CULTURA IN VITRO DE MERISTEMAS DE BATATA-DOCE
(IPOMOEA BATATAS (L.) LAM.)!

ONEIDE FERREIRA DE ANDRADE CASTRO? e ARNOBIO GONGALVES DE ANDRADE?

RESUMO - Cultivares de batata-doce ([pomoea batatas (L.) Lam.) foram avaliadas in vitro em relagdo
a sua capacidade de regenerago de plantulas a partir de 4pices caulinares e micropropagagdo. Os
dpices caulinares foram inoculados no meio MS suplementado com ANA + BAP + KIN + AG3 e ANA
+BAP + AG3. As cultivares RC 1.8, MFT (M4e-de-Familia També), TR 3, 473 e Arroba produziram
plantulas de alturas similares, porém com diferentes taxas de regeneragdo. A suplementagdo com
0,01 mg/l de ANA + 1,0 mg/I de BAP foi a mais recomendavel. A micropropagagio dessas plantulas,
através de segmentos nodais inoculados em meio MS contendo 1,0 mg/l de AG3 nio mostrou diferen-
cas entre as cultivares.

Termos para indexagao: cultivar, plantulas, micropropagagao, cultura de brotos apicais.

MERISTEM CULTURE OF SWEET POTATO (IPOMOEA BATATAS (L.) LAM)

ABSTRACT - In vitro sweet potato ([pomoea batatas (L.) Lam.) was evaluated as to its ability to
regenerate into plantlets and micropropagation. Apical meristems were inoculated on MS medium
supplemented alternatively with ANA + BAP; ANA + KIN + GA3; and ANA + BAP + GA3. The
cultivars RC 1.8, MFT (Mde-de-Familia També), TR 3, 473 and Arroba led plantlets with similar
height but different regeneration ratio. The supplementation with 0.01 mg/l of ANA plus 1.0 mg/l of
BAP was indicated for Arroba and MFT; however, for TR 3, 473 and RC 1.8, the supplementation with
0.005 mg/l ANA + 0.5 mg/l BAP + 0.25 mg/l AG3 was recommended. Plantlets were propagated
through nodal segments using MS medium with 1.0 mg/l of GA3. Differences between cultivars were

not observed.

Index terms: cultivar, plantlets, micropropagation, culture in vitro .

INTRODUCAO

A batata-doce (Jpomoea batatas (L.) Lam.) é uma
hortali¢a freqiientemente cultivada em paises em
desenvolvimento, inclusive no Brasil, especialmen-
te no Nordeste, onde constitui a principal hortali¢a
consumida. E plantada por pequenos produtores,
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sendo considerada muito rustica e pouco exigente,
razdo da escassez de estudos e investimentos
tecnolégicos, para o methor aproveitamento do seu
potencial agrondmico. E propagada vegetativamente
por ramas e raizes, o que favorece a disseminagio
de doengas causadas por fungos e virus (Miranda
etal., 1989; Souza, 1990) e a proliferagio de insetos
(Litz & Conover, 1978; Miranda et al., 1989).

A cultura in vitro de meristemas é considerada
um instrumento valioso na obteng¢do de plantas li-
vres de virus e de outros patdgenos, na propagagio
clonal rapida, no desenvolvimento de variedades
melhoradas (tolerancia a doengas, a herbicidas, a
salinidade e a seca), na preservagdo de germoplasma
e no melhor entendimento dos principios bésicos
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relacionados com a fisiologia, a bioquimica e o de-
senvolvimento das plantas (Vaz, 1986).

O primeiro cultivo in vitro de meristemas de ba-
tata-doce foi realizado por Nielsen (1960). Poste-
riormente, Elliott (1969) obteve os primeiros resul-
tados promissores, pela adi¢do de reguladores de
crescimento. Mais recentemente, meristemas de ba-
tata-doce foram cultivados em meio basico MS
suplementado com BAP (Litz & Conover, 1978),
com associa¢io de KIN e AIA (Alconeroetal., 1975;
Litz & Conover, 1978; Kuo et al., 1985; Gama, 1988;
Dagnino et al., 1991), BAP e ANA (Love, 1985;
Souza, 1990), BAP e AIA (Frison & Ng, 1981) ou
com adi¢dio de AG3 (Rey & Mroginski, 1985;
Dagnino et al., 1991).

