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RESUMO

O objetivo foi estudar o comportamento de explantes foliares, caulinares e radiculares
de batata-doce de polpa branca, em meios de cultura com auxina e citocinina e analisar
bioquimicamente plantas ex vitro e calos induzidos em meios de cultura com concentragdes
crescentes de sacarose, provenientes de explantes de batata-doce de polpa roxa e de polpa
laranja. Para isso, foram realizados dois experimentos distintos, onde o primeiro deles estudou
0 comportamento dos explantes de folha, caule e raiz da batata-doce Brazlandia Branca, em
meio de cultura contendo 1 mg L-' de ANA (acido naftalenoacético) e 10 mg L-' de BAP (6-
Benzylaminopurine), outro suplementado com 3 mg L' de 2,4D (&cido diclorofenoxiacétic), o
terceiro com 2 mg L-' de ANA mais 2 mg L-' de KIN (cinetina) e o tratamento controle sem
nenhum tipo de regulador de crescimento. As avaliages foram feitas com 45 e 90 dias. Para
todos os explantes inoculados em meio de cultura com regulador de crescimento houve
formagé&o de calos, os explantes de folha e caule apresentaram maior massa que os explantes da
raiz, € o meio de cultura que proporcionou melhor desenvolvimento dos calos variou muito,
dependendo do explante inoculado. O segundo experimento estudou a composi¢do bioquimica
das amostras de calos de explantes obtidos da folha, caule e raiz de batata-doce de polpa roxa,
genotipo 2018-72-1407, e laranja, cultivar Beauregard, em meio de cultura suplementado com
30 mg L1, 60 mg L-'e 120 mg L-! de sacarose. Os resultados mostraram que niveis maiores de
sacarose no meio de cultura podem potencializar a producdo de compostos bioativos em
qualquer um dos explantes inoculados.

Palavras-chave: Ipomoea batatas. Reguladores de crescimento. Metabolitos secundarios.



ABSTRACT

The objective was to study the behavior of white-fleshed sweet potato leaf, stem and
root explants in culture media with auxin and cytokinin and to biochemically analyze ex vitro
plants and callus induced in culture media with increasing concentrations of sucrose, from
explants of sweet potato with purple flesh and orange flesh. For this, two different experiments
were carried out, where the first one studied the behavior of the explants of leaf, stem and root
of the sweet potato Brazlandia Branca in culture medium containing 1 mg L -' of ANA
(naphthalenoacetic acid) and 10 mg L -' of BAP (6-Benzylaminopurine), another supplemented
with 3 mg L -! of 2.4D (dichlorophenoxyacetic acid), the third with 2 mg L - of ANA plus 2
mg L -' of KIN (kinetin) and the control treatment without any kind of growth regulator.
Assessments were made at 45 and 90 days. For all explants inoculated in culture medium with
growth regulator, calluses were formed, leaf and stem explants showed greater mass than root
explants and the culture medium that provided better callus development varied greatly
depending on the inoculated explant. The second experiment studied the biochemical
composition of the callus samples from explants obtained from the leaf, stem and root of purple-
fleshed sweet potato, genotype 2018-72-1407, and orange, Beauregard cultivar, in culture
medium supplemented with 30 mg L - !, 60 mg L -! and 120 mg L - of sucrose. The results
showed that higher levels of sucrose in the culture medium can enhance the production of
bioactive compounds in any of the inoculated explants.

Keywords: Ipomoea batatas. Growth regulators. Secondary metabolites.
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1 INTRODUCAO

A batata-doce (Ipomoea batatas L.) é considerada um dos alimentos mais benéficos a
salde, sendo rica em carboidratos, nutrientes, vitaminas, aminoacidos, fibras, além de possuir
alta taxa antioxidante (ISLAM, 2014). Segundo Mohanraj e Sivasankar (2014), seus compostos
benéficos presentes nas folhas e raizes tuberosas, podem prevenir diversas doengas como
diabetes, doengas cardiovasculares e até reduzir a ocorréncia de cancer.

Pesquisas realizadas com a batata-doce de polpa roxa mostram as vantagens nutricionais
para a salde humana que as raizes tuberosas carregam. Isto, devido aos altos teores de
antocianinas totais, importante fontes de compostos antioxidantes (JI et al., 2015). Além disso,
as batatas-doces de polpa roxa sdo fontes naturais de pigmentos, justamente pela alta
concentracdo de antocianinas e p-caroteno (BOVELL-BENJAMIN, 2007).

A batata-doce de polpa laranja também chama a atencdo de consumidores e
pesquisadores. Elas possuem altos teores de carotenoides, pigmentos responsaveis por dar a cor
alaranjada a estas raizes. A cultivar Beauregard, que possui a polpa de sua raiz tuberosa laranja,
é bastante produtiva e foi desenvolvida na Louisiana — EUA, mas adotada no Brasil pela
EMBRAPA (EMBRAPA, 2010). A cor laranja da polpa da Beauregard ocorre por conta do alto
teor de B-caroteno, que pode chegar a uma concentracdo dez vezes maior que em outras raizes
tuberosas (EMBRAPA, 2014).

Além das raizes tuberosas, as folhas de batata-doce também podem ser consumidas. Sdo
excelentes fontes de nutrientes e, segundo Islam (2014), também sdo uma excelente fonte de
polifendis, como as antocianinas e acidos fendlicos. Sua concentracdo de nutrientes é maior até
mesmo que de outros vegetais comerciais.

Os compostos secundarios tém atraido cada vez mais a atengéo, por prevenirem doencas
relacionadas ao estresse oxidativo, pois possuem agéo antioxidante, ou seja, sdo capazes de doar
elétrons e sustentar a deslocagdo em torno de sua estrutura aromatica (DORNAS et al., 2009).
No entanto, a obtencdo de metabdlitos secundarios na natureza é dificultada, pois sdo escassas
e dependem do ciclo de vida das plantas, portanto, técnicas de cultura de tecidos vegetais estdo
sendo empregadas para aprimorar a producdo de metabolitos secundarios nas células e tecidos
de plantas, e para se obter um melhor aproveitamento desses compostos.

Diversos estudos na area de cultura de tecidos vegetais ja foram realizados com a cultura
da batata-doce com o objetivo de micropropagar esta espécie e obter mudas sadias. Por ser uma
planta que se propaga, de preferéncia, vegetativamente, utilizando mudas obtidas atraves de

suas ramas ou das raizes tuberosas, a disseminacdo de doencas, como viroses, micoplasmas,
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fungos e bactérias, se tornou um problema para os produtores (ALAM et al., 2010). Sendo
assim, a obtencdo em larga escala de mudas homogéneas e sadias através da cultura de
meristemas e micropropagacdo vem sendo muito utilizada, visto que a batata-doce € facilmente
prapagada in vitro, podendo até ser conduzida em meio nutritivo sem adicdo de reguladores de
crescimento (OLIVEIRA et al., 2013).

Entretanto, existem poucos relatos sobre a producdo de metabdlitos in vitro com a
cultura da batata-doce. Mas, seguindo esta linha de pesquisa, Rubinovich et al. (2019),
avaliaram a producdo de compostos bioativos em cultura de células da casca de roma e
observaram que é possivel potencializar a producdo desses compostos utilizando técnicas da
cultura de tecidos.

Embora as plantas possam ser usadas para a producéo desses metabdlitos secundarios,
culturas de células, e cultura de calos, podem ser uma fonte alternativa atraente para a producéo
de varios produtos farmacéuticos, agroquimicos, biopesticidas, cores, sabores, fragrancias e
aditivos alimentares (ESPINOSA-LEAL et al., 2018). Por exemplo, culturas de células vegetais
sdo usadas para produzir Paclitaxel, uma droga contra o cancer, de grande sucesso, que foi
originalmente isolado da casca de Taxus brevifolia (HOWAT et al., 2014). Outro exemplo é 0
uso de suspensdes de células vegetais na producédo de resveratrol, um dos principais compostos
bioativos da videira, reconhecido por suas propriedades benéficas a satde, possuindo alto valor
comercial (CHU et al., 2017).

Culturas ndo organizadas, como calos e suspensdo de células, estdo sendo estudadas
com o objetivo de produzir metabdlitos secundarios e vém obtendo sucesso nas pesquisas
(GYORGY et al., 2005). Através deste modelo, é possivel analisar a relacdo entre a produgédo
do metabdlito secundério e o crescimento em termos de nimero e morfologia celular (KARAM
et al., 2003; FURDEN et al., 2005). Porém, fatores como a luz, tipo de frasco e 0 meio de
cultura também podem influenciar a taxa de producgdo de produtos secundarios (REIS et al.,
2009).

Dessa forma, avaliar a producdo de compostos secundarios em cultura de calos de
batata-doce in vitro é de grande importancia, uma vez que, a partir das estimativas de produgéo
desses compostos bioativos, pode-se obter produtos comerciais que poderdo ser utilizados na
suplementacdo humana, farmacos, corantes, dentre outros, em pouco tempo e espaco. O
objetivo do presente trabalho foi estudar o comportamento de explantes foliares, caulinares e
radiculares de batata-doce de polpa branca, em meios de cultura com auxina e citocinina e,

analisar bioquimicamente plantas ex vitro e calos induzidos em meios de cultura com
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concentragdes crescentes de sacarose, provenientes de explantes de batata-doce de polpa roxa

e de polpa laranja.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da batata-doce

Apesar do nome, a batata-doce (Ipomoea batatas L.) ndo pertence ao género e familia
da batata convencional (Solanum tuberosum), e sim a familia das Convolvulaceae (ROULLIER
et al., 2013). Tem origem na Ameérica Central e Sul (Peru, Colémbia, Equador e Guatemala) e
existem também, referéncias do seu consumo por indigenas brasileiros no século XVI
(MIRANDA, 1989). A China é o pais que mais produz batata-doce e, no Brasil, é bem
disseminada em todo o territério, sendo mais cultivada nas regides Sul e Nordeste (MARQUES
etal., 2018).

Embora esteja entre as hortalicas mais cultivadas no pais, a batata-doce tem uma
produtividade média abaixo do seu potencial, que poderia ser alcangado quando 0 manejo €
realizado de forma adequada (EMBRAPA, 2019). A produtividade média nacional € de 805.412
toneladas aproximadamente (IBGE, 2019), podendo atingir 25 a 30 t ha-t em 4 a 5 meses de
cultivo (ANDRADE JUNIOR et al., 2012).

Por ser uma cultura muito explorada no Brasil, a batata-doce tem alta importancia
econdmica e social, consequente da facilidade de cultivo, grande adaptacédo climatica e ampla
variabilidade genética (EMBRAPA, 2019). Em Santa Catarina € produzido, anualmente, 17.747
toneladas em 988 hectares (IBGE, 2019) e, apesar de o estado ndo estar entre 0s maiores
produtores do pais, apresenta grande importancia econémica, movimentando milhdes de reais
(EMBRAPA, 2019). No Rio Grande do Sul, 11.988 hectares de &rea plantada sdo destinados a
producdo de batata-doce, sendo o estado de maior producdo de batata-doce, com 175.041
toneladas (IBGE, 2019).

E um dos alimentos mais consumidos pelo homem, além de ser utilizada na nutri¢io
animal e, mais recentemente, na producdo de etanol (CAMARGO et al., 2016). Também &
considerada um alimento promissor para atender as necessidades nutricionais entre populacdes
mais carentes nutricionalmente (KEHOE et al., 2015).

No Brasil existem 30 cultivares de batata-doce registradas no Registro Nacional de
Cultivares (RNC) do Ministério da Agricultura (CULTIVARWEB, 2020). Mas existe um
predominio das variedades locais ndo melhoradas sendo cultivadas, resultando assim, em baixa
produtividade (SILVA et al., 2015). Além disso, nota-se alta diversidade genética em batata-

doce nas variadas regides produtoras do Brasil, provenientes de segregagdo assexuada e
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sexuada e, se tratando de cultivares registradas, ndo ha informacéo estatistica sobre quais séo
as mais cultivadas nacionalmente (EMBRAPA, 2019).

Suas variedades se diferem na forma, cor interna e externa, sabor, textura da raiz
tuberosa, tamanho, formato, cor de suas folhas e flores (FURLANETO et al., 2012). Por
possuirem alta variabilidade genética, o aprimoramento dessa cultura é favorecido, sendo
possivel trabalhar para obter variedades resistentes e mais produtivas (BEVILAQUA et al.,
2019).

As variadas cores das polpas de batata-doce podem ser um indicador de quantidade de
[-caroteno, antocianinas, compostos fenolicos, fibra dietética, &cido ascorbico, &cido fendlico
e, também, sais minerais (WOOLFE, 2008). Ha um interesse crescente por cultivares de polpa
colorida, justamente por essa caracteristica nutricional benéfica e concentracdo de compostos
bioativos que causam beneficios a saude humana (CAMIRE et al., 2009).

O caule, ou rama, de coloracdo verde ou arroxeado, pode apresentar crescimento
rasteiro, trepador ou ereto chegando até cinco metros de comprimento (SOARES; MELO;
MATIAS, 2002). Possui boa adaptacdo em solos pobres, mas o clima é relevante para o seu
cultivo favoravel, exigindo temperaturas acima de 24 °C (NEUMANN et al., 2017).

E considerada uma planta de facil cultivo, adaptacdo irrestrita, de clima tropical,
subtropical, ou até mesmo temperado, podendo tolerar secas. Possui ciclo rapido, de
aproximadamente trés meses, facil manutencdo e com baixo custo de producdo, sendo uma
cultura importante para pequenos produtores que a tem como subsisténcia.

Apesar da rusticidade, a batata-doce utiliza os nutrientes do solo de forma muito
eficiente. Possui um sistema radicular extenso e suas raizes sdo capazes de se modificar em
rizosfera, devido a mecanismos morfoldgicos presentes na planta, sobrevivendo em solos
pobres (SILVA et al., 2019). Segundo Fageria e Baligar (1993), as raizes dessa cultura podem
se associar a microrganismos que fixam nitrogénio atmosférico, além disso, podem manter o
metabolismo da planta inalterado para superar quedas de nutrientes nos tecidos e possuem alta
taxa fotossintética. Sua propagacéo pode ser feita atraves de ramas ou até mesmo por meio de
raizes tuberosas obtidas na colheita, sendo a reproducdo vegetativa o principal meio de
propagacao da especie.

Hé& diversas formas de usufruir dos beneficios da raiz tuberosa da batata-doce na
alimentacdo humana. Ela pode ser consumida assada, cozida, como batata frita, flocos, iogurte,
sucos, alimentos congelados, dentre outros, além de ser utilizada também na inddstria de
producdo de etanol. Na india, Brasil, Tailandia, Indonésia, Filipinas e China, as raizes sdo

utilizadas para obtencdo de amido (DUVERNAY et al., 2013) e possuem alto valor nutritivo
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pela diversidade sensorial e pelo seu contetido de carboidratos (WOOLFE, 2008). Devido a isto
e a diversos outros fatores ja citados, a batata-doce vem se tornando uma cultura de grande
importancia mundial (CIP, 2016).

E importante destacar, que apesar dos bons resultados na economia, o cultivo da batata-
doce enfrenta desafios fitossanitarios. Por ser uma cultura que se propaga vegetativamente, o
controle da disseminagdo de doencas se torna um desafio para os produtores (FURLANETO et
al., 2012). As mudas de batata-doce obtidas de ramas ou da prépria raiz tuberosa, podem
carregar consigo fitopatdgenos, notadamente os de etiologia viral, existentes na planta matriz,
minimizando a produtividade da espécie (CLARK et al., 2012). Dessa forma, é importante
implementar técnicas adequadas para maximizar a produtividade, utilizando manejo adequado
e mudas livres de patogenos. Por esta razdo, a micropropagacdo da espécie vem ganhando
espaco, sendo a cultura de meristemas uma das formas mais eficazes para a obtencdo de mudas
sadias.

Caracterizada como uma cultura de seguranca alimentar, a batata-doce € considerada
um alimento muito rico. A raiz tuberosa € muito presente na alimentacdo das populacbes de
diversos paises e € uma boa fonte de carboidrato, nutrientes, vitaminas, aminoacidos, fibras e
possui alta taxa antioxidante (ISLAM, 2014). Os compostos presentes nas raizes tuberosas
variam de acordo com a cultivar, sendo uma cultura que possui formas e cores diversas,
podendo ter a polpa branca, amarela, laranja e roxa, chamando a atencdo por possuirem
antioxidantes e corantes naturais, que podem proteger contra estresse oxidativo relacionados a
doencas degenerativas (KIM et al., 2015).

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores dos compostos fisico-quimicos da mandioca,

comparados aos compostos da batata-doce.

Tabela 1 - Valor nutricional e caracteristicas fisico-quimicas de cultivares de batata-doce e
mandioca da América do Norte e Caribe.

Conteudo nutricional em 100g Mandioca Batata-doce

Energia (cal) 160 86

Proteina (g) 1,40 1,60
Carboidratos (g) 38,20 19

Lipidios (Q) 28 0,05

Fibras digeriveis (Q) 1,80 3,0
Célcio (mg) 16 30

Ferro (mg) 27 0,61

Fonte: IICA (2015).
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O amido é o principal componente das raizes tuberosas e é utilizado de diferentes formas
pela indUstria alimenticia, quimica e téxtil (LEONEL; CEREDA, 2002). Além das raizes, as
folhas também sdo comestiveis e muito ricas nutricionalmente. Segundo Islam (2014), as folhas
da batata-doce possuem niveis de componentes nutricionais muito mais altos que outros
vegetais. Sdo ricas em vitamina B, B-caroteno, ferro, calcio, zinco e proteinas.

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de avaliar a utilizacdo da
batata-doce na alimentacdo animal na forma de raizes, ramas ou silagem, pois 0s teores
proteicos se assemelham aos de outros alimentos para animais como o farelo de arroz, milho e
sorgo (AZEVEDO et al., 2014).

