INDUGAO E COMPORTAMENTO DE CALOS DE BATATA-DOCE EM MEIO SALINO’
ONEIDE FERREIRA DE ANDRADE CASTRO?e ARNOBIO GONGALVES DE ANDRADE®

RESUMO - Com o objetivo de avaliar o comportamento de cultivares de batata-doce (Ipomoea batatas
(L.) Lam.) quanto a produgdo de calos, em diferentes suplementagdes de fitohormoénios, e em meio
contendo diferentes concentragdes de NaCl, foram inoculados explantes de peciolo de nove cultivares no
meio de Murashige & Skoog com suplementagdes de 2,21 ou 1,0 mg/L de 2,4-D, combinado ou ndo com
0,0025 mg/L de BAP. Observou-se diferengas na taxa de regeneragdo ¢ tamanho dos calos, conforme a
cultivar ou meio empregado, sendo os melhores resultados obtidos com a cultivar Arroba, em meio de
cultura suplementado com 2,21 mg/L de 2,4 D + 0,0025 mg/L de BAP. A cultivar Vitoria Roxa nio
formou calos. A salinidade reduziu o crescimento dos calos, permitindo a classificacdo decrescente das
cultivares quanto a resisténcia a salinidade em: Arroba, Co-Roxa, RC 1.8, Co-Branca, TR 3, Mae-de-
Familia També, Paulistinha e 473.

Termos para indexagdo: cultivar, hormonio, explantes de peciolo, salinidade.

SWEET-POTATO CALLUS CULTURE AND BEHAVIOUR IN SALINE MEDIUM

ABSTRACT - Aiming at the evaluation of sweet-potato (Ilpomoea batatas (L.) Lam.) as to calli
production in different phytormone supplements and their response to increase NaCl concentration,
petiole explants of nine cultivars were innoculated on the Murasshige & Skoog medium supplemented
with 2.21 or 1.0 mg/L of 2,4-D, combined or not with 0.0025 mg/L of BAP. Differences on rate and size
of calli according to cultivar or medium were observed. The best results were found on the Arroba cultivar
in medium suplemented with 2,4-D (2.21 mg/L) + BAP (0.0025 mg/L). The cultivar Vitoria Roxa did not
develop callus. Saline stress reduced calli growth, aiming at ranking cultivars according to its decreasing
salinity tolerance, as follows: Arroba, Co-Roxa, RC 1.8, Co-Branca, TR 3, Méae-de-Familia També,
Paulistinha and 473.

Index terms: cultivar, phytormone, petiole explants, salinity.
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INTRODUCAO

A batata-doce (I[pomoea batatas (L.) Lam.), pertencente a familia Convolvulacea, ¢ uma hortali¢a tuberosa
de grande adaptacdo, que apresenta, dentre outras caracteristicas, um germoplasma com grande diversidade
genotipica e fenotipica (Peixoto & Miranda, 1984). No Brasil, essa cultura ocupa a quarta posi¢éo entre as
hortalicas mais consumidas (3,6 kg/pessoa/ano). Na regido Nordeste, onde as condigdes edafocliméticas
favorecem sua producdo, destaca-se como a principal hortaligca, com um consumo per capita de 6,8 kg/ano
(Miranda et al., 1989).

Ja nas regides aridas e semi-aridas, o emprego da irrigagdo ¢ fundamental para a obtencao da produtividade
satisfatoria dessa cultura, que pode resultar na saliniza¢do dos solos (Lupotto et al., 1989). Desta forma, torna-
se necessario o desenvolvimento de tecnologias que possibilitem a expansdao do cultivo em areas com
problemas, especialmente de solos salinizados, ¢ o emprego de cultivares adaptadas as condi¢des ambientais.