Além das condigdes de incubagdo e do meio em-
pregado, os resultados do cultivo in vitro de
meristemas sofrem uma marcada influéncia do
genotipo. Assim, resultados diferentes sdo observa-
dos tanto no cultivo de diferentes espécies quanto de
mesma espécie, variando de acordo com a cultivar
empregada (Elliott, 1969; Alconero etal., 1975; Litz
& Conover, 1978; Frison & Ng, 1981; Kuo
et al., 1985; Love, 1985; Gama, 1988; Dagnino
et al., 1991). Contudo, existem cultivares que res-
pondem de maneira similar (Rey & Mroginski, 1985).

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de
avaliar o comportamento de cultivares de batata-
-doce, quanto a capacidade de regeneracdo de
plantulas a partir da cultura de 4pices caulinares e
micropropagagdo, em trés suplementagdes de fito-
-horménios.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas cinco cultivares de batata-doce
(Ipomoea batatas (L.) Lam.) (RC 1.8, Mae-de-Familia
També, TR 3, 473 e Arroba) pertencentes ao Banco de
Germoplasma da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). O meio basico de cultura empre-
gado foi o de Murashige & Skoog (1962) com as
suplementagdes (mg/1) denominadas de S 1- ANA (0,01)
+ BAP (1,0) (Souza 1990), S 2- ANA (0,1) + KIN(0,1) +
AG3(1,0)e S 3- ANA (0,005) + BAP (0,25) + AG3 (0,25)
(Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuéria - IPA).
Na fase de micropropagagdo das pléantulas, foi utilizado o
meio MS suplementado com 1,0 mg/l de AG3 e pH ajus-
tado para 5,9 (IPA). Os meios foram esterilizados em
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autoclave a 121 °C durante 15 minutos e, apos a
semi-solidificago, foram conservados em cdmara fria com
temperatura de 4 °C a 8 °C.

Brotos apicais medindo aproximadamente 1,0 cm de
comprimento foram coletados de plantas cultivadas em
telado, em recipiente com agua destilada esterilizada, ¢
levados ao laboratério. Em cAmara de fluxo laminar, em
condigdes estéreis, os brotos foram transferidos para ou-
tros frascos contendo alcool etilico a 70% (Brilux), du-
rante 1 a 2 minutos, ¢, em seguida, para outro com
hipoclorito de s6dio (4gua sanitaria Brilux a 20%), duran-
te dez minutos. Posteriormente, os brotos foram lavados
trés vezes em agua destilada autoclavada; depois da ulti-
ma lavagem, o material permaneceu na 4gua até ser utili-
zado.

A excisdo dos apices foi feita sob esteriomicroscopia,
com o auxilio de bisturis, estiletes e pingas esterilizados
em alcool etilico a 100% (Brilux) e flambados antes de
cada operagdo. Nessas condigdes, os 4pices caulinares
foram cuidadosamente seccionados com tamanho de apro-
ximadamente 0,5 mm, contendo um par de primérdios
foliares, e rapidamente transferidos para os tubos de en-
saio que continham o meio de cultura. Em seguida, os
tubos foram vedados com parafilme e incubados em sala
de crescimento a 25+3 °C e fotoperiodo de 16 horas (luz
do dia plus -40 w, F 30 t 12/LDP).

Asavaliagdes das culturas, ap6s inoculagao, foram fei-
tas diariamente, durante as duas primeiras semanas, €, em
seguida, semanalmente, até 120 dias do experimento, ob-
servando-se o desenvolvimento das gemas, a oxidagdo, a
contaminagdo, a formag@o de calos, folhas, raizes, gemas
¢ a morfologia geral das plantulas formadas.

As pléantulas obtidas foram removidas dos tubos de
ensaio, em cadmara de fluxo laminar, ¢ seccionadas com
bisturis estéreis em segmentos nodais de aproximadamente
2,0 cm, contendo geralmente trés gemas. Os segmentos
nodais foram inoculados no meio de micropropagagdo ¢
incubados em sala de crescimento a 2543 °C e fotoperiodo
de 16 horas (luz do dia plus - 40 w, F 30 YLDP).

As plantulas desenvolvidas foram aclimatadas para
facilitar sua adaptagdo ao ambiente, que consistia em
seccionar a metade de cada folha e raiz, antes de serem
cultivadas em bandeja de isopor de 1,0m x 0,5m x 0,15m,
com subdivisdes de 5,5cm x 5,5¢m x 12,0cm, em casa-
-de-vegetagdo, com temperatura média, no periodo chu-
voso, de aproximadamente 27 £ 2 °C ¢, no periodo seco,
de 29 + 2 °C, fotoperiodo natural no més de abril (aproxi-
madamente doze horas) e regas automaticas tipo
nebulizagdo, de 50 segundos, a intervalos de 20 minutos,
com a finalidade de manter a umidade adequada. A avali-
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agao da aclimatagdo foi realizada pela contagem das
plantulas desenvolvidas, apos 30 dias de cultivo.