A Tabela 2 mostra os componentes benéficos a salide presentes na batata-doce.

Tabela 2 - Compostos benéficos a salide presentes na batata-doce.

Funcdes benéficas a salde Compostos
Atividade antioxidante Polifenol, vitaminas, antocianinas
Reducdo de lesdo hepatica Antocianina, B-caroteno
Antimutagenicidade Polifenol, vitaminas, antocianina
Anticarcinogénese Gangliosideo
Antihipertengdo Polifenois, vitaminas, antocianina
Atividade antimicrobiana Fibra dietética, polissacarideo
Anti-inflamag&o Fibra dietética
Promocdo do movimento intestinal Fibra dietética, jalapin
Efeito antidiabético (WSSP) Acido glicoproteico
Efeito anticéries Fibra dietética
Efeito de protecgdo ultravioleta Polifenois, vitaminas

Fonte: Islam (2006).

A parte aérea da batata-doce, denominada ramas, € composta de caule e folhas e, na
maioria das vezes, € descartada, deixando de aproveitar 50% da biomassa produzida pela
cultura (FRANKOW-LINDBERG et al., 2003). As ramas sdo fontes de agucares, vitaminas,
proteina bruta, nutrientes digestiveis e podem ser fornecidas aos animais como alimento na
forma in natura, secas ou como silagem (PEDROSA et al., 2015). Além de 6tima alternativa
para a alimentacdo animal, as folhas também podem ser consumidas por humanos, trazendo
muitos beneficios a saude (ZHANG et al., 2020).

Segundo Islam (2014), as folhas da batata-doce possuem mais componentes nutricionais
que diversos outros vegetais. Elas sdo ricas em Vitamina B, B-caroteno, ferro, célcio, zinco e
proteinas, e esta espécie é mais tolerante a insetos que outros vegetais folhosos. Dependendo
da variedade e condi¢Oes de crescimento, as folhas da batata-doce podem ser, nutricionalmente,
comparadas ao espinafre (PROTEGGENTE et al., 2002). Além disso, as folhas da batata-doce
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podem ser colhidas diversas vezes em um ano, o que também é vantajoso em comparagao com
outros vegetais.

A folhas da batata-doce podem conter pelo menos 15 tipos de antocianinas e 6 tipos de
compostos polifendlicos, que, biologicamente ativos, possuem acdo antioxidante, anti-
inflamatoria, antibactericida e anticarcinogénico, indicando mais polifendis totais que qualquer
outro vegetal comercial, sendo um alimento funcional (NAGAMINE et al., 2014). Ademais, as
folhas da batata-doce podem ser excelentes fontes para a extracdo de compostos fenolicos para
serem usados em produtos alimenticios como suplementos, antioxidantes e conservantes
naturais (CASTRO-LOPEZ et al., 2017).

As caracteristicas quimicas e funcionais dos compostos antioxidantes das raizes de
batata-doce podem variar com a origem genética, as condi¢cfes ambientais e a idade da planta
(MOORTHY, 2011). Destacam-se as raizes de casca e polpa roxa pelos beneficios que traz o
consumo das raizes tuberosas a salde humana, j& que sdo fonte de compostos bioativos,
principalmente de antocianinas e [3-caroteno (BOVELL-BENJAMIN, 2007).

Yoshinaga et al. (1999) utilizaram as raizes tuberosas da batata-doce de polpa roxa para
a producdo de pigmentos naturais, também devido ao seu alto valor de antocianina, que sdo
maiores quando comparadas as raizes tuberosas das batatas-doces de casca e polpa branca ou
amarelas e de polpa alaranjada (SUDA et al., 2003).

Muitos estudos sdo realizados, nos dias de hoje, com o0 objetivo de avaliar a
concentracdo de compostos bioativos em batata-doce de polpas coloridas para verificar a
atividade antioxidante, os beneficios que as antocianinas e carotenoides podem trazer a saude
humana e, também, para a producdo de corantes naturais.

A batata-doce de polpa laranja também chama a atencdo de consumidores e
pesquisadores. Elas possuem altos teores de carotenoides, pigmentos responsaveis por dar a cor
alaranjada a estas raizes. A cultivar Beauregard, que possui a polpa de sua raiz tuberosa laranja,
é bastante produtiva e foi desenvolvida na Louisiana — EUA, mas adotada no Brasil pela
EMBRAPA (EMBRAPA, 2010). A cor laranja da polpa da Beauregard ocorre por conta do
alto teor de B-caroteno, que pode chegar a uma concentragdo dez vezes maior que em outras
raizes tuberosas (EMBRAPA, 2014).
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2.2 Metabdlitos secundarios

Os metabdlitos secundarios sdo compostos organicos, ou também considerados
compostos bioativos, produzidos pelas plantas que possuem importante papel nas defesas
vegetais contra herbivoria e outras defesas interespecificas. Podem ser sucintamente definidos
como produtos escassos no meio ambiente, estocados em células e 6rgaos especificos das
plantas (FUMAGALI, 2008).

O metabolismo é basicamente o conjunto de reacfes quimicas que acontecem nas
células. Ao contrario dos metabdlitos primarios, os metabolitos secundarios ndo séo essenciais
a sobrevivéncia das espécies, mas permitem que as plantas aumentem a capacidade de
sobrevivéncia em condicdes adversas ou incomuns (TAIZ; ZEIGER, 2012). Teoricamente,
todas as plantas sintetizam produtos de rotas secundarias, mas esse atributo € mais comum entre
as espécies mais rusticas, que desenvolveram maior capacidade competitiva para se defender
de seus concorrentes naturais (SOUZA FILHO, 2002).

Embora ndo sejam essenciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas, os
metabolitos secundarios sdo extremamente importantes para garantir a sobrevivéncia das
plantas no meio em que vivem. Desempenham o papel na competi¢do entre plantas, atraem
polinizadores e dispersores de sementes para a disseminacdo da espécie, repelem insetos e,
também, podem proteger a planta contra estresses abidticos, como temperaturas extremas,
umidade, luminosidade, falta de nutrientes, dentre outros (PERES, 2004).

Possuem uma importancia ecolégica por apresentarem como principal funcéo a protecédo
contra pragas e patdgenos. Diversas espécies de plantas produzem substancias que atuam como
inseticidas e fungicidas naturais e, com a crescente preocupa¢cdo com o meio ambiente, a
escolha por produtos naturais vem sendo uma alternativa sustentavel (PERES, 2004).

Além disso, os metabdlitos secundarios possuem uma grande importancia econémica,
ja que sdo muito utilizados na fitomedicina, com o uso de remedios naturais produzidos através
de extratos vegetais, e na nutracéutica, utilizando alimentos funcionais, com beneficios a saude
humana, para prevenir doengas graves. Também sdo muito utilizados pelas industrias de
cosméticos, como principios ativos contra o envelhecimento através dos compostos
antioxidante, utilizacdo de fragrancias, na industria alimenticia com o uso de corantes naturais,
conservantes e substancias para dar sabor e cheiro agradavel, dentre outras diversas aplicactes
industriais (PERES, 2004).
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De acordo com sua rota biosintética, os metabolitos secundarios podem ser classificados
em trés grupos quimicamente distintos: terpenos, compostos fenolicos e alcaloides (CROTEAU
et al., 2000; SHAHIDI, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2006).

Figura 1 - Derivacdes dos trés principais grupos de metabolitos secundarios.

Firuvato + 3PGA : TERPENDS
Via do > ,
Mevalonato > FENOIS

Via do Ac.

Chiquimico

Amino4cidos
aromaticos

— ALCALOIDES

Fonte: Da autora (2021).

2.3 Terpenos

Os terpenos ou terpendides derivam do acido mevaldnico, produzido no citoplasma, ou
do piruvato e 3-fosfoglicerato, produzidos no cloroplasto e sdo a classe de produtos naturais
mais variada estruturalmente. Se assemelham aos polimeros, onde cada unidade basica de
terpeno, denominada isopreno, € uma molécula de cinco carbonos que se unem a outras
moléculas de cinco carbonos para formar os terpenos, que serdo classificados de acordo com o
namero de unidades de isoprenos justapostos (FELIPE; BICAS, 2017).

Os monoterpenos possuem baixo peso molecular e, por isso, sdo substancias que se
volatilizam facilmente, sendo eles, os 6leos essenciais ou esséncias, muito utilizados em
perfumes e para adicionar sabor aos alimentos. Possuem a funcéo de atrair polinizadores, como
o limoneno e o mentol, possuindo cheiro agradavel, ou de repelir insetos, como 0s piretroides,
inseticidas naturais (PAVARINI; LOPES, 2016).

Os sesquiterpenoides também séo considerados de baixo peso molecular e atuam como

antibiotico, protegendo as plantas contra infecgdes microbianas e estdo associados a resisténcia
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a pragas em algumas espécies. J& os diterpenos sdo representados principalmente pela
giberelina, importante hormonio vegetal, e, também, estdo associados as resinas de muitas
plantas. Como triterpenos, pode-se citar as saponinas, que defendem as plantas contra insetos e
microorganismos (V1ZZOTTO et al., 2010).

As saponinas sdo exemplos de triterpenos. Os carotenos e as xantofilas pertencem a
classe dos tetraterpenos. Além de serem importantes compostos para as plantas, participando
da fotossintese e sendo importantes antioxidantes, os carotenos e xantofilas também
desempenham importante papel para os animais, sendo muito benéficos a saude (VIZZOTTO
et al., 2010). Finalmente, o ultimo grupo dos terpenos sdo os polisoprenos, compostos pela
borracha presente no latex de varias espécies, sendo a seringueira a mais conhecida (PERES,
2004).

2.4 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos séo feitos a partir do acido chiquimico ou acido mevaldnico.
Sédo responsaveis pelos sabores, odores e coloracdo de varios vegetais e estdo muito presentes
no nosso dia a dia. Protegem as plantas contra fatores abioticos e bioticos e estdo envolvidos,
principalmente, na sinalizacdo entre plantas e outros organismos, atraves das atrativas cores das
flores, por exemplo, além da protecdo contra raios ultravioletas. Um exemplo de composto
fenolico sdo os flavonoides, que possuem importantes beneficios para a saide humana, como
reducdo das placas de gorduras nas artérias, no combate as alergias, colesterol, diabetes,

osteoporose, cancer, dentre outras doencas (VIZZOTTO et al., 2010).

2.5 Alcaloides

Os alcaloides s&o produzidos a partir dos aminoacidos aromaticos, triptofano e tirosina,
que séo derivados do acido chiquimico e de aminoacidos aromaticos. S&0 compostos organicos
ciclicos, possuindo, pelo menos, um atomo de nitrogénio em seu anel. Sdo produzidos no
reticulo endoplasmatico e concentram-se nos vacuolos, ndo aparecendo em células jovens
(PERES, 2004).

Essa classe de metabolitos € conhecida pelas substancias que causam efeito no sistema
nervoso, sendo utilizadas como venenos ou alucinégenos (VIZZOTTO et al., 2010). Os mais

conhecidos sdo a nicotina, a cocaina, a morfina e a cafeina. Essas substancias possuem funcao
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protetora nas plantas, contra herbivoros e podem ser utilizadas como inseticida natural (PERES,
2004).

2.6 Cultura de tecidos vegetais in vitro

A cultura de tecidos vegetais in vitro consiste no cultivo, em ambiente asséptico, de
células, orgdos, tecidos ou da planta inteira, sob condi¢Ges controladas, com oferta adequada
de nutrientes, pH ideal, temperatura e fotoperiodo monitorados, conduzidos em laboratorio
(MORAIS, 2012).

Esta técnica tem aumentado nos Gltimos anos por possuir importante papel na area de
melhoramento genético na agricultura, mas seu inicio se deu em 1902, com Haberlandt,
considerado o pai da cultura de tecidos, que estudou a capacidade de uma unica célula se
regenerar e se diferenciar, originando outra planta. Nos 50 anos seguintes, houve pouco
progresso na area, mas, em 1957, foi realizado o trabalho cléssico da cultura de tecidos por
Skoog e Miller, no qual foi estudado o efeito do balanco auxina/citocinina sobre a resposta
morfogénica in vitro, alavancando futuras pesquisas.

A técnica da cultura de tecidos consiste em extrair pequenas partes da planta matriz,
chamados de explantes, que serdo cultivados em meio de cultura contendo os nutrientes
necessarios para que se desenvolva em uma nova planta, gerando, em um menor periodo de
tempo, mudas sadias (AKIN-IDOWU, 2009). Existem diferentes formas de se obter um
explante, variando de acordo com a espécie, idade da planta, sanidade, resposta do explante,
dentre outros, podendo ser utilizados sementes, brotos, segmentos caulinares, radiculares e
foliares, dentre outros (CARVALHO; VIDAL, 2003). Além disso, a escolha do tipo de explante
utilizado vai depender também, do resultado que se deseja obter.

E importante destacar que a cultura de tecidos s6 é possivel devido a totipotencialidade
da celula, ou seja, o atributo ou propriedade da celula de se dividir e desenvolver uma nova
estrutura diferenciada ou a um organismo completo (TERMIGNONI, 2005). Desta forma, sdo
necessarios alguns cuidados para que o explante se desenvolva bem, iniciando com a excisédo e
assepsia adequada do material propagado, além do estabelecimento, manutencdo e
multiplicacdo ideal da cultura in vitro.

Um dos maiores desafios ao iniciar e manter uma cultura in vitro é a etapa de obtencéo
do explante. O material que sera propagado e que veio do campo, pode estar contaminado por
microrganismos, como fungos e bactérias, que dificultam a obtencéo de uma cultura axénica in

vitro, impedindo que as plantulas se desenvolvam, impossibilitando sua sobrevivéncia
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(XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013). Para que este problema seja solucionado, é necessario
realizar uma desinfestagcéo eficiente do material que veio do campo, com a finalidade de
eliminar todos os microrganismos que podem estar presentes nos explantes.

Até entdo, o processo mais utilizado para a desinfestacdo do material vegetal é deixando
a fonte do explante de molho em &lcool etilico, na concentracéo de 50 a 70%, durante um a trés
minutos, isso fard com que a tensdo superficial do material vegetal se quebre, facilitando a
proxima etapa de desinfestacdo. Em seguida, é utilizado hipoclorito de sodio ou de calcio na
concentracdo de 0,5 a 2,5% por 5 a 20 minutos, na sequéncia, 0 material é lavado por trés a
cinco vezes em 4agua destilada autoclavada (DA COSTA CHAVES; SCHUCH,;
CRISTIANOERIG, 2005).

Apds a desinfestacao, os explantes ja estdo preparados para serem cultivados em meio
de cultura. No entanto, além do problema com a sanidade do material vegetal que veio do
campo, o cultivo in vitro, como qualquer outro processo, é sensivel a problemas de ordem
ambiental ou bioldgicos, como a oxidacao.

Dependendo do tipo de explante e da espécie utilizada, pode ocorrer o escurecimento
do meio, causado pela oxidacdo dos compostos fendlicos que escapam pelos cortes realizados
no explante (BHAT; CHANDEL, 1991). Frequentemente, os explantes continuam a escurecer
depois de serem inoculados no meio de cultura, onde substancias coloridas escuras lixiviam dos
ferimentos causados pelos cortes e deixam 0 meio escuro ao redor do explante.

Nem todos os compostos lixiviados impossibilitam o desenvolvimento do explante, mas
resultados frequentes mostram que o crescimento € inibido e muitos tecidos morrem. Desta
forma, algumas medidas devem ser tomadas para minimizar este problema. Dentre elas, deve-
se evitar danos causados ao explante no momento do corte, lavar o material vegetal em agua
corrente para remover 0 excesso de compostos fenolicos produzidos, realizar frequentes
subcultivos, adicionar substancias antioxidantes no meio de cultura, dentre outras
(RUBINOVICH et al., 2019).

2.7 Cultura de calos

A cultura de calos ¢ uma técnica de multiplicacdo in vitro que ocorre por meio da
organogeénese indireta, ou seja, o explante, no momento de seu desenvolvimento para regenerar
outra planta, passa pela fase de calos, ndo formando o 6rgéo diretamente. A obtencdo dos calos

é interessante quando se deseja induzir a variagdo somaclonal para estudos fisiolégicos, ou
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quando se deseja estudar a produgdo de metabolitos secundarios com o crescimento celular
(PIERIK, 1990).

Para induzir a formacdo de calos, pode ser utilizado qualquer tecido vegetal, no entanto,
é recomendado que se utilize explantes que possuam maior proporcdo de tecido meristematico
ou que apresentem células com boa totipotencialidade. E indicada a utilizag&o de tecidos jovens
e ndo lignificados (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Na maioria das vezes, é fundamental a adi¢do de reguladores de crescimento no meio
de cultura, para induzir a calogénese, como por exemplo, 0 uso da auxina. Porém, € importante
levar em consideracdo o balanco hormonal entre as auxinas e citocininas endégenas e exdgenas
ao explante. Nogueira et al. (2007), apontam o thidiazuron (TDZ) e 0 2,4D como os reguladores
mais utilizados para a inducdo de calos em plantas medicinais. Dodds e Roberts (1982)
mencionam a adi¢do de 2,4D mais BAP (6-Benzilaminopurina) no meio de cultura para a
obtencéo de calos em discos de raiz de batata-doce. J& Handley e Locy (1984), indicam 0 uso
somente de 2-4D adicionado ao meio de cultura para a obter calos em secc¢des de raizes de
batata-doce.

Culturas ndo organizadas, como calos e suspensdo de células, estdo sendo estudadas
com o objetivo de produzir metabdlitos secundarios e vém obtendo sucesso nas pesquisas
(GYORGY et al., 2005). Através deste modelo, é possivel analisar a relacdo entre a produgédo
do metabdlito secundério e o crescimento em termos de nimero e morfologia celular (KARAM
et al., 2003; FURDEN et al., 2005). Porém, fatores como a luz, tipo de frasco e 0 meio de
cultura, também podem influenciar a taxa de producdo de produtos secundarios (REIS et al.,
2009).