A tecnologia de manipulagdo de células, tecidos e orgdos in vitro é promissora para o melhoramento
genético das plantas. Variantes somaclonais permitem a obteng@o de culturas com caracteristicas agrondmicas
superiores, como, por exemplo, tolerancia a salinidade (Vaz, 1986). Assim, é necessdrio conhecer o
comportamento in vitro de uma cultura, ou mesmo cultivar, antes de serem procedidos ensaios para sele¢do de
linhagens celulares ou de calos resistentes a salinidade. Este procedimento atende aos requisitos essenciais
para o melhoramento de culturas resistentes a salinidade, preconizados por Epstein citado por Tal (1985):



haver possibilidade de crescimento das plantas em substrato salino; existir variabilidade genética nas espécies
cultivadas ou seus parentes selvagens; dispor de um método para selecionar grande nimero de genotipos
tolerantes a salinidade e de critérios para identificacdo de genotipos superiores nas grandes populagdes
segregadas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento de cultivares de batata-doce quanto a producao de
calos, em diferentes suplementagdoes de fitohormdnios e seu comportamento em meio com variadas
concentragdes de NaCl.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas nove cultivares de batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.), das quais RC 1.8, Mae-de-Familia
També, TR 3, 473 ¢ Arroba, pertencentes ao Banco de Germoplasma da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), e Co-Branca, Co-Roxa, Vitéria Roxa e Paulistinha, do laboratorio de Biotecnologia da Empresa Pernambucana
de Pesquisa Agropecuaria (IPA), cultivadas em telado.

Para obtengdo dos calos foi utilizado o meio basico de Murashige & Skoog (1962), avaliando-se as seguintes
suplementagdes: a) 2,21 mg/L de 2,4-D (SC 1), Chée & Cantliffe (1988); b) 1,0 mg/L de 2,4-D (SC 2), Jarret et al. (1984);
e c) 2,21 mg/L de 2,4-D e 0,0025 mg/L de BAP (SC 3), Salgado-Garciglia et al. (1985). Fragmentos de peciolos com
aproximadamente 1,5 mm foram inoculados e, apds 60 dias, foram feitas as avaliagdes com base nas modificagdes
morfologicas dos explantes, coloragdo, textura e consisténcia aparentes. Na mensurag@o do crescimento dos calos usou-se
escala de tamanhos, variando de 1 a 23 (Nabors et al., 1982). O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado
com arranjo fatorial, utilizando-se nove cultivares com trés repeti¢des (cada repeticdo correspondendo a quatro explantes).
Os dados do tamanho dos calos foram transformados em raiz quadrada de X, para analise de varidncia e comparagao pelo
teste de Tukey (Zonta & Machado, 1989). Na analise da taxa de regeneragdo dos calos utilizou-se o teste Qui-quadrado ou
a Prova Exata de Fisher (Dean et al., 1990).

Para avaliagdo do comportamento em meio salino, os calos obtidos foram seccionados, em condigdes assépticas, em
fragmentos de aproximadamente 4 mm de diametro (aproximadamente tamanho 10) e transferidos para o meio de cultura
selecionado (SC 3) com trés concentragdes de NaCl (0,0%; 0,5%; 1,0%). Foram testadas oito cultivares, em trés niveis de
NaCl, com trés repeticdes (cada repeticdo correspondendo a quatro explantes). O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado com arranjo fatorial. O pardmetro analisado foi o tamanho relativo médio dos calos (% em
relagéio aos controles), transformado e analisado conforme os mesmos critérios adotados no experimento de inducio de
calos. Foram registradas coloragdo, textura e consisténcia dos calos. Além disso, foi construida uma curva de sensibilidade
(Lupotto et al., 1989) com base no percentual do tamanho dos calos nas concentragdes de 0,5% e 1,0% de NaCl em
relagdo aos controles (0,0% de NaCl), apds 50 dias de incubagio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De modo geral, a formagao dos calos deu-se com o engrossamento e alongamento do peciolo. Inicialmente
de colorag@o translucida, os calos tornaram-se compactos, com nodulagdes irregulares e adquiriram coloragéo
amarelada nas cultivares RC 1.8, Mae-de-Familia També, TR 3, 473 ¢ Co-Roxa; ou amarelo-esverdeada nas
Arroba, Paulistinha e Co-Branca. Com relagdo ao desenvolvimento, obser-vou-se inicio de formagao de calos
aos 15 dias nas cultivares Arroba, Paulistinha, Co-Branca, TR 3, 473 e Co-Roxa, € 30 dias nas RC 1.8 ¢ Mae-
de-Familia També. A cultivar Vitéria Roxa, mesmo apresentando inicio de formagdo de calos aos 45 dias, ndo
os desenvolveu.

