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RESUMO

A diferencia¢do e o desenvolvimento de embrides somaticos
foram observados em 15 gendtipos de batata-doce a partir de
explantes de 4pices caulinares com um ou dois primodrdios foliares.
A embriogénese foi induzida utilizando o meio composto de sais
minerais MS e vitaminas, 3% de sacarose, 0,2% de phytagel,
suplementado com 2,4-D (0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg/L). As culturas fo-
ram mantidas no escuro a temperatura de 27°C. A adi¢do de 2,4-D
foi necessaria para a indugdo de calo embriogénico nos genétipos
027, 94°,184°,“188°, 319, “370°, 374, °442°, “449°, °5491, ‘594°,
‘645°, ‘P13138463°, ‘“White Star’ e ‘Jewel’. Os clones ‘169’ ‘202°,
‘605’ °633” e ‘643’ ndo responderam a indugdo de calo embriogénico.
Os calos embriogénicos apresentaram a coloracdo amarelo claro,
textura compacta e granular, enquanto que os calos ndo
embriogénicos apresentaram coloragdo hialina e consisténcia friavel.
Os calos formaram-se na regido periférica dos explantes. Nas con-
digdes estabelecidas, melhor producdo de calo embriogénico foi
obtida com 2,0 mg/L de 2,4-D. A transferéncia desses calos para
meio sem 2,4-D favoreceu o desenvolvimento dos embrides para os
estadios cordiforme, torpedo e cotiledonar.

Palavras-chave: Ipomoea batatas, embriogénese adventicia,
micropropagacdo, cultura de tecidos.

ABSTRACT

Induction of somatic embryogenesis in sweet potato genotypes

The differentiation and development of somatic embryos were
observed in 15 genotypes of sweet potato using shoot tip explants
with one or two leaf primordia. Somatic embryogenesis was induced
using MS media and vitamins, 3% sucrose, 0,2% phytagel,
supplemented with 2,4-D (0,0; 0,5; 1,0 and 2,0 mg/L). The cultures
were maintained in the dark at 27°C. The addition of 2,4-D was
necessary for embryogenic callus induction in the genotypes ‘92°,
‘94°,¢184%,°1887, 3197, 3707, 374, ‘442°,°449°, °549°, °594°,°645°,
‘PI3138463”, “White Star’ and ‘Jewel’. Clones ‘169, 202°, ‘605°,
‘633’ and ‘643’ did not respond to embryogenic callus induction.
Embryogenic callus showed a yellow and opaque color, compact and
granular texture. Nonembryogenic callus was translucent in color and
friable. Calluses were originated at the periphery of explants. In the
established conditions better formation of embryogenic calluses was
obtained with 2,0 mg/L of 2,4-D. The transfer of embryogenic callus
to 2,4-D free medium allowed embryo development to heart, torpedo
and cotiledonary stages.

Keywords: Ipomoea batatas, adventive embryogenesis,
micropropagation, tissue culture.

(Recebido para publica¢do em 22 de marco de 2005: aceito em 10 de fevereiro de 2006)

batata-doce ¢ uma hortaliga de pro-

agacao vegetativa, via estacas, re-
tiradas de gendtipos selecionados. A
qualidade fitossanitaria do campo de
producdo de batata-doce depende da
qualidade fitossanitaria do material uti-
lizado para propagagdo. Por essa razao,
a batata-doce pode acumular, entre ge-
ra¢gdes de multiplicacdo, diversos
patoégenos, principalmente, virus. Uma
das estratégias para contornar a limita-
¢do de produgao de mudas com alta qua-
lidade fitossanitaria ¢ o uso de métodos
in vitro de propagacdo. Dentre esses,
destaca-se a embriogénese somatica que
tem o potencial de ser usada para pro-
ducdo em larga escala de genotipos eli-
tes, em pequena area de laboratdrio, com
custo competitivo aos métodos tradicio-
nais (Murashige, 1977). Essa técnica
possibilita a fixacdo do ganho genético
pela captura dos componentes aditivos
e ndo aditivos da variabilidade genética
(Guerra et al., 1999) e também pode ser
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empregada na transformacdo genética
de plantas.