2.8 Micropropagacao de batata-doce

A solucéo para obter mudas de batata-doce sadias, uniformes e em larga escala é através
da micropropagacao. Esta técnica ja é largamente utilizada para esta espécie e apresenta bons
resultados. A batata-doce se desenvolve bem em meio de cultura, sendo desnhecessario 0 uso
frequente de reguladores de crescimento para o estabelecimento e desenvolvimento in vitro
(VETTORAZZI et al., 2017).

Através da cultura de meristemas, a batata-doce € estabelecida em meio de cultura,
evitando a disseminacdo de doencas que estavam presentes na planta matriz. Apos o
estabelecimento, a micropropagacéo é realizada por meio da cultura de nés, onde o explante é

obtido através do corte do caule das plantas estabelecidas contendo uma gema, multiplicando e
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obtendo inimeras mudas geneticamente idénticas & planta matriz e com alta sanidade (DEWIR,
2020).

2.9  Producdo de metabolitos secundarios in vitro

Em razdo das variadas func6es bioldgicas dos metabdlitos secundarios das plantas, estes
sdo muito utilizados na medicina popular, medicamentos atuais, cosméticos, mais recentemente
nos nutracéuticos, dentre outros (BARBOSA-FILHO et al., 2008). Apesar dos avangos dos
produtos sintéticos, ainda existe grande interesse na extracdo desses produtos naturais. Além
disso, por serem produtos escassos, 0 desejo de produzir mais em menos tempo e espaco é
grande nos dias de hoje.

Adicionalmente, as espécies que possuem a capacidade de produzir esses compostos
bioativos sdo obtidas indiscriminadamente. Por isso, ha alguns anos, estudos vém sendo
realizados na area de cultura de tecidos para a producdo desses compostos in vitro, sendo
vantajoso tanto do ponto de vista ecoldgico quanto do tecnoldgico.

A técnica de producdo de metabdlitos secundarios in vitro ja vem sendo aplicada em
diversas espécies. Consiste em estabelecer o explante da planta desejada e induzir a formacéo
de calos e suspensdo de células, para que se produza compostos em maior quantidade. Além
disso, propde um estado de desenvolvimento das células mais uniforme, ndo ha contaminac&o,
o ciclo vegetativo é reduzido e as culturas de células de plantas podem acumular metabdlitos
secundarios em curto periodo de tempo, que varia entre duas a trés semanas (FUMAGALLI,
2008).

Muitas estratégias sdo utilizadas para aumentar a produtividade de metabdlitos
secundarios vegetais in vitro, como a adi¢cdo de compostos precursores a0 meio de cultivo
(SILVESTRINI et al., 2002), a elicitacdo (WANG; ZHONG, 2002) e a transformac&o genética
usando o sistema de vetor natural mediado por Agrobacterium rhizogenes ou A. tumefaciens
(GIRI; NARASU, 2000) e diversos principios ativos ja foram obtidos via técnicas de cultura de
tecidos. Como exemplos, pode-se citar os alcaldides aparicina, aspidochibina e ramiflorina
(OLIVEIRA et al., 2002).

A cultura de calos pode ser um sistema efetivo para a producdo de metabdlitos
secundarios especificos. Além disso, a producdo desses compostos pode ser maximizada com
0 uso de elicitores no meio de cultura (NAMDEO et al., 2007). Alguns desses elicitores sdo
acido salicilico, extratos, sacarose (SEIDEL et al., 2002, NAIK et al., 2016, RUBINOVICH et
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al, 2019) que podem causar estresse ao vegetal e aumentar a producdo de compostos para sua
defesa (FAZAL et al., 2016).
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ARTIGO 1 INDUCAO DE CALOS EM EXPLANTES DE FOLHA, CAULE E RAIZ DE
BATATA-DOCE

RESUMO

A inducdo da formacdo de calos em explantes inoculados in vitro € um processo
importante para auxiliar o melhoramento genético, através da variacdo somaclonal obtida na
calogénese, para a producédo de calos embriogénicos, para propagacdo das espécies ou para a
producdo de metabdlitos secundéarios. A batata-doce € considerado um alimento extremamente
nutritivo e, além de sua importancia nutricional, também possui grande importancia econdmica
no Brasil e no mundo, especialmente para pequenos produtores, por ser uma cultura com baixo
custo de producdo. O objetivo deste trabalho foi induzir a produgdo de calos em explantes
foliares, caulinares e radiculares de batata-doce, em meio de cultura com a auxina 2,4D e com
ANA, e suas interacBes com as citocininas BAP e KIN. Para isso, foram utilizados explantes
de folha, caule e raiz da batata-doce Brazlandia Branca em meio de cultura contendo 1 mg L-!
de ANA (&cido naftalenoacético) e 10 mg L-' de BAP (6-Benzylaminopurine), outro
suplementado com 3 mg L-! de 2,4D (&cido diclorofenoxiacético), o terceiro com 2 mg L-! de
ANA mais 2 mg L-! de KIN (cinetina) e o tratamento controle sem nenhum tipo de regulador
de crescimento. As avaliacdes e a analise de imagem pelo sistema GroundEye foram feitas com
45 e 90 dias. Para todos os explantes inoculados em meio de cultura com regulador de
crescimento houve formacao de calos, os explantes de folha e caule apresentaram maior massa
gue os explantes da raiz e o meio de cultura que proporcionou melhor desenvolvimento dos
calos foi dependente da parte da planta da qual o explante foi obtido. Considerando as imagens
capturadas pelo GroundEye, os calos desenvolvidos em meio de cultura contendo 2,4D
apresentam friabilidade e coloracdo amarela mesmo quando conduzidos em ambiente claro. Ja
os calos desenvolvidos em meio de cultura suplementado com ANA + BAP ou ANA + KIN
sdo compactos e, quando submetidos a luz, apresentam coloracdo verde.

Palavras-chave: Ipomoea batatas. Reguladores de crescimento. Cultura de tecidos.

ABSTRACT

The induction of callus formation in in vitro inoculated explants is an important process
to aid genetic improvement, through somaclonal variation obtained in callogenesis, for the
production of embryogenic calluses, for species propagation or for the production of secondary
metabolites. Sweet potato is considered an extremely nutritious food and, in addition to its
nutritional importance, it also has great economic importance in Brazil and worldwide,
especially for small producers, as it is a low-cost crop. The objective of this work was to induce
callus production in foliar, stem and root explants of sweet potato, in a culture medium with
2,4D auxin and with ANA and their interactions with cytokinins BAP and KIN. For this
purpose, leaf, stem and root explants of Brazlandia Branca sweet potato were used in a culture
medium containing 1 mg L-' of NAA (naphthaleneacetic acid) and 10 mg L' of BAP (6-
Benzylaminopurine), another supplemented with 3 mg L-' of 2,4D (dichlorophenoxyacetic
acid), the third with 2 mg L' of ANA plus 2 mg L' of KIN (kinetin) and the control treatment
without any type of growth regulator. The evaluations and image analysis using the GroundEye
system were performed at 45 and 90 days. For all explants inoculated in culture medium with
growth regulator there was callus formation, leaf and stem explants had greater mass than root
explants and the culture medium that provided better callus development was dependent on the
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part of the plant. which explant was obtained. Considering the images captured by GroundEye,
calluses developed in a culture medium containing 2.4D have friability and yellow coloration
even when conducted in a bright environment. On the other hand, calluses developed in a
culture medium supplemented with NAA + BAP or NAA + KIN are compact and, when
subjected to light, have a green color.

Keywords: Ipomoea-batatas. Growth regulators. Tissue culture.

1 INTRODUCAO

A indugdo da formacdo de calos em explantes inoculados in vitro é um processo
importante para auxiliar o melhoramento genético, através da variacdo somaclonal obtida na
calogénese, para a producdo de calos embriogénicos para propagacao das espéecies ou para a
producdo de metabdlitos secundéarios (PIERIK, 1990). A cultura de calos ocorre por meio da
organogeénese indireta de um explante obtido que qualquer tecido vegetal de uma planta. Na
maioria das vezes é fundamental o uso de reguladores de crescimento no meio de cultura para
induzir a calogénese.

Diversos fatores podem influenciar na indugéo de calos, como a composi¢do do meio
de cultura, a fonte do explante, a luminosidade, o genétipo da planta matriz, dentre outros
(DHARMAPAL et al., 2017). Além disso, os reguladores de crescimento sdo determinantes
para a inducdo de calos no explante de uma espécie (THORPE, 1994).

A batata-doce é uma cultura com muito potencial para a producdo de biocombustivel,
alimentos, tecidos, aditivos para cosméticos, corantes, dentre outros (SILVA et al., 2019;
DONATO et al., 2020). E considerado um alimento extremamente nutritivo, e além de sua
importancia nutricional, também possui grande importancia econémica no Brasil e no mundo,
especialmente para pequenos produtores, por ser uma cultura com baixo custo de produgéo
(FAOSTAT, 2020; PEDROSA et al., 2015). Na cultura de tecidos vegetais, a micropropagacéao
da batata-doce é uma alternativa eficaz para obter mudas sadias, uniformes e em larga escala,
ja que a estaquia, técnica de propagacao vegetativa mais utilizada para essa cultura, pode gerar
mudas com baixa qualidade (FURLANETO et al., 2012; VEITORAZZI et al., 2017; DEWIR,
2020).

Estudos realizados por Addae-Frimpomaah et al. (2014) mostram que o uso de BAP (6-
Benzylaminopurine) e KIN (cinetina) no meio de cultura foram eficientes para induzir a
formacéo de calos em explantes de batata-doce. Assim como meios de cultura suplementados

com BAP ou BAP mais GA (giberelina) mais ANA (acido naftalenoacético) também induzem
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a formacdo de calos em explantes de batata-doce (ABUBAKAR et al., 2018). Pesquisas sobre
a calogénese em explantes de batata-doce trazem informagdes importantes para o uso desta
técnica no melhoramento genético, na producdo de calos embriogénicos e na producdo de
metabolitos secundarios.

Com isso, objetivou-se induzir a producgéo de calos em explantes foliares, caulinares e
radiculares de batata-doce, em meio de cultura com a auxina 2,4D e com ANA e suas interagdes

com as citocininas BAP e KIN.

2 MATERIAL E METODOS

2.1  Material vegetal

As plantas da cultivar de batata-doce Brazlandia Branca, j& estabelecidas no Laborat6rio
de Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade Federal de Lavras (UFLA) em meio de cultura
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), foram repicadas, também em meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), com 60 mg L-! de sacarose e 6 mg L-' de agar, com pH
ajustado para 5,8. Os explantes foram inoculados em tubos contendo 15 mL da solucdo
nutritiva, vedadas com plastico filme transparente e levados para a sala de crescimento, sob
temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 16 horas.

2.2  Obtencéo dos explantes

Os explantes foram obtidos das folhas, caules e raizes das plantas pré-estabelecidas in
vitro depois de 45 dias de desenvolvimento. Os explantes das folhas possuiam 25 mmz2 e foram
extraidos de folhas coletadas de forma aleatoria, retirando-se a nervura central. Os explantes
dos caules, também obtidos de forma aleatoria, possuiam 1 mm de altura, sendo colocados no
meio de cultivo de modo que uma das faces cortadas estivesse em contato com o0 meio e a outra
face cortada, voltada para cima. Os explantes obtidos das raizes, foram coletados de forma
aleatdria, cortando 5 mm de comprimento da raiz, e inoculandos na horizontal no meio de

cultivo.
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2.3 Inducéo dos calos

Para o estudo da inducéo dos calos nos explantes obtidos de diferentes partes da planta,
os tratamentos se distinguiam na suplementacdo do meio de cultura com reguladores de
crescimento variados, a composicdo geral dos meios de cultura era formada por meio MS, 30
mg L-' de sacarose, 6 mg L-! de &gar, com pH ajustado para 5,8.

Estudou-se trés composic¢des de meio de cultura. O primeiro meio foi suplementado com
1 mg L-' de ANA (acido naftalenoacético) e 10 mg L-' de BAP (6-Benzylaminopurine). O
segundo meio foi suplementado com 3 mg L-! de 2,4D (&cido diclorofenoxiacético) e terceiro
meio de cultura foi suplementado com 2 mg L-' de ANA mais 2 mg L' de KIN (cinetina). Para
0 controle, o0 meio de cultura ndo foi suplementado com nenhum tipo de regulador de
crescimento. Os explantes foram inoculados em tubos contendo 15 ml de meio de cultura,
vedados com plastico filme transparente e parte dos tubos foram transferidos para sala de
crescimento sob temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 16 horas, e outra parte para a incubadora

B.0.D, mantidos no escuro sob temperatura controlada de 25 °C.

2.4 Analises dos calos

A contagem dos calos foi realizada de sete em sete dias, a partir do dia de seu
estabelecimento. Para a pesagem, metade do tratamento foi pesado aos 45 dias e a outra metade
aos 90 dias.

Para verificar a umidade, aos 45 dias e aos 90 dias, os calos Umidos foram pesados em
balanca de preciséo e, em seguida, armazenados em saquinhos de pipoca, levados para a estufa
para secagem das amostras a 70 °C por 72 horas e, logo apds, realizada a pesagem dos calos
secos. A umidade dos calos foi calculada de acordo com a equacao:

Umidade (%) = (Peso Umido — Peso seco)*100/Peso umido

A porcentagem do ganho de massa de calos no periodo entre 45 e 90 dias foi obtido pela
equacéo:

Ganho de massa (%) = (massa aos 90 dias — massa aos 45 dias)*100/massa aos 90 dias
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2.5 Analise de imagem

A andlise de imagem foi feita pelo sistema GorundEye, equipamento que faz a captura
de imagens através de uma camera e analisa as imagens através do software. O equipamento
esta instalado no Laboratorio de Sementes da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde
foram realizadas as analises de coloracdo e geometria dos calos.

Duas repeticOes por tratamento foram fotografadas e cada tratamento foi codificado da
seguinte forma: a primeira letra indica a parte da planta em que o explante foi obtido (C = caule,
F = folha, R=raiz), o nimero indica o regulador de crescimento adicionado ao meio de cultura
(1 =1 mg L' de ANA (acido naftalenoacético) e 10 mg L-! de BAP (6-Benzylaminopuringe), 2
=3 mg L' de 2,4D (&cido diclorofenoxiacético) e 3 =2 mg L-' de ANA mais 2 mg L-' de KIN
(cinetina)) a segunda letra indica o ambiente de desenvolvimento do calo (C = claro
(fotoperiodo de 16 horas) e E = escuro) e, por ultimo, o segundo nimero indica por quantos
dias o calo se desenvolveu ( 45 = 45 dias e 90 = 90 dias). Exemplo: F1C45 — calos de explantes
obtidos da folha desenvolvidos em meio de cultura suplementado com ANA + BAP no claro
por 45 dias.

Os calos foram colocados sobre a bandeja de acrilico transparente que € inserida na
camara de captacdo do equipamento para serem fotografados. Apds a coleta das imagens, o

GroundeEye forneceu relatérios com valores médios para cada descritores analisados.

2.5.1 Coloracéo

Para avaliar a coloracdo dos calos, foram observadas as seguintes caracteristicas de cor:
dominancia preta, dominancia azul, dominancia celestial, dominancia ciano, dominancia cinza
escuro, dominancia verde, dominancia magenta, dominancia oliva, dominancia laranja,
dominéncia purpura, dominancia vermelha, dominancia rosa, dominancia turquesa, dominancia

amarela, dominancia branca, matiz, intensidade, luminosidade, saturacéo, brilho e luma.

2.5.2 Geometria

As caracteristicas avaliadas para geometria dos calos foram: area, circularidade,

esfericidade da forma, didmetro maximo, didmetro minimo e perimetro.
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2.6 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com esquema fatorial
4x3x2, quatro meios de cultura (ANA + BAP, 2,4D, ANA + KIN e sem regulador de
crescimento), trés partes da planta (explantes obtidos da folha, do caule e da raiz) e dois
ambientes (fotoperiodo de 16 horas e completamente escuro).

O experimento foi composto por 24 tratamentos, cada tratamento constituia de quatro
repeticdes com cinco tubos cada, totalizando 20 tubos por tratamento. Cada tubo continha um
explante.

Os dados coletados foram submetidos a anélise de variancia através do programa Sisvar.
As médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott, com 5% de significancia. Os dados
também foram submetidos a analise do software XLSTAT software XLSTAT (versdo 2017;
Addinsoft, Franca), obtendo a projecdo bidimensional da anélise de componentes principais
(PCA) e o dendrograma da analise hierarquica de agrupamento (HCA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Massa dos calos aos 45 dias

Os explantes inoculados em meio de cultura sem suplementacdo de regulador de
crescimento ndo apresentaram nenhum desenvolvimento de calo, independentemente da parte
da planta em que foram obtidos, apresentando somente sinais de necrose. InUmeros fatores
podem ser responsaveis por determinar o desenvolvimento e regeneracdo de um explante de
batata-doce inoculada in vitro, como o gendtipo, a fonte do explante e a concentracdo de
reguladores de crescimento no meio de cultura (SHAIBU et al., 2016). Segundo Thorpe (1994),
os reguladores de crescimento sdo determinantes para uma possivel formacdo de calos em
explantes.

De acordo com a ANAVA, existiu interacdo entre os fatores de variagdo parte da planta
e regulador de crescimento, sendo que, para 0 meio de cultura suplementado com 2,4D, os
explantes obtidos do caule apresentaram maior média de massa de calos que os explantes
obtidos das folhas e raizes, ndo havendo diferenca estatistica entre estes dois ultimos. Ja no
meio de cultura suplementado com ANA e BAP, os explantes obtidos das folhas, apresentaram
maior desenvolvimento de massa de calos, seguido dos explantes obtidos do caule e, com menor

massa de calos, os explantes obtidos da raiz. Para o meio de cultura suplementado com ANA e
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KIN, os explantes obtidos das folhas e do caule apresentaram maior massa de calos, sem
diferenca significativa entre eles, e os explantes obtidos da raiz apresentaram menor média
(TABELA 1).

