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MICROPROPAGAGAO “IN VITRO” DE YACON (Smallanthus sonchifolius)
“IN VITRO” MICROPROPAGATION OF YACON (Smallanthus sonchifolius)

Marcelo Alvares de OLIVEIRA'
Viviane Scarminio BUSARCA?

RESUMO

O yacon é uma tuberosa que apresenta caracteristicas peculiares que podem ser aproveitadas na
agregacao de valor da espécie, aumentando a renda agricola de muitos produtores rurais. Introduzida
pela colbénia japonesa no Brasil por volta de 1989, é utilizada na medicina popular contra diabetes e
niveis elevados de colesterol no sangue. O objetivo deste trabalho foi obter a micropropagacéo de
yacon, a partir de gemas de rizéforos e gemas axilares, para atender a demanda desta espécie para
futuros plantios comerciais, frente as vantagens que a técnica proporciona. Os meios de cultura
avaliados para desenvolvimento de gemas de rizéforos e gemas axilares foram o MS; MS com a
adicdo do regulador vegetal BAP (6-benzilaminapurina) e NAA (acido naftalenoacético) e
combinagbes. O melhor meio para desinfestacdo de gemas dos rizéforos foi: a lavagem dos rizéforos
em agua corrente; retirada das gemas dos rizéforos com espatula; desinfecgdo das gemas com
benomyl (1 ,59.L'1) durante 30 minutos; imersédo das gemas em alcool (70%) por 15 segundos; imersao
em hipoclorito de sédio (60%) durante 30 minutos e 3 lavagens com agua destilada estéril. J& para
gemas axilares o melhor método foi: a lavagem das gemas axilares em agua corrente; imersdo em
hipoclorito de sodio (20%) durante 20 minutos; 3 lavagens com agua destilada estéril. Em relagéo ao
meio de cultura para micropropagagao por meio de gemas de rizéforos, 0 MS com a adigdo de 2 mg.L"
' do regulador vegetal BAP foi o melhor, visto que proporcionou uma taxa de pegamento de 53,33%.
Ja para gemas axilares, o MS com a adicdo de 0,5 mg.L'1 del BAP apresentou uma taxa de
pegamento inicial de 40%. Com o subcultivo de material pré-existente no laboratério de cultura de
tecidos verificou-se que essa porcentagem de pegamento aumentou para 76,67 %.

Palavras-chave: Smallanthus sonchifolius, cultura de tecidos, cultura “in vitro”, desinfestagao.

SUMMARY

Yacon is a tropical root used in special markets, mainly in treatments of high cholesterol and diabetes.
The roots are eaten “in natura” and taste similar to melon or pear. This plant was introduced in Brazil
by the Japanese colony in 1989. This work had the purpose to set up the micropropagation of yacon,
through rizophore buds and microstakes, observing the efficacy of asepsis processes and cultivation

medium in micropropagation. The mediums utilized were MS with and without the addition of plant
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growth regulators BAP (6-benzylaminopurine) and NAA (1-naphthaleneacetic acid) and combinations
of them. The best kind of asepsis protocol for micropropagation starting from rhizomes was: wash of
the rhizomes in water; removal of buds with spatula; disinfection of the buds with benomyl (1,5g.L-1)
for 30 minutes; immersion of the buds in alcohol (70%) for 15 seconds; immersion in sodium
hypochlorite at 60% v/v during 30 minutes and 3 washes with sterile distilled water. As for
micropropagation starting from microstakes, the best protocol was: wash of the microstakes in water;
immersion in sodium hypochlorite at 20% v/v during 30 minutes and 3 washes with sterile distilled
water. The best medium for micropropagation through rhizome buds was MS added with 2 mg.L-1 of
the hormone BAP, which provided 53.33% rate of success. As for microstakes, the best medium for

micropropagation was MS added with 0.5 mg.L-1 of BAP, with 40% rate of success. With the utilization

of microstakes of the plants developed ‘in vitro”, the rate of success increase to 76.67%.

Keywords: Smallanthus sonchifolius, tissue culture, “in vitro” culture, disinfestation.

1. INTRODUGAO

As plantas tuberosas tropicais possuem
importancia que pode ser evidenciada em trés
aspectos: cultivo de subsisténcia, cultivos de
importancia étnica ou cultural e cultivo de
importancia econdbmica. Uma mesma espécie
pode apresentar diferentes formas de
valorizagdo, em diferentes paises ou regides do

mundo (Cereda et al., 2002).