Sao poucos os relatos na literatura so-
bre embriogénese somatica de batata-doce
enamaioria foi empregada a cultivar White
Star (ndo comercial) usada para a produ-
¢ao de biomassa (Liu & Cantliffe, 1984a,
1984b; Cantliffe et al., 1987; Raymond &
Cantliffe, 1988, 1989). Nao ha referéncias
sobre a embriogénese somatica em
gendtipos nacionais dessa espécie.

Procurou-se identificar genotipos de
batata-doce do banco de germoplasma
da Embrapa Hortaligas factiveis a
embriogénese somatica e estudar as con-
di¢des de cultura para indugdo de calo
embriogénico e produgdo de embrides
somaticos.

MATERIAL E METODOS

Gendtipos comerciais de batata-doce
do banco de germoplasma da Embrapa

Hortaligas (‘92°, ‘94°, “184°, ‘188’
202°,°319°, °370°, 374°, *442°, *449°,
549°,°594°,°605°, ©633°, ©643°, 645,
‘PI3138463° ¢ as cultivares Jewel e
White Star) foram utilizados como fon-
te de explantes para inducdo da
embriogénese somatica.

Inicialmente foi testada, como refe-
réncia, a metodologia proposta por
Cantliffe et al. (1987) para indugdo de
calo embriogénico na cultivar White
Star de batata-doce. Explantes consti-
tuidos do meristema apical com dois
primordios foliares e porgdo
subadjacente do caule foram excisados
de plantas desenvolvidas em casa-de-
vegetacdo, e cultivados no meio basico
contendo sais minerais de Murashige &
Skoog (1962), com 3% sacarose, 0,2%
de phytagel e, em mg/L: tiamina.HCI,
1,0; piridoxina.HCIl, 0,5; acido
nicotinico, 0,5; e glicina, 2,0. Esse meio
foi suplementado com 2,0 mg/L de 2,4-
D. O pH do meio foi ajustado a 5,7 +
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Tabela 1. Efeito da concentragdo de 2,4-D na percentagem de calos embriogénicos forma-
dos, em explantes de apice caulinar (com dois primérdios foliares) de diferentes gendtipos
de batata-doce, aos 60 dias de cultura. Brasilia, Embrapa Hortalicas, 2003.

Percentagem calo embriogénico em concentragoes de

Explante Genétipos 2,4-D (mg/L)
0,0 0,5 1,0 2,0

Apice caulinar 92" 0(0-30) 90 (55-99) 100 (69-100) 100 (69-100)
94' 0(0-30)  70(34-93) 80 (44-97) 90 (55-99)
188’ 0(0-30) 100 (69-100) 90 (69-100) 100 (69-100)
449’ 0(0-30)  50(18-81) 60 (26-87) 60 (26-87)
594" 0(0-30)  40(12-73) 60 (26-87) 90 (69-100)
White Star'  0(0-30) 90 (55-99) 90 (55-99) 90 (55-99)
Jewel' 0(0-30) 40 (12-73) 80 (44-97) 80 (44-97)

*Numeros em paréntese denotam 95% de intervalo de confianga

0,1. Os meios foram autoclavados, du-
rante quinze minutos, a 121°C e 105
KPa, e distribuidos em placas de Petri
de 100 mm de didmetro, na quantidade
de 25 ml por placa. Em cada placa de
Petri foram inoculados 10 explantes. As
culturas foram mantidas no escuro, por
30 dias, a 27°C e repicadas a cada 30 e
60 dias para meio de idéntica composi-
¢do. Aos 90 dias, as culturas foram
transferidas para meio basico sem regu-
ladores de crescimento e transferidas
para camara de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas com densidade
de fluxo de fotons de 32 umol.m? s, a
27°C. As cultivares embriogénicas fo-
ram identificadas 30 dias apds a ltima
transferéncia.