Dos 324 explantes inoculados, 119 (36,7%) formaram calos diferenciados entre as cultivares (p<0,05). O
meio SC 3 apresentou taxa de formagdo de calos de 63,9%, significativamente (p<0,05) superior as do SC 1
(18,5%) e do SC 2 (28,7%) (Tabela 1).

Quanto ao tamanho médio dos calos, foi evidenciada diferenga (p<0,01) entre as cultivares e entre os
meios de cultura. Também foi significativa a interagdo entre cultivares ¢ meios. No meio SC 3 foram
verificados os maiores tamanhos médios dos calos (p<0,01) (Tabela 2). Além disso, observou-se que o unico
meio a ndo apresentar diferenca significativa entre os tamanhos dos calos das diversas cultivares foi o SC 1. A
cultivar Arroba apresentou calos de tamanhos médios, superiores (p<0,01) aos da Méae-de-Familia També, RC
1.8 e Co-Roxa, os quais ndo diferiram dos verificados nas cultivares Paulistinha, Co-Branca, TR 3 e 473.
Observou-se que as cultivares Arroba, Paulistinha, 473 e Co-Roxa formaram calos nos trés meios de cultura;
Co-Branca e TR 3, nos meios SC 2 ¢ SC 3; RC 1.8, nos meiosSC 1 e SC 3; e Mae-de-Familia També, no SC
3.



TABELA 1. Taxa de formacio de calos a partir de explantes de peciolos de cultivares de batata-doce (Ipomoea
batatas (L.) Lam.), apés 60 dias de cultivo in vitro, de acordo com o meio de cultural.

Cultivar Meio de cultura? Média

SC1 SC2 SC3

%

Arroba 75,0a 66,7° 66,7ab 69.,4a
Paulistinha 41,7ab 66,7° 66,7ab 58,3ab
RC 1.8 33,3ab 0,0c 91,7a 41,7abc
Co-Branca 0,0c 58,3ab 66,7ab 41,6abc
TR 3 0,0bc 8,3bc 100,0a 36,1bc
473 8,3bc 16,7b 83,3a 36,1bc
Co-Roxa 8,3bc 41,6ab 33,3bc 27,8¢
M. Fam. També 0,0c 0,0c 66,7ab 22.2¢
Vitéria Roxa 0,0c 0,0c 0,0c 0,0d
Média 18,5B 28,7B 63,9A 36,7

' Valores seguidos de letras iguas, minasculas nas colunas e maitsculas nas linhas, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade,
pelo Qui-Quadrado ou Prova Exata de Fisher.

> SC1=2,21 mg/L de 2,4-D; SC2= 1,0 mg/L de 2,4-D; SC3= 2,21 mg/L de 2,4-D e 0,0025 mg/L de BAP.

TABELA 2. Tamanho dos calos formados a partir de explantes de peciolos de cultivares de batata-doce (Ipomoea
batatas (L.) Lam.), apés 60 dias de cultivo in vitro, de acordo com o meio de cultura. Recife, 19941,

Cultivar Meio de cultura? Média
SC1 SC2 SC3
Tamanho médio dos calos®
Arroba 6,3aA 11,2aA 17,6aA 11,7
Paulistinha 2,4aA 9,4abA 8,7abcA 6,8
Co-Branca 0,0aB 7,8abAB 10,1abA 6,0
TR 3 0,0aB 1,6abB 14,9aA 5,5
M. Fam. També 0,0aB 0,0bB 15,2aA 5,1
RC 1.8 1,8aB 0,0bB 13,1abA 49
473 1,2aB 1,0abB 12,2abA 4,8
Co-Roxa 0,6aA 1,2abA 2,5bcA 1,4
Vitéria-Roxa 0,0aA 0,0bA 0,0cA 0,0
Média 1,3 3,6 10,5 5,1

!'Valores seguidos de letras iguais, mintsculas nas colunas e maitisculas nas linhas, ndo diferem entre si a 1% de probabilidade,
pelo teste de Tukey.