O uso de 2,4D para a inducdo de calos em explantes € muito comum (YOSHINAGA,
1993). Sunéryo et al. (2019) observaram que meios de cultura com combinacfes e
concentragdes variadas de 2,4D e BAP proporcionaram a formacéo de calos em explantes da
folha e do caule de batata-doce.

Os explantes obtidos das folhas apresentaram menor desenvolvimento de massa de calos
no meio de cultura suplementado com 2,4D, apresentando maior média para os calos
desenvolvidos em meio de cultura suplementado com ANA e BAP. J& para os explantes obtidos
do caule, 0 meio de cultura suplementado com ANA e KIN proporcionou maior
desenvolvimento dos calos. Por fim, para os explantes de raiz, ndo houve diferenca entre as
médias de massa de calos de explantes inoculados nas trés diferentes composicdes de meio de
cultivo, como mostra a Tabela 1.

Em um experimento realizado por Addae-Fumpomaah et al. (2014), os meios de cultura
suplementados com BAP ou KIN proporcionaram a formacao de calos em explantes de batata-
doce. Abubakar et al. (2018) também observaram a formacao de calos em explantes de batata-
doce cultivados em meio de cultura suplementados com BAP ou BAP + GA + ANA.

No geral, os resultados indicam que houve formacdo de calos em todos os explantes
submetidos a tratamentos com adicdo de reguladores de crescimento no meio de cultura. De
acordo com as avaliacdes, com 30 dias ja foi possivel observar os calos formados em 100%
destes explantes, sendo que, com 14 dias, ja era possivel observar principios de formacéo de

calos na maioria deles.

Tabela 1 - Medias da massa (em gramas) de calos formados em explantes obtidos de folha,
caule e raiz, de plantas de Brazlandia Branca desenvolvidas in vitro, inoculados em
meios de cultura suplementados com 2,4D, ANA + BAP e ANA + KIN.

Parte da planta 2,4D ANA + BAP ANA + KIN
Folha 0,392 Bc 3,536 Aa 2,395 Ab
Caule 1,214 Ab 1,453 Bb 1,982 Aa

Raiz 0,007 Ba 0,312 Ca 0,332 Ba

CV (%) 27,17
Média geral 1,291 gramas

As médias nas colunas seguidas de mesma letra maiUscula e nas linhas pela mesma letra mindscula, ndo se diferem
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.
Fonte: Da autora (2021).
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Os explantes submetidos as diferentes composi¢cbes dos meios de cultura se
comportaram de forma semelhante tanto em ambiente claro, com fotoperiodo de 16 horas,

guanto em ambiente totalmente escuro, ndo apresentando diferenca estatistica.

3.2 Massa dos calos aos 90 dias

A intensidade da luz influencia o desenvolvimento de explantes de espécies
micropropagadas (GRUPTA et al., 2000) e, diferentemente do que aconteceu aos 45 dias, aos
90 dias o fator ambiente interferiu no desenvolvimento dos calos. Segundo a analise de
variancia, houve interacéo tripla significativa ao comparar as médias das massas dos calos com
90 dias de desenvolvimento. Para o desdobramento parte da planta x regulador de crescimento
—ambiente (TABELA 2), observou-se diferencas significativas nos tratamentos submetidos ao
ambiente com 16 horas de fotoperiodo (claro).

Os calos de explantes obtidos do caule desenvolvidos em meio de cultura suplementado
com 2,4D apresentaram maior ganho de massa aos 90 dias. Para 0 meio de cultura suplementado
com ANA + BAP, os calos de explantes obtidos de caule, também apresentaram maior massa,
seguido dos calos de explantes obtidos das folhas e, por ultimo, os calos de explantes obtidos
das raizes. Ja para o meio de cultura suplementado com ANA + KIN, ndo houve diferenca
significativa entre os calos de explantes obtidos de caule e de folha, apresentando maiores
médias de massa aos 90 dias (TABELA 2).

Para o desdobramento regulador de crescimento x parte da planta — ambiente
apresentado na Tabela 2, houve diferenca significativa para todos os fatores de variagdo. Para
calos de explantes obtidos da folha no ambiente claro, 0 meio de cultura suplementado com
ANA + KIN, proporcionou maior ganho de massa, seguido do meio de cultura suplementado
com ANA + BAP, e, proporcionando menor ganho de massa, 0 meio suplementado com 2,4D.
No escuro, 0os meios de cultura suplementados com BAP + ANA e BAP + KIN proporcionaram
maior ganho de massa, sem diferenca significativa entre si.

Para explantes obtidos do caule cultivados sob fotoperiodo de 16 horas, os calos
apresentaram maior desenvolvimento em meio de cultura suplementado com 2,4D, seguido dos
calos desenvolvidos em meio de cultura com ANA + BAP g, por ultimo, os calos desenvolvidos
em meio de cultura suplementado com ANA + KIN. J& no escuro, o0 meio suplementado com
2,4D apresentou a menor media dentre os trés, como mostrado na Tabela 2.

Os calos de explantes obtidos da raiz desenvolvidos no claro, apresentaram maior massa

guando cultivados em meio de cultura suplementado com ANA + KIN, e no escuro, 0s meios



49

de cultura ANA + BAP e ANA + KIN ndo se diferenciaram estatisticamente, apresentando
maiores médias (TABELA 2).

A analise do desdobramento ambiente x parte da planta — regulador de crescimento
(TABELA 2) indicou diferenca significativa somente para os calos de explantes obtidos de
caule, cultivados em meios de cultura suplementados com 2,4D e ANA + BAP, obtendo, em
ambos, comportamentos semelhantes, onde os calos se desenvolveram mais sob fotoperiodo de

16 horas, apresentando maiores médias de massa aos 90 dias.

Tabela 2 - Médias de massa de calos, de explantes obtidos de folha, caule e raiz de batata-doce,
cultivar Brazlandia Branca, desenvolvidos em meios de cultura suplementados com
2,4D, ANA + BAP e ANA + KIN em ambiente claro (sob fotoperiodo de 16 horas)
e escuro, aos 90 dias de desenvolvimento.

RC CLARO ESCURO
Folha Caule Raiz Folha Caule Raiz
2,4D 1,995 Cba 19,301 Aaa  1,025Bba 0,212 Baa 0,346 Bap 0,141 Bao

ANA + BAP 4,051 Bba 9,224 Baa 4,690 Aca 5,553 Aao 3,504 Aap 4,084 Aaa
ANA + KIN 7,139 Aao. 5,185 Caa 2,450Baa 3,973 Aac. 5,219 Aaa 3,336 Aba
CV (%) 20,97

Média geral: 4,524 gramas

RC — Reguladores de crescimento
As médias nas colunas seguidas de mesma letra mailscula, pela mesma letra mindscula nas linhas para cada
ambiente e pela mesma letra grega nas linhas para cada parte da planta ndo se diferem estatisticamente pelo teste
de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.

Fonte: Da autora (2021).

O desenvolvimento de calos é afetado por varios fatores do cultivo in vitro, incluindo a
fonte do explante, composi¢do do meio de cultura e suplementacdo, fonte de carbono e outras
condigdes do ambiente como a intensidade da luz (KHAN et al., 2016). Para explantes de Ajuga
bracteosa, Din et al. (2019) verificaram que maior massa de calos foi formada em ambiente
totalmente escuro por duas semanas, seguido da transferéncia destes para ambiente claro, com
fotoperiodo de 16 horas, mostrando que a luminosidade do ambiente pode afetar o

desenvolvimento dos calos, como aconteceu no presente estudo.

3.3  Porcentagem do ganho de massa de calos entre 45 dias e 90 dias de
desenvolvimento

De acordo com os resultados analisados apresentados na Tabela 3, os calos conduzidos
em ambiente completamente escuro, acumularam maior porcentagem de massa no periodo de

45 dias (entre 0 45° dia e 0 90° dia) que os calos conduzidos sob fotoperiodo de 16 horas,



50

desenvolvendo 81,95% de sua massa total nesse intervalo de tempo, enquanto os calos
conduzidos no claro apresentaram um acumulo de 69,75% de sua massa total entre 45 e 90 dias.

Tabela 3 - Porcentagem média de ganho de massa de calos de explantes de batata-doce, cultivar
Brazlandia Branca, entre 45 e 90 dias de desenvolvimento em ambiente com
fotoperiodo de 16 horas e ambiente totalmente escuro.

Ambiente Porcentagem média (%)
Fotoperiodo de 16 horas (claro) 69,75% b
Escuro 81,95% a

CV (%) 13,92%

Média geral: 75,85%
As médias seguidas de mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
significancia.

Fonte: Da autora (2021).

A interacdo significativa representada na Tabela 4 mostra que os calos de explantes
obtidos de folha acumularam maior massa no periodo entre 45 e 90 dias quando desenvolvidos
em meio de cultura suplementado com 2,4D. Para calos de explantes do caule, ndo houve
diferenca entre os meios de cultura suplementado com 2,4D e ANA + BAP, apresentando menor
acumulo de massa no meio de cultura suplementado com ANA + KIN e para os calos de
explantes de raiz, ndo houve diferenca significativa entre os meios de cultura.

Em meio de cultura suplementado com ANA + KIN, os calos de explantes de raiz
acumularam maior porcentagem de sua massa total, no periodo entre 45 e 90 dias. J& para o
meio de cultura suplementado com ANA + BAP, foram os calos de explantes de raiz e de caule
gue acumularam mais massa neste periodo e para 0 meio de cultura suplementado com 2,4D,
ndo houve diferenca significativa, onde todos os explantes apresentaram alto acumulo de massa
de calos entre 45 e 90 dias (TABELA 4).

Tabela 4 - Porcentagem média de ganho de massa de calos de explantes de folha, caule e raiz
de batata-doce, cultivar Brazlandia Branca, entre 45 e 90 dias de desenvolvimento.

Parte da planta 2,4D ANA + BAP ANA + KIN
Folha 88,18 Aa 43,42 Bb 40,52 Bb
Caule 93,41 Aa 82,12 Aa 55,52 Bb

Raiz 99,13 Aa 93,03 Aa 87,32 Aa

CV (%) 13,92
Média geral: 75,85%
As médias nas colunas seguidas de mesma letra maiuscula e nas linhas pela mesma letra mintscula, ndo se diferem
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.
Fonte: Da autora (2021).
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Os calos apresentaram umidade média de 93% em todos os tratamentos, tanto para

aqueles avaliados aos 45 dias quanto para aqueles avaliados aos 90 dias.

3.5  Analise de imagem

3.5.1 Coloragado

A avaliacdo da cor dos calos obtidos em um experimento pode ser uma referéncia da
producdo de compostos especificos na amostra. Porto et al. (2020) fez a correlagdo das cores
obtidas em suas amostras de calos de Brisonima gardneriana e a producdo de antocianinas e
observou que calos com a coloracdo rosa indicavam a presenca desse composto.

De acordo com Erig e Schuch (2005), a eficiéncia e comportamento dos reguladores de
crescimento adicionados ao meio de cultura podem ser afetadas pela qualidade da luz. A anélise
de imagem do sistema GroundEye evidencia a diferenca entre os calos desenvolvidos sob
fotoperiodo de 16 horas e os calos desenvolvidos no escuro. A analise de componentes
principais (PCA), ilustrada pela Figura 1, mostra uma afinidade dos calos desenvolvidos no
escuro por 45 dias pela dominancia das cores amarela e cinza claro. No entanto observa-se que
calos de explantes de caule e folha, desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 2,4D
no escuro tiveram pouca dominancia do amarelo e do cinza claro, se opondo aos demais.

Segundo o PCA (FIGURA 1), também houve dominancia das cores amarela e cinza
claro nos calos de explantes de folha e raiz desenvolvidos em meio de cultura suplementado
com ANA + KIN em ambiente claro, nos calos de explantes do caule desenvolvidos em meio
de cultura suplementado com 2,4D em ambiente claro e nos calos de raiz desenvolvidos em
meio de cultura suplementado com ANA + BAP em ambiente claro. Para os calos de explantes
de folha e caule desenvolvidos em meio de cultua suplementado com ANA + BAP em ambiente
claro e para os calos de explantes de caule desenvolvidos em meio de cultura suplementado

com ANA + KIN, a projecdo demonstrou maior afinidade e dominéncia das cores verde e oliva.
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Figural- Projecdo bidimensional e pontuacéo das caracteristicas de cor em amostras de calos
de explantes obtidos de folha, caule e raiz de batata-doce cultivar Brazlandia Branca
desenvolvidos em meio de cultura suplementado com ANA + BAP, 2,4D e ANA +
KIN, sob fotoperiodo de 16 horas ou no escuro por 45 dias.
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Fonte: Da autora (2021).

O dendograma (FIGURA 2) apresenta um agrupamento entre calos desenvolvidos no
escuro (exceto para explantes de folha e caule inoculados em meio de cultura com 2,4D que
foram dissimilares a todo o restante) mais calos de explantes da raiz desenvolvidos em qualquer
um dos trés meios de cultura em ambiente claro, mostrando a dominéancia das mesmas cores
nestas amostras, sendo elas as cores amarela e cinza claro, como apresentado pelo PCA
(FIGURA 1). Observa-se também, a presenca da amostra de calos de explantes obtidos do caule
desenvolvidos em meio de cultura com 2,4D em ambiente claro, o que evidencia a cor
amarelada como caracteristica de calos quando submetidos ao regulador de crescimento 2,4D

neste presente trabalho.
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Figura 2 - Analise hierarquica de agrupamento (HCA) das caracteristicas de cor em amostras
de calos de explantes obtidos de folha, caule e raiz de batata-doce cultivar
Brazlandia Branca desenvolvidos em meio de cultura suplementado com ANA +
BAP, 2,4D e ANA + KIN, sob fotoperiodo de 16 horas ou no escuro por 45 dias.
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Fonte: Da autora (2021).
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As Figuras 3 e 4 trazem as imagens capturadas pela cdmera do equipamento GroundEye
para calos desenvolvidos em ambiente claro (FIGURA 3) e em ambiente totalmente escuro
(FIGURA 4). Algumas amostras de calos ndo foram fotografadas pelo equipamento por
questdes relacionadas a configuracdo do sistema, portanto, a Figura 5 representa as imagens
capturadas pelo celular daquelas que néo foi possivel obter as imagens pelo GroundEye.

Observa-se que as imagens de calos desenvolvidos na presenca de luz apresentam uma
coloracdo esverdeada, também indicado pelos dados da anélise de imagem representadas nas
Figuras 1 e 2, no entanto, é importante observar a diferenca no comportamento dos calos
desenvolvidos em meio de cultura com 2,4D que, mesmo em ambiente claro, ndo possui uma
coloracéo verde.

A coloragédo verde em calos desenvolvidos em ambiente com fotoperiodo de 16 horas
pode representar a presenca de clorofilas (TAIZ et al., 2017). E importante considerar os
principais tipos de clorofila e as suas diferentes coloracGes. A clorofila possui uma coloracéo
verde-azulada, devido seu espectro de absorcdo, apresentando dois picos, na regido do azul-
violeta, com comprimentos de onda iguais a 440 nm e na regido do vermelho, com comprimento
de onda de 675 nm. J& a clorofila b apresenta uma banda de absor¢do com comprimento de
onda de 453 nm na regido do azul-violeta e outra banda de absor¢cdo com comprimento de onda
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de 675 nm na regido do vermelho, apresentando coloracéo verde-amarelada (RABINOWITCH,;
GOVINDJEE, 1969).

Figura 3 - Imagens obtidas pelo equipamento GroundEye para analise de imagem das amostras
de calos de explantes obtidos de folha, caule e raiz de batata-doce cultivar Brazlandia
Branca desenvolvidos em meio de cultura suplementado com ANA + BAP, 2,4D e
ANA + KIN, sob fotoperiodo de 16 horas por 45 dias.

Fotoperiodo de 16 horas

A: calos de explantes obtidos de folha, B: calos de explantes obtidos de caule, C: calos de explantes obtidos de
raiz. 1: calos desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 1 mg L-' de ANA (&cido naftalenoacético) e
10 mg L' de BAP (6-Benzylaminopurine), 2: calos desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 3 mg L-
'de 2,4D (4cido diclorofenoxiacético), 3: calos desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 2 mg L-! de
ANA mais 2 mg L' de KIN (cinetina).

Fonte: Da autora (2021).
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Figura 4 - Imagens obtidas pelo equipamento GroundEye para analise de imagem das amostras
de calos de explantes obtidos de folha, caule e raiz de batata-doce cultivar Brazlandia
Branca desenvolvidos em meio de cultura suplementado com ANA + BAP, 2,4D e

ANA + KIN, no escuro por 45 dias.

Escuro

A: calos de explantes obtidos de folha, B: calos de explantes obtidos de caule, C: calos de explantes obtidos de
raiz. 1: calos desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 1 mg L-' de ANA (&cido naftalenoacético) e
10 mg L' de BAP (6-Benzylaminopurine), 2: calos desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 3 mg L-
I'de 2,4D (4cido diclorofenoxiacético), 3: calos desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 2 mg L-! de

ANA mais 2 mg L-' de KIN (cinetina).
Fonte: Da autora (2021).

Figura 5 - Imagens obtidas pelo celular das amostras de calos de explantes obtidos de folha,
caule e raiz de batata-doce cultivar Brazlandia Branca desenvolvidos em meio de
cultura suplementado com ANA + BAP e 2,4D, sob fotoperiodo de 16 horas e no
escuro por 45 dias.