Em seguida, foram escolhidos os
genotipos ‘White Star’ e ‘94 para de-
terminar o efeito do tamanho do
explante na formacdo de calo
embriogénico. Foram utilizados
explantes, respectivamente, constituidos
de um ¢ dois primordios foliares bem
como dois primoérdios e uma folha emer-
gente aderidos ao apice caulinar. Os
explantes foram cultivados no meio ba-
sico descrito acima, € nas mesmas con-
di¢des de fotoperiodo e temperatura. Foi
identificada a presenga ou auséncia de
calo embriogénico nos diferentes
explantes depois de 90 dias em cultura.

Apos identificagdo dos genotipos
factiveis a embriogénese somatica ¢ o
melhor tamanho de explante, foram uti-
lizados os gendtipos ‘92°, ‘94°, “188’,
‘449’ ¢ “White Star’ para determinagdo
daresposta de diferentes explantes (api-
ce caulinar com dois primordios foliares,
porgdes de folhas, segmentos nodais e
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de raiz, sendo os trés Gltimos oriundos
de plantas desenvolvidas in vitro) em
fungdo de concentragdes de 2,4-D (0;
0,5; 1,0 ¢ 2,0 mg/L), na percentagem de
calo embriogénico formado. O pH dos
meios foi ajustado para 5,7. Apds
autoclavagem (15 minutos, a 121°C e
105 KPa) os meios foram distribuidos
em placas de Petri de 100 mm de dia-
metro, na quantidade de 25 ml por pla-
ca. As culturas foram mantidas em ca-
mara de crescimento, no escuro a 27°C.
Apds 30 dias da inoculagao, as culturas
foram subcultivadas para meio de mes-
ma composi¢ao. Cada parcela consistiu
de uma placa de Petri com 10 explantes.
Aos 60 dias da inoculagao foi determi-
nada a porcentagem de calo
embriogénico formado com o respecti-
vo intervalo de confianga.

Em seguida, foram utilizados os
gendtipos ‘PI13138463°, <927, <94°,
‘188, ‘442’ ¢ ‘449’ para determinar a
massa fresca de calo embriogénico em
fungao da concentragdo de 2,4-D (0; 0,5;
1,0 ¢ 2,0 mg/L), adicionadas ao meio
basico. Ajustou-se o pH de cada meio
para 5,7. Apds autoclavagem (15 minu-
tos, 121°C e 105 KPa), os meios foram
distribuidos em placas de Petri de 100
mm de didmetro, na quantidade de 25
ml por placa. As culturas foram
mantidas em cAdmara de crescimento, no
escuro a 27°C. Apos 30 e 60 dias da
inoculagdo, as culturas foram
subcultivadas para meio de mesma com-
posicdo. Avaliou-se a massa fresca de
calo embriogénico formado por
explante. Empregou-se o delineamento
experimental inteiramente ao acaso com
os tratamentos dispostos no esquema

fatorial 6 x 4 (seis gendtipos de batata-
doce e quatro concentragdes de 2,4-D)
com 18 repetigdes (explantes). A anali-
se do conjunto de dados indicou que a
pressuposicao referente a homogeneidade
de variancias néo foi satisfeita, verifican-
do-se que essa heterogeneidade foi devi-
do haver uma relagdo entre a média e a
variancia, sendo portanto necessario rea-
lizar a transformag@o dos dados antes da
analise de variancia. A fungdo
estabilizadora da variancia, encontrada em
funcado do valor do coeficiente de regres-
sdo linear simples, foi a logaritimica log
(x+1,0). A andlise estatistica teve prosse-
guimento com a aplicagdo do teste de
Tukey (p < 5%).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Calos embriogénicos de batata-doce
foram obtidos nos clones ‘92°, ‘94°,
‘184°,°1887,°319°, °370°, 374, ©442°,
‘449°,°549°,°594°, °645°, ‘P13138463°
e nas cultivares ‘Jewel’ e ‘White Star’,
em meio suplementado com 2,0 mg/L
de 2,4-D. Os genotipos ‘169°, 202°,
‘605°, ‘633” e ‘643’ ndo apresentaram
resposta embriogénica, sugerindo que a
habilidade de formar embrido somatico
em batata-doce ndo ¢ uma propriedade
intrinsica da espécie, mas especifica por
genotipo. Tal fendmeno tem sido docu-
mentado em outras espécies, tais como:
Triticum aestivum (Maddock et
al.,1983), Ipomoea batatas (Jarret et al.,
1984), Calamus merrillii e C.
subinermis (Goh et al., 2001). Do mes-
mo modo genotipos individuais da mes-
ma espécie podem apresentar exigéncias
especificas para capacidade otima de
regeneracgao (Debeaujon & Branchard,
1993; Merkle et al., 1995).