O delineamento experimental utilizado foi o inteira-
mente casualizado com arranjo fatorial, utilizando-se cin-
co cultivares com quatro repetigdes (cada repetigdo
correspondia a um épice caulinar inoculado). As alturas
das plantulas (cm) foram transformadas segundo a raiz
quadrada de X + 1, foram avaliadas pela analise de
varidncia e comparadas pelo teste de Tukey (Zonta &
Machado, 1989). Os percentuais de regeneragdo de plan-
tas foram avaliados pelo teste de Qui-quadrado e a Prova
Exata de Fisher (Dean et al., 1990).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os apices caulinares desenvolveram-se inicial-
mente, originando gema, em torno da primeira se-
mana de cultivo; em seguida, diferenciou-se em
brotagdo, e, finalmente, desenvolveu-se até plantula
com crescimento da parte aérea e formag3o de raizes.
A percentagem média de regeneragdo de plantulas a
partir dos apices caulinares cultivados foi de 38,3%,
sendo: 58,3% (Arroba); 41,7% (TR 3 ¢ RC 1.8);
33,3% (473) e 16,7% (Mie-de-Familia També)
(p<0,05) (Fig. 1).

Quanto ao meio de cultura empregado, foi obser-
vado que 0 S 2 (0,1 mg de ANA/I, 0,1 mg de KIN/I
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FIG. 1. Percentagem média de regeneragdo de
plantulas a partir do cultivo in vitro de
dpices caulinares de batata-doce
(Ipomoea batatas (L.) Lam.), apés 120
dias de cultivo nos meios S1,S2e S 3,
de acordo com a cultivar.
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e 1,0 mg de AG3/1) ndo regenerou plantulas, enquan-
to,no S 1 (0,01 mg de ANA/], 1,0 mg de BAP/) e
no S 3 (0,005 mg de ANA/I, 0,25 mg de BAP/l e
0,25 mg de AG3/1), foram regenerados 70,0% e
45,0%, respectivamente (p<0,05) (Fig. 2).
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FIG. 2. Percentagem média de regeneragio de

plintulas a partir do cultivo in vitro de
apices caulinares de batata-doce
(Ipomoea batatas (L.) Lam.) nas cultiva-
res RC 1.8, Mie-de-Familia També,
TR 3,473 e Arroba, apés 120 dias de cul-
tivo, de acordo com o meio.

Calos, observados praticamente em todas as
plantulas, dependendo do seu tamanho, causaram
dificuldade ao crescimento das plantulas.

Quanto ao tamanho das plantulas desenvolvidas
a partir dos apices caulinares inoculados, embora
ndo tenha sido observada diferenca entre as cultiva-
res empregadas, foi evidenciada diferenga entre os
meios de cultivo e a interagdo meio x cultivar
(p<0,05). Os meios S 1 ¢ S 3 apresentaram tamanhos
médios das plantulas de 1,45cm e 0,93cm, respecti-
vamente, ndo diferindo entre si, enquanto o S 2 ndo
regenerou plantula (Fig. 3). No que diz respeito a
interagdo, a maior altura média das plantulas foi a
registrada na cultivar Arroba (4,38cm), cultivada
no S I (p<0,05). Os apices caulinares das cultivares
TR 3, 473 e RC 1.8 desenvolveram-se de forma se-
melhante nos meios de culturaS 1 e S 3. A Mie-de-
-Familia També sé regenerou plantulas no meio
Sl.
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FIG. 3. Altura média das plantulas a partir do
cultivo in vitro de apices caulinares de
batata-doce (Ilpomea batatas (L.) Lam.),
apos 120 dias de cultivo in vitro, de acor-
do com o meio.