Fotoperiodode 16 horas Escuro

&

A: calos de explantes obtidos da folha desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 3 mg L' de 2,4D

(&cido diclorofenoxiacético), B: calos de explantes de caule desenvolvidos em meio de cultura suplementado

com 1 mg L-'de ANA (4cido naftalenoacético) e 10 mg L-! de BAP (6-Benzylaminopurine), C: calos de explantes

de raiz desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 2 mg L-! de ANA mais 2 mg L~ de KIN (cinetina).
Fonte: Da autora (2021).

Aos noventa dias de desenvolvimento, observa-se que todos os tratamentos com a
presenca de do regulador de crescimento 2,4D no meio de cultura, independentemente da parte
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da planta em que o explante foi obtido ou do ambiente em que se desenvolveu, tendem a
apresentar uma coloracdo mais escura, representada pelo laranja, vermelho, cinza escuro,
purpura, azul, preto e celestial. Em especial, os calos de folha conduzidos no claro e da raiz no

escuro se opdem aos demais, apresentando esta caracteristica de forma mais evidente.

Figura 6 - Projecédo bidimensional e pontuacéo das caracteristicas de cor em amostras de calos
de explantes obtidos de folha, caule e raiz de batata-doce cultivar Brazlandia Branca
desenvolvidos em meio de cultura suplementado com ANA + BAP, 2,4D e ANA +
KIN, sob fotoperiodo de 16 horas ou no escuro por 90 dias.

Biplot (axes F1 and F2: 61,90 %)
6 €3¢ T
[ ]
5 X L
TurGemoe
4 i Celestia
3 cinza claro 1 A
Oliva e ;EE R2E
:\o\ 2 C 1 Cinza e®uro
2
L 1
& F1C PY
°
oo .
F3 Vegpelha
1 (] |
o |
e/ C2C
-2 FIE [T
-3 Amarela Laranja
-4 L
6 4 2 0 2 4 6
F1 (34,41 %)
e Active variables e Active observations |

Fonte: Da autora (2021).

O dendrograma apresenta 0 agrupamento destes tratamentos, apresentando
dissimilaridade com os demais tratamentos, também agrupados, representando a diferenca dos

valores obtidos pela analise de imagem.
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Figura 7 - Analise hierarquica de agrupamento (HCA) das caracteristicas de cor em amostras
de calos de explantes obtidos de folha, caule e raiz de batata-doce cultivar
Brazlandia Branca desenvolvidos em meio de cultura suplementado com ANA +
BAP, 2,4D e ANA + KIN, sob fotoperiodo de 16 horas ou no escuro por 45 dias.
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Fonte: Da autora (2021).
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As Figuras 8 e 9 representam as imagens capturadas pelo GroundEye dos calos depois
de 90 dias de desenvolvimento. Observa-se a similaridade dos calos das imagens A2 (FIGURA
8), A2 e C2 (FIGURA 9), possibilitando a visualizagdo dos dados apresentados nas Figuras 6 e
7.
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Figura 8 - Imagens obtidas pelo equipamento GroundEye para analise de imagem das amostras
de calos de explantes obtidos de folha, caule e raiz de batata-doce cultivar Brazlandia
Branca desenvolvidos em meio de cultura suplementado com ANA + BAP, 2,4D e
ANA + KIN, sob fotoperiodo de 16 horas por 90 dias.

Fotoperiodo de 16 horas

A: calos de explantes obtidos de folha, B: calos de explantes obtidos de caule, C: calos de explantes obtidos de
raiz. 1: calos desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 1 mg L-' de ANA (&cido naftalenoacético) e
10 mg L-' de BAP (6-Benzylaminopurine), 2: calos desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 3 mg
L-' de 2,4D (&cido diclorofenoxiacético), 3: calos desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 2 mg L-!
de ANA mais 2 mg L-' de KIN (cinetina).

Fonte: Da autora (2021).
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Figura 9 - Imagens obtidas pelo equipamento GroundEye para analise de imagem das amostras
de calos de explantes obtidos de folha, caule e raiz de batata-doce cultivar Brazlandia
Branca desenvolvidos em meio de cultura suplementado com ANA + BAP, 2,4D e
ANA + KIN, sob fotoperiodo de 16 horas por 90 dias.

Escuro

A: calos de explantes obtidos de folha, B: calos de explantes obtidos de caule, C: calos de explantes obtidos de
raiz. 1: calos desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 1 mg L-! de ANA (&cido naftalenoacético) e
10 mg L' de BAP (6-Benzylaminopurine), 2: calos desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 3 mg L-
!'de 2,4D (acido diclorofenoxiacético), 3: calos desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 2 mg L-! de
ANA mais 2 mg L-' de KIN (cinetina).

Fonte: Da autora (2021).

3.5.2 Geometria

Na andlise de variancia, quando todos os tratamentos sdo comparados, existiu diferenca
estatistica entre a maioria deles. A Tabela 5 mostra que calos de explantes obtidos do caule,
com 90 dias de desenvolvimento sob fotoperiodo de 16 horas, possuem maior area que 0s
demais, independentemente do regulador de crescimento utilizado no meio de cultura. O maior
didmetro maximo e o maior valor de perimetro foram atribuidos aos calos de explantes do caule,
desenvolvidos em meio de cultura suplementado com ANA + KIN, sob fotoperiodo de 16 horas
por 90 dias.

A Tabela 5 indica que, geralmente, calos desenvolvidos em meio de cultura
suplementado com ANA + BAP apresentam menor circularidade, ou seja, ndo apresentam uma
caracteristica circular, tanto para explantes de folha, caule ou raiz desenvolvidos sob presenga
de luz ou ndo. Observa-se também, que calos de explantes obtidos do caule, desenvolvidos em



60

meio de cultura suplementado com ANA + KIN, sob fotoperiodo de 16 horas, por 90 dias,
apresentam valor alto de esfericidade, ou seja, fisicamente, sua forma se assemelha a uma

esfera.

Tabela 5 - Valores médios de area (cm2), circularidade, esfericidade, didmetro maximo (cm),
didmetro minimo (cm) e perimetro (cm) das amostras de de calos de explantes
obtidos de folha, caule e raiz, de batata-doce cultivar Brazlandia Branca,
desenvolvidos em ambiente com fotoperiodo de 16 horas e no escuro por 45 dias e
90 dias.

Diametro Diametro

Tratamento Area Circularidade Esfericidade . . Perimetro
maximo minimo

C1C45 19b 0,86 a 20,64 d 1,65¢ 14 c 6,22d
C2C45 1,25¢ 0,7b 3981c 1,26 d 1,71a 589d
C3C45 2,18 b 0,81a 25,32 d 184 c 1,46 b 7,31d
C2E45 0,2c 0,63b 27,22 d 0,6d 0,32¢e 2,32 ¢
C3E45 1,28¢ 0,8a 23,93d 1,41d 1,04c¢c 533e
F1C45 2,37b 0,81a 17,97 d 193¢ 1,52 a 6,51d
F3C45 2,06 b 0,73 a 32,17d 191c 1,27 ¢ 791d
F1E45 2,02b 0,79 a 19,68 d 18¢c 1,38 b 6,23d
F2E45 0,17 ¢ 0,59b 20,26 d 0,61d 0,35e 1,85¢€
F3E45 1,78 b 0,74 a 36,79 d 1,75¢ 1,21c 79d
R1C45 0,31c 0,69 a 22,6 d 0,71d 0,49¢e 2,57e
R2C45 0,46 c 0,66 b 24,18 d 0,84 d 0,54d 28¢e
R3C45 0,57¢c 0,72 a 21,8d 0,93 d 0,63d 3,35e
R1E45 0,56 ¢ 0,7a 22,59d 0,94 d 0,62d 3,36 e
R3E45 0,31c 0,64b 20,56 d 0,76 d 04le 2,42 e
C1C90 4,19a 0,71a 67,28 c 3,01b 1,78 a 16,0 c
C2C90 541a 0,69a 84,79 b 2,97 b 1,71a 20,53 b
C3C90 4,41 a 0,48 b 156,21 a 4,06 a 1,39b 25,72 a
C1E90 2,75b 0,77 a 48,59 ¢ 2,15¢ 1,57 a 9,31d
C2E90 2,92b 0,58b 94,38 b 16¢ 0,62d 11,94 c
C3E90 2,46 b 0,8a 33,11d 197¢c 1,54 a 8,89d
F1C90 3,16 b 0,82a 54,20 c 2,22 ¢ 1,75a 13,0c
F2C90 0,84c 0,62b 55,54 ¢ 1,21d 0,7d 581d
F3C90 2,45 b 0,72 a 66,28 c 2,1c 14b 12,67 c
F1E90 3,27b 0,81a 31,58d 2,26 ¢C 1,72 a 10,03 d
F2E90 021c 0,65b 30,51d 0,65d 04e 2,47 e
F3E90 2,65b 0,76 a 48,68 ¢ 191c 1,47 b 11,07 d
R1C90 2,7b 0,8a 31,42d 2,07 ¢ 1,63 a 9,12d
R3C90 2,06 b 0,72 a 4891 c 192¢c 1,21c 9,84d
R1E90 24b 0,78 a 42,79 ¢ 1,9¢ 1,44 b 9,96d
R2E90 0,11c 0,62b 34,32 d 0,48 d 0,23 e 191e
R3E90 2,19b 0,72 a 43,12 c 191c 1,35b 9,41d
CV (%) 36,62 8,79 31,18 19,26 11,42 29,96

Média geral 1,92 0,71 42,1 1,68 1,1 8,11

As médias seguidas de mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
significancia.
Fonte: Da autora (2021).
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De acordo com a analise de componentes principais (PCA), que explica 98,40% das
variagOes dos dados de area, didametro maximo e perimetro, representada na figura 10, a maioria
das amostras de calos desenvolvidos por 45 dias (exceto para os calos de explantes da folha
desenvolvidos em meio de cultura com ANA + BAP no claro e calos de explantes do caule e
de raiz desenvolvidos em meio de cultura com ANA + KIN no claro) apresentaram menor
afinidade para as analises de area, diametro maximo e perimetro, ou seja, sdo calos menores
que os demais. Dentre os calos maiores estdo a maioria daqueles desenvolvidos por 90 dias,
exceto os calos de explantes de folha desenvolvidos em meio de cultura suplementado com
2,4D no claro e calos de explantes de folha e raiz desenvolvidos em meio de cultura

suplementado com 2,4D no escuro.

Figura 10 - Projecdo bidimensional e pontuacdo das caracteristicas geométricas em amostras
de calos de explantes obtidos de folha, caule e raiz de batata-doce cultivar
Brazlandia Branca desenvolvidos em meio de cultura suplementado com ANA +
BAP, 2,4D e ANA + KIN, sob fotoperiodo de 16 horas ou no escuro por 45 e 90
dias.
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Fonte: Da autora (2021).

E importante notar que as amostras desenvolvidas por 45 dias que apresentaram maiores
valores de area, diametro maximo e perimetro, com 90 dias, 0 mesmo tratamento proporciona,
ainda, maiores valores de area diametro e perimetro. 1sso pode ser observado através da analise

hierarquica de agrupamento (HCA) na Figura 11.
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Figura 11 - Analise hierarquica de agrupamento (HCA) das caracteristicas geométricas em
amostras de calos de explantes obtidos de folha, caule e raiz de batata-doce
cultivar Brazlandia Branca desenvolvidos em meio de cultura suplementado com
ANA + BAP, 2,4D e ANA + KIN, sob fotoperiodo de 16 horas ou no escuro por

45 e 90 dias.
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E possivel visualizar essas caracteristicas de tamanho pelas imagens representadas nas
Figuras 3, 4, 5, 8 e 9. Observa-se que 0 meio de cultura suplementado com 2,4D proporciona o
desenvolvimento de calos friaveis. Sdo calos que se desagregam com facilidade, benéficos para
a suspensao de células, pois aceleram a multiplicacdo celular (FLORES, 2006). A friabilidade
também permite a obtencdo de material mais adequado para a selecdo de linhagens produtoras
de metabolitos in vitro, no entanto, apresentam maiores varia¢fes por conta da alta taxa de
divisdo, sendo geneticamente instaveis (RIBEIRO, 2004). O restante das amostras apresentou

calos mais compactos.

4 CONCLUSAO

Para a indugdo de calos em explantes de folha, caule e raiz de batata-doce, cultivar
Brazlandia Branca, recomenda-se suplementar o meio de cultura com reguladores de
crescimento e desenvolver os explantes por 90 dias para obter maior massa de calos,
considerando os resultados obtidos para a avaliagdo da porcentagem do ganho de massa de calos
entre 45 e 90 dias. Aos 90 dias, a composi¢do do meio de cultura, o ambiente e a fonte de

explante interferiram no desenvolvimento dos calos, apresentando resultados distintos
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dependendo de cada fator estudado. Portanto, para explantes da folha, o meio de cultura
suplementado com 2 mg L' de ANA + 2 mg L' de KIN, se mostrou mais eficiente para a
inducdo e desenvolvimento de calos, nos explantes de caule foi 0 meio de cultura suplementado
com 3 mg L-! de 2,4D sob fotoperiodo de 16 horas e para explantes de raiz, 0 meio de cultura
suplementado com 1 mg L' de ANA + 10 mg L-' de BAP se mostrou mais eficiente.
Considerando as imagens capturadas pelo GroundEye, os calos desenvolvidos em meio
de cultura contendo 2,4D apresentam friabilidade e coloracdo amarela mesmo quando
conduzidos em ambiente claro. Ja os calos desenvolvidos em meio de cultura suplementado
com ANA + BAP ou ANA + KIN sdo compactos e, quando submetidos a luz, apresentam
coloracdo verde. Avaliar as caracteristicas morfoanatémicas dos calos através do equipamento
de captura e analise de imagem GroundEye pode ser uma forma pratica e precisa para se obter
informacBes importantes sobre a coloracdo e geometria dos calos, contribuindo com pesquisas

na area de cultura de tecidos vegetais.
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ARTIGO 2 COMPOSTOS BIOATIVOS EM CALOS DE BATATA-DOCE DE POLPA
ROXA E LARANJA

RESUMO

A batata-doce € muito explorada no Brasil e tem alta importancia econdmica e social,
consequente da facilidade de cultivo, grande adaptacdo climatica e ampla variabilidade
genética. H& um interesse crescente por cultivares de polpa colorida, por suas caracteristicas
nutricionais benéficas e concentracdo de metabdlitos secundarios que causam beneficios a
salde humana. A cultura de calos pode ser um sistema efetivo para a produgdo desses
metabolitos secundarios maximizando a producdo desses compostos com o uso de elicitores no
meio de cultura. Com isso, objetivou-se analisar a composi¢do bioquimica de plantas ex vitro
e calos induzidos em meios de cultura com niveis crescentes de sacarose, provenientes de
explantes de folha, caule e raiz de batata-doce de polpa roxa e laranja. Para isso, 0s explantes
de batata-doce de polpa roxa, genotipo 2018-72-1407, e de polpa laranja, cultivar Beauregard,
foram inoculados em meios de cultura suplementados com 30 mg L-, 60 mg L-'e 120 mg L"!
de sacarose. Tambem foram avaliados folhas, caules e raizes de plantas de batata-doce roxa e
laranja, cultivadas no campo, para comparagdo dos tratamentos. A caracterizagdo de cor e
geometria dos calos foi realizada pelo sistema GroundEye. Os resultados mostraram que niveis
maiores de sacarose no meio de cultura podem potencializar a producdo de compostos bioativos
em qualquer um dos explantes inoculados, apesar de reduzir o desenvolvimento dos calos, como
observado pelo resultado da massa de calos e pela avaliagdo da geometria dos calos.

Palavras-chave: Ipomoea batatas. Metabdlitos secundarios. Cultura de tecidos.
ABSTRACT

Sweet potato is widely exploited in Brazil and has high economic and social importance,
as a result of its ease of cultivation, great climatic adaptation and wide genetic variability. There
Is a growing interest in colored pulp cultivars, for their beneficial nutritional characteristics and
concentration of secondary metabolites that cause benefits to human health. Callus culture can
be an effective system for the production of these secondary metabolites, maximizing the
production of these compounds with the use of elicitors in the culture medium. Thus, the
objective was to analyze the biochemical composition of ex vitro plants and calluses induced
in culture media with increasing levels of sucrose, from leaf, stem and root explants of purple
and orange pulp sweet potato. For this purpose, explants of sweet potato with purple pulp,
genotype 2018-72-1407, and orange pulp, cultivar Beauregard, were inoculated in culture
media supplemented with 30 mg L-!, 60 mg L-' and 120 mg L -! of sucrose. Leaves, stems and
roots of purple and orange sweet potato plants grown in the field were also evaluated for
comparison of treatments. The color and geometry characterization of the calluses was
performed by the GroundEye system. The results showed that higher levels of sucrose in the
culture medium can enhance the production of bioactive compounds in any of the inoculated
explants, despite reducing callus development, as observed by the callus mass result and the
evaluation of callus geometry.

Keywords: Ipomoea-batatas. Secondary metabolites. Tissue culture.
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1 INTRODUCAO

A batata-doce é muito explorada no Brasil e tem alta importancia econdémica e social,
consequente da facilidade de cultivo, grande adaptacédo climéatica e ampla variabilidade genética
(EMBRAPA, 2019). Em Santa Catarina, é produzido, anualmente, 17.747 toneladas em 988
hectares (IBGE, 2019) e, apesar de ndo estar entre 0s maiores produtores do pais, apresenta
grande importancia econdmica, movimentando milhGes de reais (EMBRAPA, 2019). No Rio
Grande do Sul, 11.988 hectares de area plantada sdo destinados a producdo de batata-doce,
sendo o estado de maior producéo de batata-doce, com 175.041 toneladas (IBGE, 2019). E um
dos alimentos mais consumidos pelo homem, além de ser utilizado na nutricdo animal e
considerado um alimento promissor para atender as necessidades nutricionais entre populacdes
mais carentes nutricionalmente (KEHOE et al., 2015).