28C1=2,21 mg/L de 2,4-D; SC2= 1,0 mg/L de 2,4-D; SC3= 2,21 mg/L de 2,4-D e 0,0025 mg/L de BAP.

* Tamanho médio de 12 calos, segundo a escala de Nabors et al. (1982).

Houve diferenga significativa entre os niveis de NaCl e entre as cultivares, quanto ao tamanho dos calos. A
interacdo desses dois fatores também foi significativa (p<0,01). A comparagdo das médias relativas aos niveis
revelou diminui¢do do crescimento com o aumento na concentracdo de NaCl (p<0,01), sendo mais acentuada
a 1,0% de NaCl (Tabela 3). Na concentracdo 0,5% de NaCl, os tamanhos médios relativos (% em relacdo ao
controle) dos calos das cultivares Arroba e Co-Roxa foram superiores aos das cultivares Paulistinha e 473;
enquanto que os das cultivares Co-Branca e RC 1.8 diferiram dos da cultivar 473 (p<0,05). Na concentragdo
1,0% de NaCl, nao foi observada diferenca significativa entre os tamanhos relativos médios dos calos das
cultivares estudadas (p>0,05).

Avaliando-se a sensibilidade, com base nos tamanhos relativos médios dos calos, em relagdo aos niveis de
NaCl, observou-se que as cultivares Mae-de-Familia També, TR 3, Paulistinha e 473 apresentaram
diminuicdo (p<0,01) brusca do tamanho dos calos nas concentragdes de 0,5% e 1,0% de NaCl; Co-Branca
apresentou queda progressiva no tamanho dos calos nas concentragdes de 0,5% (p<0,01) e 1,0% (p<0,01) de



NaCl; Arroba, Co-Roxa e RC 1.8 ndo apresentaram redugdo significativa em 0,5%, porém mostraram reducio
acentuada (p<0,01) em 1,0% de NaCl (Tabela 3).

TABELA 3. Tamanho absoluto e relativo dos calos de peciolo de cultivares de batata-doce (Ipomoea batatas (L.)
Lam.) cultivados in vitro, durante 50 dias, em meio com diferentes concentra¢des de NaCl, Recife,

19941,
Cultivar Concentragdo de NaCl (%)
0,0 0,5 1,0

———Tamanho absoluto? e relativo (% do controle)———
Arroba 17,2 (100)aA 11,1 (64,2)aA 0,3 (1,9)aB
Co-Roxa 19,5 (100)aA 10,2 (52,6)aA 0,0 (0,0)aB
Co-Branca 18,7 (100)aA 7,5 (40,0)abB 0,0 (0,0)aC
RC 1.8 3,2 (100)aA 1,1 (34,2)abA 0,2 (7,9)aB
M. Fam. També 2,4 (100)aA 0,7 (31,0)abcB 0,6 (24,1)aB
TR 3 22,3 (100)aA 6,2 (27,6)abcB 0,5 (2,2)aB
Paulistinha 11,7(100)aA 0,8 (7,1)bcB 0,0 (0,0)aB
473 12,5 (100)aA 0,0 (0,0)cB 0,8 (6,7)aB
Média 13,4 (100)A 4,7(37,2)B 0,3 (2,5C

! Valores relativos (entre parénteses) seguidos de letras iguais, mintisculas nas colunas ¢ maitsculas nas linhas, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade,
pelo teste de Tukey.
2 Tamanho médio de 12 calos segundo a escala de Nabors et al. (1982).