O yacon é uma tuberosa que apresenta

caracteristicas peculiares que podem ser
aproveitadas na agregagcdo de seu valor,
aumentando a renda agricola de muitos

produtores rurais. Esta planta atua na
diversificacdo da producgdo agricola, em nichos
ainda néo

de mercados especificos ou

explorados.

A planta esta inserida no género Polymnia
(Compositae, Helianthae), subtribo Melapodinae,
género estabelecido por Linaeus em 1751 e
sustentado por estudos realizados por Wells
(1965) Robles  (2000).

perspectiva diferente foi adotada por Robinson

citado por Uma
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(1979) citado por Grau & Rea (1997) que
estudou os géneros Polymnia e Smallanthus,
classificando o yacon como Smallanthus
sonchifolius. A grande maioria dos artigos
cientificos concorda com o nome cientifico do
yacon de Polymnia sonchifolius (Robles, 2000).
Esta tuberosa ¢é natural das regides
andinas e foi introduzido como cultivo comercial
no Brasil em 1991, em Capao Bonito — Sao
Paulo (Vilhena, 1997). Muito antes da invasao
espanhola, os nativos andinos cultivavam o
yacon nas encostas orientais dos Andes, um dos
sistemas montanhosos mais importantes do
mundo, estendendo-se desde o norte da Bolivia
até o centro do Peru, onde se pode encontrar
grandes quantidades de associagbes de plantas
(Grau, 1997a, Holle, 1997 citado por Robles,
2000). E uma

desenvolvimento e extremamente adaptavel

espécie de rapido
quanto ao clima, altitude e tipo de solo. Apesar
de sua origem andina, em altitudes de 900 a
3500m na Bolivia, Peru e Equador, e 600 a
2500m no noroeste da Argentina, é cultivada na

Nova Zelandia ao nivel do mar, e no Brasil em
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altitudes entre 750 e 850m no Estado de Séo
Paulo (Kakihara, 1996; Vilhena 1997).

De acordo com Nieto (1991), a
propagagcao do yacon pode se dar tanto por
sementes (propagagdo sexuada), como por
rizoforo (propagacado vegetativa). Entretanto, os
clones introduzidos na Europa, Novos Zelandia,
Japao e Brasil, ndo produzem sementes viaveis
e propagam-se por meio dos rizéforos.

Os oligossacarideos do tipo inulina
presentes no yacon tém despertado, grande
interesse na industria alimenticia como adogante
alternativo para a sacarose, e como alimento
funcional, apresentando ag¢bes benéficas a
saude, pois estimulam o desenvolvimento de
bifidobactérias no intestino humano. Apresentam
baixo valor caldrico (1 a 3 KCal/g), sdo anti-
cariogénicos e passam pelo trato digestivo sem
serem metabolizados, interessando também a
industria farmacéutica (Vilhena, 2001). Hirayama
et al. (1993) também observaram o efeito que os
frutanos exercem na queda dos niveis de
colesterol, além de comprovarem o efeito
favoravel na diminuicdo do teor de glicose no
sangue.

Quando cultivada comercialmente, deve-
se ter em mente o destino da producdo: se o
interesse for o consumo das raizes “in natura”,
estas devem apresentar um sabor mais
adocicado, o que ocorre com a maior
concentragdo de agulcares livres em colheitas
tardias; entretanto, se o objetivo for a extragcao
de frutoligossacarideos para utilizagdo na
industria farmacéutica ou de alimentos, a
colheita deve ser realizada antes que ocorra a

despolimerizagao das cadeias dos
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frutoligossacarideos & Nishimoto,
2004).

A técnica de micropropagacéo torna

(Oliveira

possivel a intensificagdo da multiplicacdo de
espécies vegetais, viabilizando igualmente, a
possibilidade de encurtamento do ciclo
vegetativo devido a acdo de reguladores
vegetais empregados nos meios de cultura
(Tombolato et al., 1998).

A conservagao de colegbes ativas de
germoplasma “in vitro” constitui alternativa de
reconhecidos méritos e vantagens sobre a
conservagdo a campo, principalmente para
espécies que requerem renovagdes anuais ou
bianuais da cole¢&o, como é o caso do yacon. A
tecnologia da micropropagagdo é valiosa na
manutengdo e propagagdo de gendtipos de
interesse, tendo em vista que os protocolos
utiizados permitem alta freqiéncia de
multiplicagdo de plantas e “limpeza” do material,
tornando essa técnica vidvel como meio de
producdo de

(Giacometti, 1990).