Nota-se alta diversidade genética em batata-doce nas variadas regides produtoras do
Brasil, provenientes de segregacdo assexuada e sexuada. Suas variedades se diferem na forma,
cor interna e externa, sabor, textura da raiz tuberosa, tamanho, formato, cor de suas folhas e
flores (FURLANETO et al., 2012). As variadas cores das polpas de batata-doce podem ser um
indicador de quantidade de B-caroteno, antocianinas, compostos fendlicos, fibra dietética, acido
ascorbico, &cido fendlico e, também, sais minerais (WOOLFE, 2008). H& interesse crescente
por cultivares de polpa colorida, justamente por essa caracteristica nutricional benéfica e
concentracdo de metabdlitos secundarios que causam beneficios a satde humana (CAMIRE et
al., 2009).

Os metabolitos secundarios possuem grande importancia econdmica, ja que sao muito
utilizados na fitomedicina, com o uso de remédios naturais produzidos através de extratos
vegetais, e na nutracéutica, utilizando alimentos funcionais, com beneficios a saide humana,
para prevenir doencas graves. Também sdo muito utilizados pelas industrias de cosmeéticos,
como principios ativos contra o envelhecimento através dos compostos antioxidante, utilizagao
de fragrancias, na industria alimenticia com o uso de corantes naturais, conservantes e
substancias para das sabor e cheiro agradavel, dentre outras diversas aplicacdes industriais
(PERES, 2004).

Espécies que possuem a capacidade de produzir esses compostos bioativos sdo obtidas
indiscriminadamente. Por isso, ha alguns anos, estudos vém sendo realizados na area de cultura
de tecidos para a producdo desses compostos in vitro, sendo vantajoso tanto do ponto de vista
ecologico quanto tecnologico.
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Muitas estratégias sdo utilizadas para se aumentar a produtividade de metabdlitos
secundarios vegetais in vitro, como a adi¢cdo de compostos precursores ao meio de cultivo
(SILVESTRINI et al., 2002), a elicitacdo (WANG; ZHONG, 2002) e a transformacédo genética
usando o sistema de vetor natural mediado por Agrobacterium rhizogenes ou A. tumefaciens
(GIRI; NARASU, 2000). A cultura de calos pode ser um sistema efetivo para a producdo de
metabdlitos secundarios especificos. Além disso, a producdo desses compostos pode ser
maximizada com o uso de elicitores no meio de cultura (NAMDEO et al., 2007). Alguns desses
elicitores sdo acido salicilico, extratos, sacarose (SEIDEL et al., 2002, NAIK et al., 2016,
RUBINOVICH et al., 2019) que podem causar estresse ao vegetal e aumentar a producao de
compostos para sua defesa (FAZAL et al., 2016).

Sendo assim, objetivou-se avaliar a composicdo bioquimica de calos de explantes de
folha, caule e raiz de batata-doce de polpa roxa e alaranjada desenvolvidos em meios de cultura

suplementados com niveis crescentes de sacarose.

2 MATERIAL E METODOS

2.1  Material vegetal, estabelecimento e multiplicacéo

Foram utilizadas batata-doce de polpa roxa, genotipo 2018-72-1407 e batata-doce de
polpa laranja, cultivar comercial Beauregard. A batata-doce roxa estava se desenvolvendo no
Centro de Desenvolvimento e Transferéncia de Tecnologia (CDTT) da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), localizado na fazenda Palmital, no municipio de ljaci, Minas Gerais. O
material vegetal foi colhido com 150 dias, levado para o Laboratorio de Cultura de Tecidos
Vegetais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), para limpeza, desinfestacdo e
estabelecimento in vitro.

As brotacdes mais novas da planta de batata-doce roxa, gendtipo 2018-71-2014, foram
retiradas e lavadas em agua corrente. A batata roxa foi estabelecida in vitro pela cultura de
meristemas. Para isso, 0s brotos apicais foram imersos em alcool 70% por 30 segundos, em
seguida, imersos por 5 minutos em hipoclorito de sédio 7% e, logo apds, lavados por cinco
vezes consecutivas em agua destilada e autoclavada. Em seguida, os explantes foram obtidos
retirando 0 meristema apical das brotacdes assepticas.

Os explantes meristematicos foram entdo, estabelecidos em meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), contendo 30 mg L-! de sacarose, 6 mg L-!' de agar, com pH

ajustado para 5,8, em tubos com 15 ml de meio nutritivo, vedados com plastico filme
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transparente. Foram desenvolvidos em sala de crescimento sob temperatura de 25 °C e
fotoperiodo de 16 horas. Depois de 30 dias, foi feita a repicagem desse material, em tubos
contendo 15 ml de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com 60 mg L-! de
sacaros, 6mg L-! de agar e pH ajustado para 5,8. Seu desenvolvimento também foi em sala de
crescimento a 25 °C de temperatura e fotoperiodo de 16 horas.

A cultivar de batata-doce Beauregard, ja estabelecida no Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais da Universidade Federal de Lavras (UFLA) em meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), foram repicadas, também em meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), com 60 mg L-! de sacarose e 6 mg L-' de &gar, com pH
ajustado para 5,8. Os explantes foram inoculados em tubos contendo 15 mL da solucdo
nutritiva, vedadas com plastico filme transparente e levados para a sala de crescimento, sob

temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 16 horas.

2.2  Obtencéo dos explantes e meio de cultura para a indugao dos calos

Os explantes foram obtidos das folhas, caules e raizes das plantas estabelecidas in vitro
depois de 45 dias de desenvolvimento. Os explantes das folhas possuiam 25 mm?2 e foram
extraidos de folhas coletadas de forma aleatéria, retirando-se a nervura central. Os explantes
dos caules, também obtidos de forma aleatéria, possuiam 1 mm de altura, sendo colocados no
meio de cultivo de modo que uma das faces cortadas estivesse em contato com o meio e a outra
face cortada, voltada para cima. Os explantes obtidos das raizes, foram coletados de forma
aleatoria, cortando 5 mm de comprimento da raiz e inoculando-0s na horizontal no meio de
cultivo.

Os explantes foram inoculados em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), com 6 mg L' de agar, pH ajustado para 5,8 e suplementados com 1 mg L-! de ANA e
10 mg L-' de BAP, para induzir a formagdo de calos. As concentragdes de sacarose variaram de
acordo com o tratamento, sendo trés concentragdes, 30 mg L', 60 mg L-' e 120 mg L-' de
sacarose. Os explantes foram inoculados em frascos contendo 30 ml de solucdo nutritiva,
vedados com plastico filme transparente, sendo, para a inducdo de formagé&o de calos nas folhas
e nos caules, inoculados sete explantes em cada frasco e, para as raizes, dez explantes em cada
frasco. Para cada tratamento haviam 24 frascos, sendo divididos em trés repeticfes de oito
frascos. Os frascos foram mantidos em sala de crescimento, sob temperatura de 25 °C e
fotoperiodo de 16 horas.
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Apo6s 90 dias de formag&o e desenvolvimento, os calos foram coletados e congelados
inicialmente em nitrogénio liquido e depois mantidos em congelador a -18 °C para a realizacéo

das analises.

2.3 Analises quantitativas

2.3.1 Massa de calos

Apo6s 90 dias, os calos foram pesados em balanca de precisdo para avaliar seu

desenvolvimento nos meios de cultura com diferentes concentracfes de sacarose.

2.3.2 Determinacéo dos fendlicos totais

A andlise de fendlicos totais foi feita pelo Método de FolinCiocalteau, segundo
Whaterhouse (2002). O extrato foi obtido pesando 2,5 g de calo, adicionou-se 20 ml de solugéo
de 70% de metanol e 30% de agua destilada a amostra pesada, triturando-a na solucdo. Apds
triturada, a solucdo contendo a amostra foi levada para o banho ultrassonico por uma hora em
temperatura ambiente. Ap6s o banho, a solucéo foi filtrada em filtro de papel, obtendo o extrato
das amostras de calos.

Para a curva padrdo, foi feita uma solucdo de 1 mg mL-" de &cido galico em agua
destilada. A solucdo foi diluida 8 vezes em triplicata e pipetada 30 puL no poco da microplaca.
Em seguida pipetou-se 120 uL da solugéo reagente de FolinCiocalteau 10% e 150 pL de solucéo
de carbonato de sédio 10% no mesmo pog¢o, completando um volume de 300 pL.

Da mesma forma 30 pL do extrato foi pipetado na microplaca, adicionando em seguida
no mesmo pogo 120 pL da solucdo reagente de FolinCiocalteau 10% e 150 uL de solugéo de
carbonato de sdédio 10%, completando um volume de 300 pL. A leitura foi feita em
espectofotdmetro depois de duas horas de repouso ao abrigo da luz, a 720 nm. Os fenolicos
foram quantificados em equivalentes de acido galico em 100 g de amostra, substituindo o y

obtido da equacdo da curva padrdo pelo valor da absorbancia obtida na leitura.

2.3.3 Determinacéo dos flavonoides totais

O contetdo de flavonoides totais foi determinado segundo a metodologia descrita por

Popova et al. (2007). O extrato foi obtido pesando 2,5 g de calo ou partes das plantas cultivadas
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no campo, adicionou-se 20 ml de solucdo de 70% de metanol e 30% de &gua destilada a amostra
pesada e triturou-se a amostra na solucdo. Apos triturada, a solucdo contendo a amostra foi
levada para o banho ultrassénico por uma hora em temperatura ambiente. Apos o banho, a
solucdo foi filtrada em filtro de papel, obtendo o extrato das amostras de calos e partes das
plantas.

A curva padrdo foi obtida pelas diluigdes da solucdo de quercetina em triplicata,
iniciando a uma concentracdo de 1,5 mg mL-. Pipetou-se 100 pL da solucéo de quercetina no
poco da microplaca mais 100 uL de solucéo de cloreto de aluminio 10% (2,5 g de AICI3 em 25
mL de metanol 70%), completando um volume de 200 uL no pogo da microplaca.

Dessa mesma forma, pipetou-se 100 pL do extrato das amostras de calos mais 100 pL
da solucéo de cloreto de aluminio 10% no pog¢o da microplaca. Também, foi feito o branco
amostra, pipetando 100 pL do extrato das amostras mais 100 pL do solvente (metanol 70%). A
leitura foi feita em espectofotdmetro depois de 40 minutos de repouso no escuro a 420 nm. Os
flavonoides foram quantificados em equivalentes de quercetina em 100 g de amostra,

substituindo o y obtido da equacéo da curva padrédo pelo valor da absorbancia obtida na leitura.

2.3.4 Determinagdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante das amostras de calos foi quantificada pelo método de reducéo
pelo complexo de fosfomolibdénio, segundo a metodologia de Prieto et al. (1999). O extrato
foi obtido pesando 2,5 g de calo, adicionou-se 20 ml de solucdo de 70% de metanol e 30% de
agua destilada a amostra pesada e triturou a amostra na solugdo. Apos triturada, a solucdo
contendo a amostra foi levada para o banho ultrassonico por uma hora em temperatura
ambiente. Apos o banho a solucéo foi filtrada em filtro de papel, obtendo o extrato das amostras
de calos.

A curva padréo foi obtida pelas dilui¢bes da solucdo de acido ascérbico em triplicata,
iniciando a uma concentracdo de 500 mg mL-. Pipetou-se 100 pL da solucéo de &cido ascorbico
no pogo da microplaca mais 750 pL do reativo fosfomolibdico (mistura de H2SO4 0,6M,
Fosfato de S6dio Monobasico e Molibdato de Aménio 4mM) completando um volume de 850
uL em tubo de Falcon.

Da mesma maneira, 100 pL do extrato das amostras foram pipetados em tubo de Falcon
mais 750 pL do reativo fosfomolibdico. Os tubos de Falcon com as solugdes mais os extratos
foram levados para o banho maria a 95 °C por 1 hora e 30 minutos. Apos retirar do banho maria,

esperou-se resfriar e pipetou-se 200 pL no poco da micro placa e a leitura foi feita em 695 nm.
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A capacidade antioxidante da amostra foi calculada substituindo o y da equacéo da curva padrédo
pela absorbancia das amostras, resultando na equivaléncia da capacidade antioxidante do &cido

ascorbico em 100 g de amostra.

2.3.5 Determinacao das antocianinas totais

As antocianinas totais foram quantificadas pelo método de diferenca de pH segundo a
metodologia de Giusti e Wrolstad (2001). Primeiramente, preparou-se o tampao de cloreto
0,025 mol L', com pH ajustado para 1, e o tampdo de acetato 0,4 mol L-!, com pH ajustado
para 4,5. Em seguida, os extratos das amostras foram obtidos adicionando 200 pL de etanol
acidificado com HCI (0,1%) mais 20 uL de amostra diluida em metanol 70% (2,5 gramas de
amostra em 20 ml de metanol) em um ependorf.

Para a determinacgéo, foram adicionados nos pogos de uma micro placa 75 pL de extrato
da amostra mais 125 uL de tampéo pH 1 e, em outra micro placa, 75 uL de extrato da amostra
mais 125 pL de tampdo pH 4,5. As micro placas ficaram em repouso por 30 minutos no escuro.
A leitura foi realizada em espectofotdmetro nos comprimentos de onda de 510 nm e 700 nm,
sendo que as leituras em 510 nm ficaram entre 0,1 e 1,2.

O valor de antocianina totais foi obtido pela Equagéo 1.

AT (mg em 100 g de amostra) = (AXPMxFD/€x1) x 100 1)
Onde:
A = (absorbancia em 510nm — absorbéancia em 700nm)pH 1 — (absorbancia em 510nm —
absorbancia em 700nm)pH 4,5
FD = fator de diluicéo
€ absortividade molar = 26900
PM cianidina 3-glicosideo = 449,2

2.3.6 Determinacéo de sélidos solUveis (°Brix)

Foram determinados pelo indice de refragdo, conforme metodologia recomendada pela
AOAC (2005). Para o extrato, foram pesados 2,5 gramas de cada amostra, diluidos em cinco
ml de agua destilada, trituradas e filtradas em filtro de pano. Em seguida, a leitura foi feita em
refratdmetro digital modelo Atago e os resultados foram expressos em °Brix (%).
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2.3.7 Potencial hidrogeni6nico (pH)

Foi determinado através do extrato aquoso contendo 2,5 gramas de cada amostra,
diluidos em cinco ml de agua destilada, trituradas e filtradas em filtro de pano. As leituras foram

feitas em potenciémetro Micronal, modelo B221, conforme as normas do Instituto Adolfo Lutz.

2.4 Analise de imagem

A andlise da coloracdo e geometria (area, circularidade, esfericidade, didmetro maximo,
diametro minimo e perimetro) dos calos foi realizada pelo equipamento GroundEye®, composto
por uma cadmera de captacdo de imagem e um software de andlise, no Laboratdrio de Sementes
da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Foram analisadas trés repeticOes por tratamento, sendo os tratamentos avaliados
codificados como RF3 (amostras de calos de explantes da folha do genétipo 2018-72-1407
desenvolvidos em meio de cultura suplementados com 30 mg L-! de sacarose), RF6 (amostras
de calos de explantes da folha do gendtipo 2018-72-1407 desenvolvidos em meio de cultura
suplementados com 60 mg L-* de sacarose), RC3 (amostras de calos de explantes do caule do
genotipo 2018-72-1407 desenvolvidos em meio de cultura suplementados com 30 mg L-! de
sacarose), RC6 (amostras de calos de explantes do caule do gendtipo 2018-72-1407
desenvolvidos em meio de cultura suplementados com 60 mg L-! de sacarose), RR3 (amostras
de calos de explantes da raiz do gendtipo 2018-72-1407 desenvolvidos em meio de cultura
suplementados com 30 mg L-! de sacarose), RR6 (amostras de calos de explantes da raiz do
gendtipo 2018-72-1407 desenvolvidos em meio de cultura suplementados com 60 mg L-! de
sacarose), LF3 (amostras de calos de explantes da folha da cultivar Beauregard desenvolvidos
em meio de cultura suplementados com 30 mg L-! de sacarose), LF6 (amostras de calos de
explantes da folha da cultivar Beauregard desenvolvidos em meio de cultura suplementados
com 60 mg L-! de sacarose), LC3 (amostras de calos de explantes do caule da cultivar
Beauregard desenvolvidos em meio de cultura suplementados com 30 mg L-* de sacarose), LC6
(amostras de calos de explantes do caule da cultivar Beauregard desenvolvidos em meio de
cultura suplementados com 60 mg L-* de sacarose), LR3 (amostras de calos de explantes da
raiz da cultivar Beauregard desenvolvidos em meio de cultura suplementados com 30 mg L-!
de sacarose), LR6 (amostras de calos de explantes da raiz da cultivar Beauregard desenvolvidos
em meio de cultura suplementados com 60 mg L-! de sacarose), RC12 (amostras de calos de

explantes do caule do genotipo 2018-72-1407 desenvolvidos em meio de cultura suplementados
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com 120 mg L-! de sacarose) e LC12 (amostras de calos de explantes do caule da cultivar

Beauregard desenvolvidos em meio de cultura suplementados com 120 mg L-* de sacarose).
Os calos foram colocados sobre a bandeja de acrilico transparente que € inserida na

camara de captacdo do equipamento para serem fotografadas. Apos a coleta das imagens, o

GroundeEye forneceu relatérios com valores médios para cada descritores analisados.

2.4.1 Coloracéo

Para avaliar a coloracéo dos calos, foram observadas as seguintes caracteristicas de cor:
dominancia preta, dominancia azul, dominéncia celestial, dominancia ciano, dominancia cinza
escuro, dominancia verde, dominancia magenta, dominancia oliva, dominancia laranja,
dominéncia purpura, dominancia vermelha, dominancia rosa, dominancia turquesa, dominancia

amarela, dominancia branca, matiz, intensidade, luminosidade, saturagéo, brilho e luma.

2.4.2 Geometria

As caracteristicas avaliadas para geometria dos calos foram: é&rea, circularidade,

esfericidade da forma, didmetro méaximo, didmetro minimo e perimetro.