A colorag@o e estrutura dos calos permaneceram aparentemente normais até 0,5% (TR 3, 473, Co-Branca,
Co-Roxa e Paulistinha) ou 1,0% (Arroba e Mie-de-Familia També). No entanto, os calos da cultivar Arroba,
na concentragdo 0,5% de NaCl, apresentaram colora¢do amarelo-esverdeada com partes brancas, e na de
1,0%, mostraram-se amarelos, contrastando com o controle verde-musgo.

A taxa de formacdo e o tamanho dos calos foram maiores quando os explantes foram inoculados no meio
SC 3 (2,21 mg/L de 2,4-D e 0,0025 mg/L de BAP), tendo sido observada diferenca entre cultivares. Esse meio
de cultura tem sido empregado na obtengo de calos a partir de peciolo de batata-doce visando a producao de
células para o cultivo em suspensdo (Salgado-Garciglia et al., 1985), sem contudo, ter sido relatado qualquer
tipo de avaliagdo da taxa de formagdo de calo, tamanho e interagdes com cultivares. Esses resultados
demonstram que esse meio de cultura ¢ adequado para a producdo de calos nas cultivares estudadas, com
excec¢do da Vitoria Roxa.

Os meios SC 1 (2,21 mg/L de 2,4-D) e SC 2 (1,0 mg/L de 2,4-D), que tém sido empregados com sucesso
na indugdo de calos de brotos apicais (Chée & Cantliffe, 1988) e segmentos nodais (Jarret et al., 1984),
respectivamente, ndo apresentaram o mesmo desempenho que o SC 3, possivelmente devido, além do fator
cultivar (Jarret et al., 1984), a interagdo tipo de explante e suplementagdo do meio de cultura, como observado
em outros trabalhos, que compararam as respostas de varios tipos de explantes frente a diferentes
suplementagdes, com emprego de apenas uma auxina (Liu & Cantliffe, 1984) ou sua associagdo com
citocinina (Paula et al., 1990).

Os meios SC 1 e SC 2 foram suplementados com diferentes concentragoes de 2,4-D, e 0 SC 3, com 2,4-D e
BAP. Desta forma, evidencia-se que a concentracdo dos reguladores de crescimento e, sobretudo, o tipo de
hormonio determinaram o melhor desempenho do SC 3. Como ¢ conhecido, a interacdo entre os hormdnios ¢é
determinante no crescimento e padrdo de desenvolvimento dos tecidos cultivados in vifro (Caldas et al.,
1990).

Embora tenha havido diferenca na taxa de formagdo dos calos de acordo com as suplementacdes, ndo foi
observada alteragdo no padrdo de desenvolvimento dos mesmos, assemelhando-se aos previamente descritos
(Jarret et al., 1984; Liu & Cantliffe, 1984; Chée & Cantliffe, 1988; Paula et al., 1990).

Em virtude das vantagens do emprego da cultura de tecido vegetal quando comparada com os métodos
convencionais (Croughan et al., 1981), tentativas tém sido feitas para desenvolver plantas resistentes a
salinidade através do uso da cultura in vitro de tecidos e células, desde que feita da selecdo de linhagens
celulares que mostrem aumento na resisténcia a salinidade (Sabbah & Tal, 1990). Para isto, tem-se
recomendado o emprego da cultura de calos (Ben-Hayyim & Kochba, 1983) ou de células em suspensdo (Jain
et al., 1991). Para a conducdo de ensaios com sele¢cdo em meio salino ¢ essencial avaliar a possibilidade do



desenvolvimento celular em substrato salino, como tem sido sugerido para plantas completas (Epstein, citado
por Tal, 1985). Assim, o fato de todas cultivares empregadas no experimento com salinidade terem crescido
em meio salino contendo 0,5% de NaCl, demonstra a possibilidade do emprego da cultura in vitro para
futuros trabalhos com melhoramento genético da batata-doce. Além disso, ¢ sabido que plantas de batata-doce
apresentam alta variabilidade genética (Peixoto & Miranda, 1984) e podem se desenvolver em substrato com
elevada concentracdo de NaCl (Souza, 1994), requisitos essenciais para os testes de selecdo com plantas
completas que venham a ser obtidas a partir de clones selecionados (Epstein, citado por Tal, 1985).