Foi observado que o tamanho do
apice caulinar foi determinante na
indugdo de calo embriogénico na culti-
var ‘White Star’ e no genotipo ‘94°.
Calos originados de apices caulinares
com um ou dois primoérdios foliares for-
maram calo embriogénico. Explantes
com dois primordios ¢ uma folha emer-
gente ndo produziram calo
embriogénico (dados ndo apresentados).
Resultados semelhantes foram obtidos
por Cantliffe et al. (1987) em batata-
doce ‘White Star’, onde a percentagem
de calo embriogénico diminuia com o
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Tabela 2. Efeito de concentragdes de 2,4-D, na producdo de massa fresca de calo embriogénico de cinco gendtipos de batata-doce, em
explante constituido do apice caulinar com dois primoérdios foliares, apds 90 dias em cultura. Brasilia, Embrapa Hortaligas, 2003.

Massa fresca do calo embriogénico em mg

Genétipo
2,4-D (mg/L) P13138463 188 92 94 449 442 Média de dose
0 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa Oa
0,5 0,8043Ab 0,7875Ab 0,7199ABb 0,7527ABb 0,6797Bb 0,6838Bb 0,7384b
1,0 0,8786ABbc  0,9108Ac 0,7997Bbc 0,7285BCb 0,73BCb 0,6785Bb 0,7981c
2,0 0,9579Ac 0,8895ABc 0,8118Bc 0,8734ABc 0,8374Bc 0,6381Cb 0,8452d
Média de gendtipo 0,8803A 0,8631A 0,7771B 0,7866B 0,7562B 0,6690C

Médias seguidas de letras distintas maiusculas nas linhas e minusculas nas colunas diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste Tukey.
Os dados foram transformados usando log ( x+1).

aumento do niamero de primordios
foliares do explante. Esses autores mos-
traram que apices com até dois primordios
foram os explantes eficientes para inducéo
de calo embriogénico e formagdo de em-
brides somaticos em batata-doce ‘White
Star’. Trabalhos subseq(ientes de Cantliffe
¢ colaboradores utilizaram como rotina
explantes com dois primordios foliares na
indugdo de embriogénese somatica na
cultivar ‘“White Star’ (Raymond &
Cantliffe, 1988).

Nos genotipos embriogénicos, 0 api-
ce caulinar com dois primérdios foliares
foi o explante mais eficiente para a
indugdo de calos embriogénicos ¢ pro-
ducdo de embrides somaticos em com-
paragdo com explantes de folhas, seg-
mentos de caule e raiz excisados de
propagulos de batata-doce desenvolvidos
in vitro, os quais ndo formaram embrides
somaticos. A Tabela 1 mostra a produ-
¢éo de calo embriogénico em diferentes
gendtipos de batata-doce, utilizando-se
explantes constituidos do apice caulinar
com dois primordios foliares. A influén-
cia do tipo de explante no sucesso de um
protocolo embriogénico tem sido relata-
dana literatura (Chée et al., 1992; Brown
etal., 1995).

Também foi constatado (Tabela 1)
que a adigdo de 2,4-D foi necessaria para
a indugdo de calo embriogénico em
explantes de apices caulinares, com dois
primordios foliares. Em meio desprovi-
do de 2,4-D nédo ocorreu a diferencia-
c¢ao dos explantes em calo. As concen-
tragdes de 0,5, 1,0 ¢ 2,0 mg/L de 2,4-D
foram efetivas na percentagem de calos
embriogénicos formado nos genotipos
testados, que variou de 40 a 100%, nao
havendo diferenca estatistica entre elas.
Essas porcentagens podem ser conside-
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radas altas ao se comparar com as rela-
tadas em outras espécies como Pinus
pinaster,com média de 15% (Bercetche
& Paques, 1995, citados por Haggman
et al., 1999); Pinus strobus, que variou
de 2,6% a 23% (Garin et al., 1998); ¢
Pinus sylvestris, variando entre 0,2% e
4% (Haggman et al., 1999).