2.5 Delineamento experimental e analise dos dados

O delineamento experimental adotado para o experimento foi inteiramente casualizado,
com esquema fatorial 3x4x2, trés partes da planta (folha, raiz e caule), quatro formas de cultivo
(campo, meio de cultura suplementado com 30, 60 e 120 mg L-") e dois tipos de batata-doce
(batata-doce roxa genétipo 2018-72-1407 e batata-doce laranja cultivar Beauregard) totalizando
24 tratamentos com trés repeti¢fes cada. Para os tratamentos conduzidos em meio de cultura,
cada repeticdo continha oito frascos com dez explantes, totalizando 24 frascos por tratamento.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia do programa Sisvar, versao 5.6,
e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. Analise do componente
principal (PCA) e analise hierarquica de agrupamento (HCA) foram avaliados usando o
software XLSTAT (versdo 2017; Addinsoft, Franga).
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3 RESULTADOS

3.1 Massa de calos

De acordo com a ANAVA existe diferenca significativa entre a massa de calos formados
em explantes de cada parte da planta, sendo os calos formados nos explantes obtidos da raiz
menos desenvolvidos que os calos formados nos explantes obtidos das folhas e dos caules.
Tanto os calos de explantes de batata-doce roxa ou de batata-doce laranja, se comportaram da

mesma forma nessa questédo (TABELA 1).

Tabela 1 - Médias da massa de calos formados em explantes obtidos das folhas, raizes e caule
de batata-doce gendtipo 2018-72-1407 e cultivar Beuregard.

Parte da planta Médias de massa de calo (g)
Caule 17,52 a
Folha 17,42 a
Raiz 10,14 b
CV (%) 35,41

Meédia geral: 15,02 gramas
As médias seguidas de mesma letra, ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
significancia.

Fonte: Da autora (2021).

A quantidade de sacarose também influenciou no desenvolvimento e ganho de peso dos
calos, como mostra a Tabela 2. Para a cultivar comercial Beauregard, em meio de cultura
suplementado com 30 mg L-! de sacarose, independente da parte da planta que o explante foi
obtido, os explantes desenvolveram maior massa de calos. O desenvolvimento dos calos da
cultivar Beauregard, para explante obtido de qualquer parte da planta, em meio de cultura
suplementado com 120 mg L-! de sacarose foi bem menor que o desenvolvimento de calos em
60 mg L' e em 30 mg L-.. O mesmo aconteceu para a batata-doce roxa, genétipo 2018-72-
1407, onde houve maior desenvolvimento de massa de calos em meio de cultura com 30 mg L-
! de sacarose e menor desenvolvimento de massa de calos em meio de cultura com 120 mg L-!
de sacarose.

Houve diferenca no comportamento dos explantes da batata-doce laranja (Beauregard)
e da batata-doce roxa (gendtipo 2018-72-1407) para o desenvolvimento de calos nos meios de
cultura suplementados com trés concentracdes de sacarose diferentes, existindo, entdo, uma
interacdo entre 0 meio de cultivo e a variedade da batata-doce (TABELA 2). Para 0 meio de

cultura suplementado com 30 mg L-! de sacarose, a batata-doce roxa e batata-doce laranja se
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comportaram de forma semelhante, ndo havendo diferenga significativa entre as médias de
massa de calos entre a cultivar Beauregard e o gendtipo 2018-72-1407. O mesmo aconteceu
para 0 meio de cultura suplementado com 120 mg L-! de sacarose. J& para 0 meio de cultura
suplementado com 60 mg L-! de sacarose, a batata-doce laranja adquiriu mais massa de calos
que a batata-doce roxa (TABELA 2).

Tabela 2 - Médias da massa de calos formados em explantes de partes das plantas do gen6tipo
2018-72-1407 e da cultivar Beauregard nos meios de cultivo suplementados com
30 mg L-' de sacarose, 60 mg L' de sacarose e 120 mg L-' de sacarose.
Desdobramento da interacdo meio de cultivo x variedade de batata-doce.

mg L-' de sacarose no meio de cultivo  Gendtipo 2018-72-1407 Beauregard
30 31,50 Aa 29,16 Aa
60 10,59 Bb 16,96 Ba
120 1,07 Ca 0,89 Ca
CV (%) 35,41

Média geral: 15,02 gramas
As médias nas colunas seguidas de mesma letra maitscula e nas linhas pela mesma letra mindscula, ndo se diferem

estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.
Fonte: Da autora (2021).

Como pode ser observado, nas analises de variancia para massa de calos, representadas
na Tabela 2, os calos desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 120 mg L-' de
sacarose se desenvolveram muito pouco, resultando em valores baixos de massa de calo.
Especificamente, os calos de explantes de folha e raiz apresentaram baixissimo
desenvolvimento em meio de cultura suplementado com 120 mg L-! de sacarose, tanto para o
genotipo quanto para a cultivar, portanto, a quantidade de amostra ndo foi suficiente para
realizar os testes proposto. Sendo assim, para as analises realizadas, foi preciso estudar o
comportamento dos calos de explantes obtidos do caule de forma separada, excluindo as
analises para as amostras de calos de explantes obtidos da folha e da raiz desenvolvidos em

meio de cultura suplementado com 120 mg L-! de sacarose.

3.2 Fendlicos totais

Para a quantificacdo de fendlicos totais, de acordo com a ANAVA, houve interacdo
tripla, tendo influéncia da parte da planta, do meio de cultura e da variedade da batata-doce, na
producdo de fendlicos nos calos formados, cada tratamento se comportando de maneira

diferente para cada um desses fatores.
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Para o desdobramento parte da planta x condicGes de cultivo — variedade da batata-doce
(TABELA 3), a quantidade de fendlicos em folhas e caules de plantas da cultivar Beauregard
conduzidas no campo néo apresentaram diferencas significativas, apresentando maiores médias
que as amostras de raizes. Comportamento semelhante foi observado nas amostras de calos de
explantes obtidos da batata-doce roxa, genotipo 2018-72-1407, desenvolvidos em meio de
cultura suplementado com 30 mg L-' de sacarose, onde os calos das folhas e de caule
apresentaram maior quantidade de fendlicos totais, ndo se diferenciando estatisticamente.

Em meio de cultura suplementado com 60 mg L-' de sacarose, para a cultivar
Beauregard, as amostras de calos de explantes obtidos de folhas apresentaram maiores médias
de quantidade de fendlicos, sem diferencas estatisticas entre os calos de caule e raiz. Ja para o
gendtipo 2018-72-1407, os calos de explantes de caule apresentaram menor producdo de
fenolicos totais que os calos de explantes obtidos de folha e de raiz.

A tabela de analise de variancia para o desdobramento condicGes de cultivo x parte da
planta — variedade da batata-doce (TABELA 3) apresentou diferenca significativa somente para
trés fatores. Para as amostra de calos de explantes obtidos das folhas da cultivar Beauregard, o
meio de cultura suplementado com 60 mg L-' de sacarose proporcionou maior producdo de
fendlicos totais, ja para calos de explantes da raiz da cultivar Beauregard, os meios de cultura
suplementados com 30 mg L-' e 60 mg L' de sacarose, ndo se diferenciaram estatisticamente,
apresentando maiores producdes de fendlicos totais que as amostras de raizes do campo. Por
fim, para o gendtipo 2018-72-1407, foi observado producao de fendlicos semelhante em raizes
do campo e em calos de explantes de raiz desenvolvidos em meio de cultura suplementado com
60 mg L-' de sacarose, apresentando maiores médias.

J& para o desdobramento variedade da batata-doce x parte da planta — condi¢des de
cultivo (TABELA 3), somente a raiz apresentou comportamentos distintos quando comparado
ao gendtipo 2018-72-1407 com a cultivar Beauregard. No campo, o0 genotipo 2018-72-1407
apresentou maior media e em meio de cultura suplementado com 30 mg L-! de sacarose, 0s
calos de explantes obtidos da raiz da cultivar Beaureagard apresentaram maior producao de
fendlicos totais. O restante das amostras ndo apresentou diferenca estatistica entre suas médias

para este desdobramento.
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Tabela 3 - Quantidade média de fendlicos totais em gramas de acido galico/100 gramas de
amostra de folha, caule e raiz de plantas conduzidas no campo e de calos de
explantes obtidos de folha, caule e raiz desenvolvidos em meio de cultura
suplementado com 30 mg L

Condicdes Gendtipo 2018-72-1407 Beauregard

de cultivo Folha Caule Raiz Folha Caule Raiz
Campo 1,415 Aao 1,194 Aao 1,360 Aaa 1,211 Baoa 1,196 Aaa. 0,920 Bbf3

30 mg L-! 1,280 Aaa. 1,054 Aao. 0,642 Bbp 1,210 Bao. 1,115 Aaa 1,294 Aaa

60 mg L-! 1,511 Aaoc 1,362 Aaoc 1,078 Abo. 1,557 Aaa. 1,178 Aba 1,350 Aba

CV (%) 12,07
Média geral: 1,218 g de 4cido galico/100 g de amostra
As médias nas colunas seguidas de mesma letra mailscula, pela mesma letra mindscula nas linhas para cada

ambiente e pela mesma letra grega nas linhas para cada parte da planta ndo se diferem estatisticamente pelo teste
de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.

Fonte: Da autora (2021).

Observando os resultados do caule conduzido em campo e dos calos de explantes
obtidos do caule de forma separada, a ANAVA apresentou significancia para as médias das
diferentes condic¢des de cultivo, onde os calos desenvolvidos em meio de cultura suplementados
com 120 mg L-! de sacarose demonstraram uma maior producao de fendlicos totais, tanto para

0 gendtipo quanto para a cultivar (TABELA 4).

Tabela 4 - Producdo de fenodlicos totais em gramas de acido galico/100g de amostra de calos
formados em explantes do caule desenvolvidos em meio de cultivo suplementado
com 30 mg L, 60 mg L-"e 120 mg L-"' de sacarose e de caule das plantas conduzidas
no campo do geno6tipo 2018-72-1407 e cultivar Beauregard.

Condic0es de cultivo Médias
Campo 1,195 b

30 mg L-1 de sacarose 1,085 b
60 mg L-1 de sacarose 1,128 b
120 mg L-1 de sacarose 1,373 a

CV (%) 12,42
Média geral: 1,195 g de acido galico/100 g de amostra

As médias seguidas de mesma letra, ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
significancia.

Fonte: Da autora (2021).

3.3 Flavonoides

A analise de variancia para os flavonoides quantificados em equivaléncia de quercetina
nas amostras indicou interagdo tripla significativa. Os resultados observados para o
desdobramento parte da planta x condic¢éo de cultivo — variedade da batata-doce mostram que,

no campo, a cultivar Beauregard apresentou maior producéo de flavonoides totais nas folhas,
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obtendo maior média, seguido das médias de caule e raiz, que ndo se diferem estatisticamente.
Ja para o gendtipo 2018-72-1407, as médias das trés diferentes partes da planta cultivada no
campo se diferem estatisticamente, sendo maior valor atribuido as amostras de folha, seguido
da raiz e por tltimo do caule.

Houve significancia também para as amostras de calos desenvolvidos em meio de
cultura suplementado com 60 mg L-! de sacarose, onde calos de esplantes obtidos de folha e de
caule de batata-doce cultivar Beauregard apresentaram maiores valores de quantidade de
flavonoides totais, sem diferencas significativas entre si. Para o gendtipo 2018-72-1407, ndo
houve diferenca significativa para calos de explantes obtidos de raiz e de caule, sendo atribuida
maior média as amostras de calos de explantes obtidos das folhas (TABELA 5).

Para o desdobramento condicGes de cultivo x parte da planta — variedade da batata-doce
(TABELA 5), houve diferenca significativa entre as médias de todos os fatores. Amostras de
calos de explantes obtidos de caule desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 60
mg L-' de sacarose e amostras de caule de plantas cultivadas no campo apresentaram maiores
guantidades de floavonoides totais em batata-doce cultivar Beauregard, sem diferencas
significativas entre si. J& para a batata-doce genotipo 2018-72-1407, houve diferenca
significativa entre amostras de caule de plantas cultivadas no campo, apresentando maior
média, e, sem diferenca significativa, as amostras de calos de explantes obtidos de caule
desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 60 e 30 mg L-' de sacarose apresentaram
valores menores de producéo de flavonoides totais.

As amostras de folhas, tanto do gendtipo quanto da cultivar, apresentaram maiores
valores de flavonoides totais quando cultivadas no campo, seguido de amostras de calos de
explantes de folhas desenvolvidas em meio de cultura suplementado com 60 mg L-, e,
apresentando menor média para as amostras de calos desenvolvidos em meio de cultura com
30 mg L' de sacarose, apresentado na Tabela 5. Também se observou 0 mesmo comportamento
entre 0 genotipo e a cultivar quando se trata de amostras da raiz. Raizes de plantas cultivadas
no campo apresentaram maior producdo de flavonoides totais que os calos desenvolvidos em
60 mg L-' ou em 30 mg L-!, ndo havendo diferenga entre as médias das amostras de calos nos
meios de cultura com as duas diferentes concentracfes de sacarose.

Por fim, para o desdobramento da interacdo tripla variedade da batata-doce x parte da
planta — condicdo de cultivo, as amostras de calos de explantes de caule desenvolvidos em meio
de cultura suplementado com 60 mg L-' de sacarose indicaram maiores produgdes de
flavonoides totais para a cultivar Beauregard. A cultivar Beauregard também apresentou maior

producdo de flavonoides totais nas folhas de plantas cultivadas no campo. J& para calos de
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explantes obtidos das folhas desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 30 mg L-!
de sacarose, 0 gendétipo 2018-72-1407 apresentou maior média de producdo de flavonoides
totais (TABELA 5).

Tabela 5 - Quantidade media de flavonoides totais em gramas de acido galico/100 gramas de
amostra de folha, caule e raiz de plantas conduzidas no campo e de calos de
explantes obtidos de folha, caule e raiz desenvolvidos em meio de cultura
suplementado com 30 mg L' e 60 mg L-' de sacarose, de batata-doce genotipo
2018-72-1407 e cultivar Beauregard.

Condic0es Genotipo 2018-72-1407 Beauregard

de cultivo Folha Caule Raiz Folha Caule Raiz

Campo 71,080 AaB 32,340 Aco. 46,123 Aba 115,424 Aao. 37,607 Aba 45,524 Aba
30mgL-1 19,506 Cao. 10,738 Baa. 7,167 Baa 6,445 Cap 7,461 Bae. 8,654 Baa
60mgL-1 39,260 Bao 20,658 Bbp 18,360 Bbaw 45,507 Baa 42,708 Aao. 17,724 Bba

CV (%) 21,61
Média geral: 32,880 g de quercetina/100 g de amostra

As médias nas colunas seguidas de mesma letra maiuscula, pela mesma letra mintdscula nas linhas para cada
ambiente e pela mesma letra grega nas linhas para cada parte da planta ndo se diferem estatisticamente pelo teste
de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.

Fonte: Da autora (2021).

A observagdo das amostras de caule, de forma separada, incluindo o meio de cultura
suplementado com 120 mg L~ de sacarose, estdo representadas na Tabela 6 e mostrou que a
batata-doce roxa, gendétipo 2018-72-1407, e a batata-doce laranja, cultivar Beauregard, se
comportaram de forma distinta em relacdo a condicdo de cultivo que estdo submetidas,
ocorrendo diferenca estatistica das médias quando os calos sdo desenvolvidos em meio de
cultura suplementado com 60 mg L-, onde a cultivar Beauregard apresentou maior producao
de flavonoides totais que o genotipo 2018-72-1407.

Quando se trata da comparacao da forma de cultivo para cada variedade de batata-doce,
para a cultivar Beauregard, o meio de cultura suplementado com 30 mg L-' de sacarose
proporcionou menor producdo de flavonoides totais na amostra de calos, ndo havendo diferenca
estatistica entre as amostras de calos dos meios suplementados com 60 mg L-' e 120 mg L' de
sacarose e das amostras de parte de plantas cultivadas no campo. Ja para o genétipo 2018-72-
1407, os meios de cultura suplementados com 30 mg L-! de sacarose e 60 mg L-' de sacarose,
ndo se diferenciaram estatisticamente, apresentando menores concentragdes de flavonoides
totais (TABELA 6).
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Tabela 6 - Quantidade media de flavonoides totais em gramas de acido galico/100 gramas de
amostra de caule de plantas conduzidas no campo e de calos de explantes obtidos
de caule desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 30 mg L-!, 60 mg L-
e 120 mg L-' de sacarose, de batata-doce gendtipo 2018-72-1407 e cultivar

Beauregard.
Condicéo de cultivo Genotipo 2018-72-1407 Beauregard
Campo 32,340 Aa 37,453 Aa
30 mg L-! de sacarose no meio 10,738 Ba 7,461 Ba
60 mg L-! de sacarose no meio 20,658 Bb 42,708 Aa
120 mg L-' de sacarose no meio 34,754 Aa 37,453 Aa
CV (%) 24,29

Média geral: 27,965 g de quercetina/100 g de amostra
As medias nas colunas seguidas de mesma letra maiuscula e nas linhas pela mesma letra mintscula, ndo se diferem
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.
Fonte: Da autora (2021).

34 Atividade antioxidante

Para a quantificacdo da atividade antioxidante utilizando o método fosfomolibdénio, a
ANAVA apresentou interacdo entre a parte da planta em que o explante foi obtido e o meio de
cultura de desenvolvimento dos calos, havendo dependéncia no comportamento dos fatores
mencionados (TABELA 7). As médias dos valores da capacidade antioxidante, para batata-
doce roxa e para batata-doce laranja, das folhas provindas do campo, foram maiores que do
caule e da raiz. Para os calos formados em meio de cultura suplementado com 30 mg L-! de
sacarose, nos explantes de folha e de raiz, os valores da capacidade antioxidante foram
semelhantemente maiores que nos explantes de caule. J4 no meio de cultura suplementado com
60 mg L-' de sacarose, ndo houve diferenca significativa entre calos de explante da folha, raiz
e caule.