plantas de alta qualidade

Dentre os principais problemas da

propagacdo vegetativa de espécies que
produzem raizes tuberosas estdo a dificuldade
de conservagdao do material de plantio,
disseminagao de pragas e doengas e pequena
capacidade multiplicativa. O yacon apresenta
como estruturas utilizadas para a multiplicagéo
os rizoforos, os quais no Brasil normalmente sao
contaminados por nematdides do género
Meloidogyne, diminuindo em muito o potencial
produtivo da planta e tornando varias raizes
invidveis para a comercializagao (Kaikara et al.,

1996).
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Lima et al. (2002) avaliaram o efeito dos
reguladores vegetais BAP (benzilaminopurina) e
NAA (acido naftalenoacético) na morfogénese “in
vitro” de explantes isolados a partir de gemas
axilares e apicais de mandioca e afirmaram que
o BAP na concentragao de 0,1 mg.L'1 promoveu
a formacado de calos maiores e mais friaveis
enquanto o NAA na concentragéo de 0,3 mg.L™
propiciou a formagao de brotos em explantes de
mandioca.

Madeira et al. (2005) avaliaram a
diferentes concentragbes de BAP (0,1 a 04
mg.L'1) no desenvolvimento “in vitro” de apices
caulinares de mandioquinha-salsa e verificaram
que a medida em que se aumentou a
concentragao do regulador vegetal ocorreu uma
diminuicdo na altura das plantas, porém com

maior numero de brotagdes.

Assim, o objetivo deste trabalho foi definir

o melhor método de assepsia para
micropropagagao de yacon, assim como testar a
acao do BAP e NAA para obtencao de brotagoes
(plantas), a partir de gemas de rizéforos e gemas

axilares.
2. METODOLOGIA

Foram utilizados rizéforos para retirada
das gemas e microestacas provenientes de
propagulos vegetativos obtidos dos canteiros
experimentais instalados no
CERAT/UNESP/Botucatu.

Para elaboragédo dos meios de cultura
realizou-se um ensaio prévio para a avaliagao da
concentragcdo de agar. O meio de cultura

utilizado foi o Murashige & Skoog (1962), com a
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adicdo dos reguladores vegetais BAP (6-
benzilaminopurina) e NAA (acido
naftalenoacético), em concentragbes definidas
durante os experimentos.

As etapas para definigdo dos protocolos
foram: definir as formas e tamanhos de
propagulos do yacon, a concentragédo e o tempo
de exposicao dos propagulos aos agentes de
desinfestacdo e desinfeccdo; avaliar as
concentragcbes de NAA e BAP nos meios de
cultura MS para melhor desenvolvimento dos
propagulos; avaliar as porcentagens de
pegamento dos propagulos nos meios de
avaliando-se,

cultura, porcentagem de

contaminagdo fungica ou bacteriana e

porcentagem de oxidagéo.

2.1. Micropropagacao a partir de gemas de
rizéforos

As plantas de yacon foram colhidas todas
de uma vez (junho de 2004) e os meios de
cultura para desenvolvimento de gemas de
rizéforo foram: MS; MS + 0,5mg.L'1 de BAP; MS
+2mg.L" de BAP; MS + 2 mg.L" de NAA; MS +
2mg.L" de NAA +2mg.L" de BAP.

O método utilizado para limpeza e selegao
do material foi: lavagem dos rizéforos em agua
corrente, por cerca de 5 minutos, sob escovagao
dos mesmos com escovinha de cerdas macias;
retirada das gemas dos rizéforos com espatula;
desinfeccdo das gemas com benomyl (1,5g.L'1)
durante 30 minutos; imersdo das gemas em
alcool (70%) por 15 segundos; imersdo em
hipoclorito de sodio (60%) durante 30 minutos e
3 lavagens com agua destilada estéril.

Com o protocolo de micropropagagao

acima, avaliou-se qual o melhor meio de cultura
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a fim de se obter o melhor desenvolvimento das
gemas de rizéforos. Foram inoculados 15 tubos
de ensaios com gemas de rizéforo de cada

tratamento.

2.2. Micropropagacao a partir de gemas
axilares

Foram retiradas 60 gemas axilares de
plantas dos canteiros experimentais em
19/02/2004 para instalagdo do primeiro ensaio,
utilizando-se trés meios de cultura diferentes. O
protocolo utilizado para limpeza e selegdo do
material foi; lavagem das gemas axilares em
agua corrente, por cerca de 5 minutos; imerséo
em hipoclorito de sédio (60%) durante 20
minutos; 3 lavagens com agua destilada estéril.