As plantulas desenvolvidas foram micropro-
pagadas através de segmentos nodais que, em torno
do sétimo dia de cultura, apresentavam inicio de for-
magdo de raizes e broto. Apos 24 dias, observava-se
desenvolvimento de parte aérea, brotagdo com ge-
mas bem desenvolvidas e raizes; finalmente, aos 60
dias de cultivo, estavam plenamente desenvolvidas.
A percentagem média de regeneragdo das plantulas
foi de 84%, sendo: 100% (Vit6ria Roxa, Paulistinha
¢ Co-Branca); 80% (Co-Roxa, Mie-de-Familia
També, TR 3, Arrobae RC 1.8) e 60% (473). Quan-
to a altura média das plantulas, ndo foi evidenciada
diferenga significativa entre as cultivares; entretan-
to, numericamente, observou-se que a Vitéria Roxa
apresentou a maior altura (10,2cm) e a RC 1.8
(2,7 cm), a menor. Observou-se, ainda, que as culti-
vares Arroba e RC 1.8 assumiram aspectos de
touceira com pequenos segmentos nodais, enquanto
as demais apresentaram internddios longos, tenden-
do a formar ramas (Fig. 4). :

Foram aclimatadas quatro plantulas por cultivar,
originando, apds 30 dias de cultivo, 19 (52,8%) plan-
tas, assim distribuidas, de acordo com a cultivar: trés
(RC 1.8, Co-Roxa e Vitoria Roxa), duas (TR 3,473,
Arroba e Co-Branca) e uma (Mée-de-Familia També
e Paulistinha).

A percentagem de regeneragdo de plantulas a
partir de pices caulinares ¢ um bom indicativo da
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FIG. 4. Altura média das plantulas a partir do

cultivo in vitro de 4pices caulinares de
batata-doce (Ipomea batatas (L.) Lam.),
apds 120 dias de cultivo in vitro, de acor-
do com as cultivares.

potencialidade que uma cultura possui ao ser muliti-
plicada in vitro. As percentagens de desenvolvimento
dos meristemas nos meios S 1 e S 3 foram superio-
res as observadas por outros autores (Kuo et al.,
1985; Gama, 1988). O meio S 2 ndo regenerou
plantulas, ndo sendo, portanto, recomendado. As per-
centagens obtidas nas diversas cultivares emprega-
das, embora tenham sofrido varia¢des, conforme tem
sido observado em outros trabalhos (Elliott, 1969;
Alconero etal., 1975; Litz & Conover, 1978; Frison
& Ng, 1981; Kuo et al., 1985; Love, 1985; Gama,
1988; Dagnino et al., 1991), foram suficientes para
fornecer o material necessario a micropropagagio
no banco de germoplasma do IPA e a produgio de
material vegetal para outros experimentos.

Em relagdo aos meios de cultura, as maiores per-
centagens de regeneragdo e alturas foram obtidas
com as suplementagdes com ANA e BAP (S 1), como
previamente relatado (Souza, 1990), ou com ANA,
BAP e AG3 em baixas concentragdes (S 3). Contu-
do, 0 S 2, contendo ANA, KIN ¢ AG3 em concen-
tracdes mais elevadas, ndo levou a formagio de
pléantulas, sendo, portanto, inadequado para estimu-
lar o desenvolvimento dos apices caulinares das cul-
tivares estudadas. A combinagdo de auxinas e
citocininas tem sido comumente empregada para o
cultivo de meristemas de batata-doce com maior taxa
de regeneragdo e altura das plantulas (Alconero
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et al., 1975; Kuo et al., 1985; Love, 1985; Gama,
1988). Deve-se considerar que esses trabalhos em-
pregaram varios tipos e concentragdes de auxinas e
citocininas, além de gen6tipos variados. Assim, essa
diversidade de varidveis e suas possiveis e comple-
xas interagdes dificultam uma analise comparativa.

A adigdo de AG3 tem levado a resultados contra-
ditdrios, pois Rey & Mroginski (1985) observaram
um incremento de 50% no numero de meristemas
que produziram plantulas completas, pela adigdo de
AG3 no meio de cultura MS suplementado com
auxina e citocinina (mesma suplementagdo que o
S 2), enquanto Dagnino et al. (1991) observaram que
a cultivar Mie-de-Familia respondeu a adigio do
AG3, produzindo plantulas, e a Coragdo Alado ndo
respondeu, apresentando apenas calosidade. Essa
interagdo cultivar/meio poderia explicar o insucesso
com o S2.