A adicdo de 2,4-D para indugéo de
calo embriogénico em espécies de plan-
tas dicotiledoneas tem sido relatada na
literatura (Halperin & Wetherell, 1964;
Vasil, 1982; Wang et al., 1984; Tabei et
al., 1991; Lee et al., 2001). Em aproxi-
madamente 60% das espécies que res-
pondem a embriogénese somatica em
dicotileddneas foi empregado meio com
2,4-D (Vasil, 1982). Em cenoura,
Halperin & Wetherell (1964) observa-
ram que o 2,4-D induz o desenvolvimen-
to do embrido até o estadio de desen-
volvimento globular. O desenvolvimen-
to subseqiiente do embrido foi em meio
desprovido de auxina. Ja na conifera
Pinus sylvestris, o meio mais efetivo foi
o de 2,4-D (13,6 uM ou 9,1 uM) em
combinagdo com 2,2 uM BAP (6-
benzilaminopurina) (Haggman et al.,
1999). Uma das explicagdes da influén-
cia do 2,4-D na embriogénese somatica
de gendtipos embriogénicos ¢ que as
auxinas promovem a desdiferenciacido
celular, com reativagdo de divisdes ce-
lulares via a coordenagdo da expressao
de genes ¢ modificagdes pos-
transcricionais de proteinas regulatorias
envolvidas no controle do ciclo celular
(Dudits et al., 1995), ¢ que essa resposta
pode depender da fonte de explante usa-
do no experimento (Zimmerman, 1993).
A manutencdo das culturas por longo
periodo em meio com 2,4-D pode causar
variagOes genéticas que afetam o poten-

cial embriogénico (Caligari & Shohet,
1993). Em batata-doce, os embrides
somaticos perdem a capacidade de se
converter em plantas quando as culturas
sd3o mantidas por longos periodos em
meio com 2,4-D (Guerra et al., 1999).

A analise de variancia dos dados de
massa fresca de calo embriogénico
transformados (log (x+1)), indicou que
houve diferenga significativa em rela-
¢do a dose, gendtipo ¢ interagdo entre
esses fatores, com um C.V. de 12,5%.
Dessa forma, a andlise estatistica teve
continuidade com a aplicag¢do do teste
de Tukey (Tabela 2).

Maior massa fresca de calo
embriogénico foi obtida nos genotipos
‘PI3138463” ¢ *188’, os quais nado dife-
riram entre si. O gendtipo ‘442’ foi o
que apresentou menor resposta de pro-
ducdo de calo embriogénico, diferindo
de todos os demais. A concentragdo de
2,0 mg/L de 2,4-D proporcionou maior
massa fresca, ndo diferindo do tratamen-
to com 1,0 mg/L nos genoétipos
‘PI3138463° e ‘92, e diferindo dos
gendtipos ‘94’ e ‘449°. Entretanto, no
gendtipo ‘442’ ndo apresentou diferen-
¢a de massa fresca nas concentragdes de
2,4-D testadas. Independente do
gendtipo utilizado, houve maior forma-
¢ao de calo embriogénico em meio com
2,0 mg/L de 2,4-D (Tabela 2).

Nos genoétipos avaliados, a
embriogénese somatica foi indireta. Ini-
cialmente, ocorreu o entumescimento do
explante em cultura. Entre 15 e 60 dias
apos a inoculagdo foi formado um calo
na periferia do explante. Analise
morfologica desse calo mostrou a pre-
senga de duas regides distintas: uma de
coloragdo amarelo-escuro, de aspecto
granular, com capacidade embriogénica,
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Figura 1. Geno6tipo 442 em meio basico suplementado com 1,0 mg/L de 2,4-D com 90 dias
em cultura. Embrides somaticos com expansdo do hipocétilo e formacdo de pequenos
cotilédones (e2), embrido com um tnico cotilédone cilindrico (el), embrides formando so-
bre massa embriogénica (e3), massa embriogénica (a). Bar = 0,5mm. Brasilia, Embrapa
Hortaligas, 2003.

