/l of BAP; growth stage: MS supplemented with 5,0 mg/l of

BAP and 0,5 mg/l of GA_; and proliferation and rooting stage: MS

37

supplemented with 0,01 mg/l of NAA, 0,1 mg/l of GA, and 1,0 mg/ 1

3

of Kinetin.

Among the cultivars studied Baronesa and Santo Amor had

the best survival rate (72,9% and 60,0% respectively) and vigor.

Plantlets of the cultivars Baronesa and Santo Amor were
indexed by Latex Sensitized Antiserum against Potato Virus X (PVX)
and Potato Virus S (PVS). Erradication was 74% for PVX and 34%

for PVS.
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