No cultivo, foram utilizados apices caulinares,
com dois primérdios foliares, medindo cerca de
0,5 mm. Esse tamanho tem sido utilizado por vérios
autores (Frison & Ng, 1981; Hu & Wang, citado por
Souza, 1990) e recomendado para obtengdo de
plantulas livres de doengas (Frison & Ng, 1981; Hu
& Wang, citado por Souza, 1990). Tamanhos maio-
res, embora garantam maior possibilidade de sobre-
vivéncia, diminuem as chances de erradicagdo de
infec¢des virais (Elliott, 1969; Alconeroetal., 1975;
Frison & Ng, 1981; Kuo et al., 1985; Rey &
Mroginski, 1985; Gama, 1988; Souza, 1990;
Dagnino et al., 1991).

O padrido de desenvolvimento dos apices
caulinares cultivados no S1 (0,01 mg de ANA/l e
1,0 mg de BAP/I) e S3 (0,005 mg de ANA/I
0,25 mg de BAP/l e 0,25 mg de AG3/1) foi aquele
comumente observado em batata-doce, com presen-
¢a de calo, formagdo de parte aérea e, posteriormen-
te, raizes (Litz & Conover, 1978; Gama, 1988). En-
tretanto, o do S2 (0,1 mg de ANA/IL, 0,1 mg de
KIN/le 1,0 mg de AG3/1) apresentou caracteristicas
diferentes, formando apenas calos com raizes de po-
laridade invertida, sem regenerag@o de plantulas.
Essa inversdo na polaridade ¢ uma anomalia do de-
senvolvimento, tendo sido registrada no cultivo de
calos embriogénicos de Brassica oleracea (Parrek
& Chandra, 1978), e pode ter sido conseqiiéncia da
suplementagdo hormonal e sua interagdo com as cul-
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tivares, pois esse mesmo meio de cultura, emprega-
do no cultivo de é4pices caulinares de duas outras
cultivares, resultou em alta taxa de formago de
plantulas (Rey & Mroginski, 1985). E provéavel ain-
da que concentragdes iguais de auxina e citocinina
tenham interferido negativamente na formacfo de
partes aéreas, por serem capazes de estimular a pro-
liferagdo de calos (Caldas et al., 1990).

As plantulas obtidas com a cultura de apices
caulinares foram micropropagadas através de seg-
mentos nodais inoculados em meio MS suplementado
com 1,0 mg de AG3/l, em que 84,4% dos propagulos
formaram plantulas. Esses resultados sdo superiores
aos observados por Souza (1990), que recomendou
o emprego do AG3 na concentragdo de 10 mg/l, e
aos de Kuo et al. (1985), que obtiveram melhores
resultados com 0,2 mg de AIA/l e 1,0 mg KIN/I. Os
demais autores que trabalharam com cultura de éapi-
ces caulinares de batata-doce ndo apresentaram re-
sultados relativos a fase de micropropagagdo.

Em relagdo a altura média das plantulas, ndo foi
observada diferenga entre as cultivares. No que diz
respeito a esse parametro, deve-se levar em consi-
dera¢do a anatomia da plantula, pois as cultivares
Arroba e RC 1.8 apresentam segmentos nodais pe-
quenos, assumindo o aspecto de touceira, enquanto
as demais apresentam segmentos nodais maiores,
tendendo a formar ramas longas. Ap6s a aclimatago,
obtiveram-se plantas adaptadas as condigdes de cul-
tivo em casa-de-vegetagdo, embora em proporgdo
inferior as observadas por Rey & Mroginski (1985)
e Souza (1990), que obtiveram 90% a 95% ¢ 86%
de plantas aclimatadas, respectivamente.

CONCLUSOES

1. Pela cultura in vitro de apices caulinares das
cultivares Arroba, TR 3,473, RC 1.8 e Mie-de-Fa-
milia També, foi possivel a regeneragdo de plantulas
de batata-doce, que poderdo ser micropropagadas
rotineiramente.

2. A melhor suplementagdo do meio MS para a
cultura de dpices caulinares das cultivares RC 1.8,
Mie-de-Familia També e Arroba foi 0,01 mg de
ANA/l e 1,0 mg de BAP/I, enquanto, para RC 1.8,
TR 3 e 473, a suplementagdo mais adequada foi
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0,005 mg de ANA/L, 0,25 mg de BAP/1e 0,25 mg de
AG3/1.

3. Na fase de micropropagagdo (utilizando-se o
meio MS suplementado com 1,0 mg de AG3/1), as
cultivares Vitdria Roxa, Paulistinha, Co-Roxa, Mie-
-de-Familia També, TR 3, 473, Arroba e RC 1.8 ti-
veram comportamento similar.
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