Nao se utilizou desinfeccdo dos
propagulos com benomyl, pois se verificou que a
utilizagdo do mesmo causava queima nas
estacas, mesmo em baixa concentragido. Os trés
meios de cultura avaliados foram: MS; MS +
2mg.L" de NAA; MS + 2 mg.L™" de BAP.

Em um segundo experimento, a
concentragcdo e o tempo de exposicdo das
gemas axilares foram diminuidos (hipoclorito de
sédio  (20%) por 20

combinagbes de BAP e NAA foram avaliadas,

minutos).  Varias
para se obter os melhores resultados de
desenvolvimento das plantas de yacon a partir
de gemas axilares. Os meios utilizados foram:
MS; MS + 0,5mg.L" NAA; MS + 1,0mg.L™" NAA;
MS +2,0mg.L™" NAA; MS + 0,5mg.L™" BAP; MS +
1,0mg.L" BAP; MS + 20mgLl’ BAP;
MS + 0,5mg.L”" NAA + 0,5mg.L”" BAP; MS +
1,0mg.L” NAA+ 1,0mg.L" BAP;
MS + 2,0mg.L”" NAA +2,0mg.L™" BAP.
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Em um terceiro ensaio, apds a definicao
do meio de cultura ideal para a micropropagagao
do yacon a partir de gemas axilares, avaliou-se a
porcentagem de pegamento de 30 explantes
subcultivados de plantas de cultura de tecidos,

sendo a avaliagao feita apds 30 dias.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo de agar de 89.L’1

promoveu os melhores resultados no
desenvolvimento das plantas. Meios de cultura
com concentragdes elevadas de agar, além de
causarem problemas de rachadura no meio,

dificultaram o desenvolvimento das plantas.

3.1. Micropropagagcao a partir de gemas

intumescidas de rizoforos

Os resultados obtidos para avaliagdo das
concentragbes dos reguladores vegetais BAP e
NAA mostraram que as gemas de rizéforos
inoculadas em meio MS + 0,5mg.L" de BAP, em
MS + 2 mg.L”" de NAA e em meio MS + 2mg.L"
de NAA + 2mglL"' de BAP ndo se
desenvolveram. Ja as gemas de rizoforos
inoculadas em MS sem reguladores vegetais
desenvolveram-se, porém de forma lenta e com
formacao de calos. Em algumas plantas ocorreu
a formacdo de raizes. No entanto, gemas
inoculadas em MS contendo 2mg.L”" de BAP
apresentaram um bom desenvolvimento (Tabela
1).

O meio de cultura MS contendo 2mg.L'1
de BAP promoveu o desenvolvimento de 53,33%
de plantas com formacéo de raizes e o meio MS
sem a adicdo de

reguladores vegetais

Botucatu, v. 2, p.46-56, outubro, 2006
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apresentou 20% de plantas desenvolvidas. Os Tabela 1 — Desenvolvimento de gemas de
demais meios de cultura ndo foram eficientes rizoforos de yacon (%), em cinco meios de
para a inoculagdo de gemas do rizéforo, pois cultura apos 30 dias de inoculagéo.

ndo permitram a formagdo de plantas com

raizes.

Meios N° tubos | Calos GN GD GF

(%) (%) (%) (%)

MS 15 40,00 26,67 20,00 13,33
MS + 0,5 mg.L" de BAP 15 | - 100,00 | ------ | --ee-
MS + 2 mg.L" de BAP 15 13,33 20,00 53,33 13,33
MS + 2 mg.L" de NAA 15 20,00 53,33 | - 26,67
MS + 2 mg.L" de NAA +2mg.L" de BAP 15 | 100,00 | - | —mmmeee-
* Descartes

GN-> Gemas nao desenvolvidas;
GD-> Gemas Desenvolvida com formacao de raizes;
GF-> Gemas com presencga de fungos;

3.1. Micropropagacao a partir de gemas cultura dia 19/02/2004. As gemas axilares s&o
axilares mais sensiveis ao desinfetante e verificou-se a
queima superficial de alguns explantes devido a
Foram retiradas gemas axilares de plantas alta concentragdo do hipoclorito. A avaliagcdo
em desenvolvimento dos canteiros ocorreu dia 26/02/2004 e os resultados estao
experimentais do CERAT/UNESP/Botucatu expressos na Tabela 2.
(Figura 1). As mesmas foram divididas em trés

lotes de 20 gemas e inoculadas nos meios de

Figura 1. a) Gema axilar retirada de uma planta de yacon ; b) gema apical utilizada para inoculagdo
em meios de cultura.
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O melhor meio de cultura foi 0 MS sem a
adicdo de qualquer regulador vegetal, visto que

apos 7 dias de inoculagdo apresentou 50% de

gemas desenvolvidas. Estas plantas foram

acompanhadas por até 30 dias (Tabela 2).