Figura 2. Gemagao e/ou embriogénese somatica secundaria representado por “e”. Genotipo
PI3138463 em meio suplementado com 1,0 mg/L de 2,4-D com 70 dias em cultura. Bar =
0,5 mm. Brasilia, Embrapa Hortaligas, 2003.

e outra de coloragdo translicida com
consisténcia friavel e ndo embriogénica.

Nos genotipos ‘92°, ‘94’ ‘3197,
‘442,449,594’ ‘645’ ¢ ‘P13138463’
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embrides somaticos foram diferenciados
do calo embriogénico e desenvolveram
em meio basico MS suplementado com
2,4-D. Nos demais gendtipos (“184°,
‘188,370, ‘374’ ¢ °549”), o desenvol-
vimento de embrides somaticos ocorreu
quando os calos embriogénicos foram
transferidos para meio sem auxina.
Acredita-se que na presenga continua-
da de auxina, o calo embriogénico ex-
pressa 0s genes necessarios para com-
pletar o estadio de desenvolvimento
globular e também contém os mRNA e
proteinas que na presenga de auxina ini-
bem a formagdo de embrides maduros.
A remocdo da auxina inativa tais genes
e os embrides podem completar o seu
desenvolvimento (Zimmerman, 1993).

O desenvolvimento dos embrides
somaticos seguiu a seqliéncia dos esta-
dios globular, cordiforme, torpedo e
cotiledonar. Também foi verificada a
formag¢do de embrides no estadio
cotiledonar fusionados pela base. Em-
brides com expansdo do hipocétilo e
formagdo de pequenos cotilédones e
embrides com cotilédones fusionados
(cupuliforme) sdo mostrados na Figura
1. Os primeiros foram chamados de
embrides no estadio torpedo expandido
por Raymond & Cantliffe (1988) e for-
maram plantas normais. Também foi
observada a formagdo de embrido com
desenvolvimento extensivo do
cotilédone (aproximadamente, ¥4 do
embrido) e um pequeno hipocétilo. Va-
rios trabalhos descrevem anormalidades
observadas na embriogénese somatica
in vitro, por exemplo: embrides fundi-
dos (Hu & Sussex, 1971), com
cotilédones multiplos, fundidos, de ta-
manho e forma diferentes; e cotilédones
cilindricos (Halperin & Eetherell, 1964;
Rao, 1965; Chée & Cantliffe, 1988).
Goh et al. (1999) relataram que a pre-
senca de alta concentragao de regulado-
res de crescimento antes ¢ durante a
maturagdo de pro-embrides pode ser a
causa de tais anormalidades. Do mes-
mo modo, a manuteng@o por longo pe-
riodo de tempo do calo embriogénico
em meio com 2,4-D pode favorecer a
ocorréncia de variagdes genéticas
(Caligari e Shohet, 1993, citados por
Guerra et al.,1999).

Além desses estadios ndo caracteris-
ticos de embrido normal, foi notada a

Hortic. bras., v. 24, n. 1, jan.-mar. 2006



Indug@o de embriogénese somatica em genotipos de batata-doce

formacdo de embrides secundarios a
partir de embrides pré-existentes (Figura
2). Embriogénese somatica secundaria
tem sido relatada em embrides
somaticos de Calamus merrillii (Goh et
al., 2001) e Calamus manan (Goh et al.,
1999) e Euterpe edulis (Guerra e
Handro, 1998), dentre outras.

A variagdo de formacdo de calos
embriogénicos no mesmo tratamento
(Tabela 1) se deve aos gradientes
hormonais presentes na planta e dentre
as plantas usadas como fontes de
explantes. Por conseguinte, os explantes
ndo respondem da mesma maneira ao
efeito do tratamento.

Conforme descrito, em batata-doce
os embrides somaticos apresentam gran-
de variabilidade quanto a sua origem,
desenvolvimento e morfologia.
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