Em decorréncia da variag@o nas respostas dos cultivos in vitro de acordo com a cultivar, ¢ considerando-se
o numero reduzido de trabalhos in vitro com a batata-doce, ¢ indispensavel o estabelecimento de protocolos
especificos para cultura de suspensdo, bem como para regeneracao de plantulas a partir de calos de batata-
doce, formados de linhagens celulares que venham a ser selecionadas em meio salino.

A avaliagdo do comportamento dos calos de batata-doce em meio salino demonstrou, em linhas gerais,
redugdo do tamanho dos calos e das células com aumento da concentragdo do NaCl, possivelmente devido a
alteragdes na extensibilidade na parede celular (Binzel et al., 1985) para facilitar o transporte e manutengao da
compartimentacdo idnica (Hasegawa et al., 1986). Também foram observadas necrose e morte dos calos nas
concentragdes mais elevadas de NaCl. Essas alteragoes tém sido verificadas em culturas de calos de batata-
doce, nas concentragdes de NaCl superiores a 0,34% (Ochoa-Alejo & Lopez-Guitiérrez, 1987). Entretanto,
células de batata-doce selecionadas em meio salino, mostraram-se mais resistentes na concentracao de 1,0%
de NaCl (Salgado-Garciglia et al., 1985). Analisando-se a curva de sensibilidade das cultivares, que indica o
grau de resisténcia ou capacidade de adaptacdo frente ao estresse salino, observa-se que nao foi uniforme na
concentragdo de 0,5% de NaCl, o que indica uma certa variabilidade genética em relagdo a essa capacidade.

Embora ndo seja possivel comparar os resultados in vitro e in planta de todas as cultivares empregadas no
experimento, os resultados de Souza (1994), com plantas completas submetidas ao estresse de 0,47% de NaCl
(concentragdo proxima a de 0,5% utilizada nos estudos in vitro), indicam haver concordancia entre os
comportamentos diante do estresse salino in vitro ¢ in planta em batata-doce, pois em ambas situagdes a
cultivar Arroba mostrou-se menos sensivel que a Mae-de-Familia També. Com isto, pode-se supor que o
principal mecanismo de resisténcia nessa espéciec ocorre em nivel celular (Ochoa-Alejo & Lopez-
Gutiérrez,1987). Por outro lado, as plantas das cultivaresMae-de-Familia També e Arroba ndo se
desenvolveram quando submetidas a 0,58% de NaCl (Souza, 1994). Enquanto os calos da cultivar Arroba
praticamente ndo cresceram na concentracdo de 1,0% de NaCl, os da Mae-de-Familia També tiveram um
crescimento consideravel (24,1% do controle), sugerindo que esta apresenta mecanismos mais eficientes e
estaveis, no nivel celular, para sua adaptacdo ao estresse salino.

A concentracdo de 1,0% de NaCl tem sido sugerida como nivel de pressdo de sele¢do para resisténcia a
salinidade de células de batata-doce cultivadas em suspensdo (Salgado-Garciglia et al., 1985). Considerando-
se que células em suspensdo estdo mais expostas ao fator estressante que as de calo (Meredith, 1978),
acredita-se que essa concentragdo seria inadequada para as cultivares estudadas. Por isto, recomenda-se o
emprego da concentracdo 0,5% de NaCl, uma vez que corresponde, em condigdes naturais, a um solo salino
capaz de reduzir consideravelmente a producdo da batata-doce (Maas, 1984).

CONCLUSOES
1. As cultivares RC 1.8, Méae-de-Familia També, TR 3, 473, Arroba, Co-Branca, Co-Roxa e Paulistinha
apresentam comportamento diferente quanto a taxa de formagao e tamanho dos calos.
2. O estresse salino reduz o crescimento dos calos de batata-doce, chegando a total ou quase total inibigdo
do crescimento na concentragdo de 1,0% de NaCl.
3. O NaCl causa diferentes efeitos sobre o crescimento dos calos das cultivares.
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