Tabela 2. Desenvolvimento de gemas axilares de yacon (%), em trés meios de cultura apés 7

dias de inoculagéo.

Meios N° tubos GCF GCFB GND GD
MS 20 20,00 30,00 50,00
MS + 2mg.L" de NAA 20 20,00 50,00 30,00
MS + 2 mg.L" de BAP 20 5,00 60,00 35,00

GCF - Gemas contaminadas com fungo.

GCFB->Gemas contaminadas com fungos e bactérias.

GND->Gemas n&o desenvolvidas (sadias).

GD-> Gemas desenvolvidas com formagao de raiz.

Um segundo ensaio, aos 27/04/2004, foi
realizado com intuito de avaliar varias
combinagbes dos reguladores vegetais BAP e
NAA, a fim de obter melhores resultados de
desenvolvimento de plantas de yacon a partir de
gemas axilares. O protocolo de desinfeccao
também foi modificado, com diminuicdo da
concentragéo do hipoclorito e maior cuidado com
a assepsia dos tubos de ensaio em solugao de
hipoclorito concentrada, para evitar
contaminagao.

Foram inoculadas 15 gemas axilares em
cada meio de cultura, introduzindo-se apenas a
parte apical da gema. Verificou-se que o melhor
meio de cultura para desenvolvimento de gemas

axilares de yacon foi o meio MS + 0,5 mg.L-1

Revista Raizes e Amidos Tropicais

BAP. Estes dados encontram apoio em Lima et
al. (2002) que, avaliando o efeito do regulador
vegetal BAP na morfogénese “in vitro” de
explantes isolados a partir de gemas axilares e
apicais de mandioca afirmaram que a
concentragcdo de 0,1 mg.L-1 no meio de cultura
promoveu a formagao de calos maiores e mais
friaveis. Os dados

apresentados nesse

experimento foram semelhantes aos
encontrados por Madeira et al. (2005) que
trabalharam no desenvolvimento in vitro de
apices caulinares com cerca de 2mm de
mandioquinha-salsa e verificaram que a
concentracdo de 0,3 mg.L-1 BAP apresentou os
melhores resultados, conciliando didmetro de
calo relativamente reduzido e bom

desenvolvimento da parte aérea. (Tabela 3).

Botucatu, v. 2, p.46-56, outubro, 2006
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Dos 15 tubos que foram inoculados no
meio MS + 0,5 mg.L‘1 BAP, seis apresentaram-
se sadios, com formagido de raiz e de parte
aérea, apresentando uma taxa de pegamento
para esse meio de cultura de 40%, sendo esta
superior a taxa de todos os outros meios
utilizados.

Dessa forma, passou-se a utilizar esse

meio, MS acrescido de 0,5 mg.L'1 de BAP, para

inoculacdo e subcultivo das gemas laterais de
yacon. Todas as plantas de yacon que restaram
dos diversos experimentos passaram novamente
por desinfecgdo e foram transferidas para meio
similar. Ap6s 30 dias foi realizada a avaliagdo

sendo os dados apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Desenvolvimento de gemas axilares de yacon (%), em meio de cultura MS + 0,5

mg.L'1 de BAP apds 30 dias de inoculagao.

Meio

N° tubos S SC (0] OB ND

MS + 0,5 mg.L”" de BAP

30 76,67 0 6,67 | 6,67 | 10,00

S->Sadia;
SC->Sadia com formacéao de calos;
O-> Presencga de oxidagao;

OB->Planta oxidada e com presenca de bactérias;

ND—->Na&o desenvolvida.

A taxa de pegamento neste subcultivo foi
de 76,67%, bastante superior em relagdo ao
(40%).

salientar que estas plantas ja estavam em meio

primeiro experimento Vale a pena
de cultura, e ndo foram trazidas dos canteiros
experimentais onde ocorrem maiores chances
de contaminagdes fungicas e bacterianas nos

meios de cultura.

4. CONCLUSOES

Para as condicbes de realizagdao dos
experimentos, pode-se concluir que o melhor
meio de cultura para micropropagagao por meio
de gemas de rizoéforo € o MS acrescido de 2
mg.L-1 do regulador vegetal BAP, e com a

utilizacdo de gemas axilares, o MS acrescido de

Revista Raizes e Amidos Tropicais

0,5 mg.L-1 do regulador vegetal BAP ¢é o

recomendado.
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