Para o desdobramento da interacdo parte da planta dentro de cada condicao de cultivo,
os calos formados em explantes das folhas em meio de cultivo suplementado com 60 mg L' de
sacarose, obteve maior valor de atividade antioxidante, seguido das folhas do campo e, com
menor valor de atividade antioxidante, os calos formados de explantes das folhas. Assim
tambem aconteceu com os valores da atividade antioxidante do caule, apresentando maior
média para os calos formados em meio de cultivo suplementado com 60 mg L-!, seguido do
caule obtido da planta do campo e apresentando menor valor aos calos desenvolvidos em meio
de cultivo suplementado com 30 mg L-. Ja para as médias de atividade antioxidante
apresentadas pela raiz no campo e em calos formados em meio de cultivo suplementado com

30 mg L-!, ndo houve diferenca significativa, sendo maior valor de atividade antioxidante



82

atribuido para os calos formados em explantes da raiz desenvolvido em meio de cultivo
suplementado com 60 mg L= (TABELA 7).

Tabela 7 - Meédias de atividade antioxidante em mg de &cido ascorbico/100 g de amostra dos
calos formados em explates obtidos de diferentes partes das plantas em diferentes
meios de cultivo (30 mg L' e 60 mg L") e de folha, caule e raiz das plantas de
batata-doce conduzidas no campo. Desdobramento da interacdo parte da planta x
condigdes de cultivo.

Parte da planta Campo 30mg L"! 60 mg L-!
Folha 546,54 Ab 220,83 Ac 913,97 Aa
Caule 324,16 Bb 139,30 Bc 1003,01 Aa
Raiz 340,67 Bb 257,63 Ab 948,18 Aa

CV (%) 14,27
Média geral: 521,59 mg de acido ascorbico/100 g de amostra

As médias nas colunas seguidas de mesma letra maitscula e nas linhas pela mesma letra minGscula, ndo se diferem
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.
Fonte: Da autora (2021).

Ao considerarmos a batata-doce roxa e a batata-doce laranja em interacdo com a
condicdo de cultivo (campo, meio de cultivo com 30 mg L-! de sacarose e meio de cultivo com
60 mg L-' de sacarose), a andlise de variancia apresentou significancia, sendo os maiores valores
de média atribuidos aos calos desenvolvidos em meio de cultivo suplementado com 60 mg L-!
de sacarose, seguido das batatas conduzidas no campo e, com menor média, os calos
desenvolvidos em meio de cultivo suplementado com 30 mg L-! de sacarose, tanto para o
genotipo 2018-72-1407, quanto para a cultivar Beauregard, como observado na Tabela 8.

No campo e em meio de cultivo suplementado com 60 mg L' de sacarose, a cultivar
Beauregard apresentou maiores valores de atividade antioxidante, enquanto que para os calos
desenvolvidos em meio de cultivo suplementado com 30 mg L-' de sacarose, ndo houve

diferenca significativa para os dois diferentes tipos de batata (TABELA 8).
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Tabela 8 - Médias de atividade antioxidante em mg de acido ascorbico/100 g de amostra de
plantas e calos de explantes de batata-doce gendtipo 2018-72-1407 e cultivar
Beauregard em diferentes condi¢des de cultivo (plantas conduzidas no campo, calos
de explantes desenvolvidos em meio de cultivo com 30 mg L-' e 60 mg L' de
sacarose). Desdobramento da interacdo condic¢des de cultivo x variedade da batata-

doce.
Condicao de cultivo Genotipo 2018-72-1407 Cultivar Beauregard
Campo 338,79 Bb 768,78 Ba
30 mg L-! de sacarose 187,02 Ca 224,82 Ca
60 mg L-! de sacarose 731,88 Ab 1178,23 Aa

CV (%) 14,27%
Média geral: 521,59 mg de acido ascorbico/100 g de amostra

As medias nas colunas seguidas de mesma letra maiuscula e nas linhas pela mesma letra mindscula, ndo se diferem
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.

Fonte: Da autora (2021).

Levando em consideracdo a atividade antioxidante nas diferentes partes das plantas para
a batata-doce roxa representada na Tabela 9, as folhas e o caule apresentaram maiores médias,
enquanto as raizes apresentaram menor atividade antioxidante, assim como as raizes da batata-
doce laranja também apresentou menor média, sem diferenca significativa para as folhas, sendo
maior, neste caso, 0 valor da atividade antioxidante do caule para a cultivar Beauregard.
Adicionalmente, a cultivar Beauregard, segundo desdobramento da interagéo, apresentou maior
atividade antioxidante que o gen6tipo 2018-72-1407 em todas as partes da planta.

Tabela 9 - Atividade antioxidante em mg de acido ascorbico/100 g de amostra de diferentes
partes da planta (folha caule e raiz) de batata-doce gendtipo 2018-72-1407 e cultivar
Beauregard. Desdobramento da interacdo parte da planta x variedade da batata-

doce.

Parte da planta Gendtipo 2018-72-1407 Beauregard
Folha 457,43 Bb 663,46 Aa
Caule 343,51 Ab 634,14 Aa

Raiz 456,75 Bb 574,24 Ba

CV (%) 14,27%
Média geral: 521,59 mg de acido ascorbico/100 g de amostra
As médias nas colunas seguidas de mesma letra maiuscula e nas linhas pela mesma letra mindscula, ndo se diferem
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.
Fonte: Da autora (2021).

Analisando separadamente a atividade antioxidante para o caule, observa-se que 0s
calos desenvolvidos em meio de cultivo suplementado com 120 mg L-' de sacarose apresentam
maior média que aqueles submetidos as demais condicdes de cultivo, tanto para a batata-doce

roxa quanto para a batata-doce laranja. A batata-doce laranja apresentou melhor atividade
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antioxidante que a batata-doce roxa, independente da condigédo de cultivo, concordando com a
tabela anterior (TABELA 10).

Tabela 10 - Médias de atividade antioxidante em mg de &cido ascorbico/100 g de amostra de
calos formados em explantes do caule desenvolvidos em meio de cultivo
suplementado com 30 mg L-!, 60 mg L' e 120 mg L-! de sacarose e de caule das
plantas conduzidas no campo do geno6tipo 2018-72-1407 e cultivar Beauregard.
Desdobramento da interagdo condic¢des de cultivo x variedade da batata-doce.

Condicoes de cultivo Genotipo 2018-72-1407 Beauregard
Campo 238,38 Db 409,94 Da
30 mg L-! de sacarose 50,69 Cb 227,91 Ca
60 mg L-' de sacarose 741,46 Bb 1264,56 Ba
120 mg L-' de sacarose 1584,53 Aa 1688,23 Aa

CV (%) 10,17
Média geral 775,71 mg &cido ascorbico/100 g de amostra
As medias nas colunas seguidas de mesma letra maiuscula e nas linhas pela mesma letra mintscula, ndo se diferem
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.
Fonte: Da autora (2021).

3.5 Antocianina

Segundo a anélise de variancia da quantificacdo de antocianina produzida nas amostras,
houve diferenca estatistica para a interacdo condicdo de cultivo x parte da parte da planta
(TABELA 11). Somente as amostras da batata-doce de polpa roxa, genétipo 2018-72-1407,
foram submetidas as analises de quantificacdo da antocianina, ndo existindo, neste caso, a
comparacdo entre a batata-doce de polpa roxa e a cultivar Beauregard. A analise mostra que
entre as amostras de folha, caule e raiz de plantas de batata-doce roxa conduzida no campo, a
raiz apresentou maior producdo de antocianina, ndo havendo diferenca estatistica entre a
quantidade de antocianina nas amostras de caule e de folha.

No meio de cultura suplementado com 30 mg L-' de sacarose, os calos de explantes
obtidos das folhas de batata roxa apresentaram concentragdo maior de antocianina que os calos
de explantes obtidos do caule, sendo que este, apresentou maior producéo de antocianina que
os calos de explantes obtidos da raiz de batata-doce roxa. Ja para o meio de cultura
suplementado com 60 mg L-' de sacarose, a ANAVA néo apresentou diferenca estatistica entre
as médias dos calos de explantes obtidos da folha, caule ou raiz (TABELA 11).

Ainda de acordo com a analise de variancia descrita na Tabela 11, os calos de explantes
obtidos das folhas desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 30 mg L-! de sacarose,
apresentaram maiores médias para a producéo de antocianina. Para o caule, ndo houve diferenca

estatistica, e para a raiz, maior valor de média foi atribuida as amostras de raiz do campo,
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seguida das amostras de calos de explantes de raiz desenvolvidos em meio de cultura
suplementado com 60 mg L-' de sacarose e, por ultimo, os calos de explantes de raiz

desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 30 mg L-! de sacarose.

Tabela 11 - Médias em mg de antocianinas totais/100g de amostra de folha, caule e raiz de
plantas conduzidas no campo e de calos de explantes obtidos de folha, caule e raiz
desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 30 e 60 mg L-! de sacarose
de batata-doce roxa, genoétipo 2018-72-1407. Desdobramento da interacdo parte
da planta x condicdo de cultivo.

Parte da planta Campo 30 mg L-"de sacarose 60 mg L~ de sacarose
Folha 0,063 Bb 0,174 Aa 0,044 Ab
Caule 0,020 Ba 0,074 Ba 0,065 Aa
Raiz 0,290 aA 0,003 Cc 0,065 Ab
CV (%) 36,47

Média geral: 0,089 mg de antocianinas totais/100 g de amostra
As médias nas colunas seguidas de mesma letra maiuscula e nas linhas pela mesma letra mindscula, nédo se diferem
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.
Fonte: Da autora (2021).

A andlise de variancia das amostras de caule feita separadamente para incluir o meio de
cultura suplementado com 120 mg L-' de sacarose, ndo apresentou diferenca estatistica pelo

teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.

3.6 Solidos soluveis (°Brix)

Os resultados da tabela de analise de variancia para porcentagem solidos solUveis nas
amostras, indicam interacdo tripla significativa e estd representado na Tabela 12. Para a
interacdo parte da planta x condicdo de cultivo — variedade da batata-doce, a cultivar
Beauregard conduzida no campo apresentou médias mais altas de porcentagem de brix nos
caules e nas folhas, sem diferenca estatistica entre elas. J& as amostras de calos de explantes
obtidos de raiz de batata-doce gendtipo 2018-72-1407 apresentaram maior porcentagem de
brix, seguindo dos calos de explantes de caule e folha. Para 0 meio de cultura suplementado
com 60 mg L-' de sacarose, as amostras de calos de explantes obtidos de folhas e caules,
apresentaram maior porcentagem para 0 gendtipo, enquanto que para a cultivar, os calos de
explantes obtidos de raiz e de caule obtiveram maior porcentagem de brix.

Para todos os diferentes tratamentos, de acordo com o desdobramento da interacdo tripla
codicBes de cultivo x parte da planta — variedade da batata-doce (TABELA 12), 0 meio de
cultura suplementado com 60 mg L-! de sacarose proporcionou maior porcentagem de brix nas

amostras. As folhas e caules conduzidas em campo, independentemente da variedade da batata-
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doce, apresentaram maior porcentagem de brix que o meio de cultura suplementado com 30 mg
L-! de sacarose. J& para as raizes conduzidas no campo, a porcentagem foi menor, tanto para o
gendtipo 2018-72-1407 guanto para a cultivar Beauregard.

O desdobramento variedade da batata-doce x parte da planta - condi¢des de cultivo,
mostrou que a cultivar Beauregard apresentou maior porcentagem de brix que o genétipo para
amostras de caules conduzidas no campo e para amostras de calos de explantes obtidos de folha
desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 60 mg L-' de sacarose. J& para amostras
de calos de explantes obtidos da raiz, o genotipo 2018-72-1407 apresentou maior porcentagem
de brix (TABELA 12).

Tabela 12 - Porcentagem média de solidos solUveis (°Brix) de amostra de folha, caule e raiz
de plantas conduzidas no campo e de calos de explantes obtidos de folha, caule e
raiz desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 30 mg L' e 60 mg L"!
de sacarose, de batata-doce genotipo 2018-72-1407 e cultivar Beauregard.

Condicg0es Gendtipo 2018-72-1407 Beauregard

de cultivo Folha Caule Raiz Folha Caule Raiz

Campo 2,4Baa 2,0 Bap 2,3 Baa 2,9 Baa 2,8 Baa 1,9 Bba
30mg L-! 1,6 Cba. 1,7 Bba 2,6 Baa 2,1 Caa 1,8 Caa 2,3 Baa
60 mg L-! 5,7 Abp 7,2 Aaa 7,7 Aao 7,8 Aao. 7,7 Aaa 6,6 Abp

CV (%) 11,06
Média geral: 3,8%

As médias nas colunas seguidas de mesma letra mailscula, pela mesma letra mindscula nas linhas para cada
ambiente e pela mesma letra grega nas linhas para cada parte da planta ndo se diferem estatisticamente pelo teste
de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.

Fonte: Da autora (2021).

Avaliando a porcentagem de sélidos solGveis nas amostras de caule conduzidas no
campo e de calos de explantes obtidos de caule desenvolvidos em meio de cultura suplementado
com 30, 60 e 120 mg L-! de sacarose, a batata-doce roxa, genétipo 2018-72-1407, e a batata-
doce laranja, cultivar Beauregard, se comportaram de forma semelhante nas diferentes
condi¢bes de cultivo (TABELA 13). Os resultados mostram que o meio de cultura
suplementado com 120 mg L-' de sacarose proporcionou maior porcentagem de sélido soluveis
nas amostras, seguido do meio de cultura com 60 mg L-' de sacarose, em seguida, 0 meio de
cultura suplementado com 30 mg L' de sacarose e, com menor porcentagem, as amostras de

caule conduzidas no campo.
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Tabela 13 - Porcentagem media de °Brix das amostras de caules plantas conduzidas no campo
e de calos de explantes obtidos do caule desenvolvidos em meio de cultura
suplementado com 30, 60 e 120 mg L-! de sacarose.

Condic0es de cultivo Médias de °Brix
Campo 2,4d
30 mg L-! de sacarose 2,7¢C
60 mg L-! de sacarose 75b
120 mg L' de sacarose 10,3 a
CV (%) 8,88

Média geral: 5,5%
As médias seguidas de mesma letra, ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
significancia.

Fonte: Da autor (2021).

3.7  Potencial hidrogeniénico (pH)

De acordo com a analise de varidncia houve interacdo significativa para os fatores de
variacdo parte da planta e forma de cultivo, ou seja, os valores de pH para as partes das plantas
avaliadas variam de acordo com a forma de cultivo em que foram submetidas, e isso acontece
tanto para a cultivar Beauregard quanto para o gendétipo 2018-72-1407 (TABELA 14).

Os calos de explantes obtidos das folhas desenvolvidos em meio de cultura
suplementado com 30 mg L-' de sacarose apresentou um pH mais baixo que calos de explantes
de folha desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 60 mg L-! de sacarose, e as folhas
das plantas cultivadas no campo apresentaram maior valor de pH, dentre as trés condicbes de
cultivo. Para o caule, o valor de pH foi maior para o caule de plantas cultivadas no campo, néo
havendo diferenca significativa entre os calos de explantes de caule cultivados em meio de
cultura com 60 mg L-' de sacarose, sendo o menor valor observado para os calos de explantes
de caule desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 60 mg L-! de sacarose. Para a
raiz de plantas cultivadas no campo, atribuiu-se maior valor das médias do pH, ndo havendo
diferenga significativa entre os calos de explantes obtidos da raiz desenvolvidos nos meios de
cultura suplementados com 30 ou 60 mg L~ de sacarose.

Para as plantas cultivadas no campo, o caule apresentou menor valor de pH, ndo havendo
diferenga significativa entre as folhas e as raizes, que apresentaram pH mais alto. No meio de
cultura suplementado com 30 mg L-' de sacarose os calos obtidos de explantes de raiz
apresentou maior valor de pH, e no meio de cultura suplementado com 60 mg L-! de sacarose,

os calos de explantes obtidos do caule apresentou pH mais elevado.
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Tabela 14 - Valores de pH de amostra dos calos formados em explates obtidos de diferentes
partes das plantas em diferentes meios de cultivo (30 mg L-' e 60 mg L") e de
folha, caule e raiz das plantas de batata-doce conduzidas no campo.
Desdobramento da interagdo parte da planta x condigdes de cultivo.

Parte da planta Campo 30mg L"! 60 mg L-!
Folha 6,2 Aa 5,1 Bc 5,6 Ab
Caule 5,5Ba 5,3Bb 5,6 Aa
Raiz 6,1 Aa 5,4 Ab 5,7 Ab
CV (%) 2,87

Média geral: 5,6
As médias nas colunas seguidas de mesma letra maitscula e nas linhas pela mesma letra minGscula, ndo se diferem
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.
Fonte: Da autora (2021).

Analisando o caule separadamente, a andlise de variancia apontou diferenca
significativa somente entre a forma de cultivo, mostrando que as médias dos valores de pH das
plantas conduzidas no campo sdo menores que as médias dos calos de explantes desenvolvidos
nos meios de cultura suplementados com 30, 60 e 120 mg L-!, ndo havendo diferenca estatistica
entre os valores de pH dos calos desenvolvidos nos trés meios de cultura (TABELA 15).

Tabela 15 - Médias dos valores de pH das amostras de caule de plantas conduzidas no campo
e de calos de explantes obtidos de caule desenvolvidos em meio de cultura
suplementado com 30, 60 e 120 mg L-! de sacarose.

Condicoes de cultivo Medias de pH
Campo 53D
30 mg L' de sacarose 55a
60 mg L' de sacarose 57a
120 mg L-! de sacarose 57a
CV (%) 3,46

Média geral: 5,6
As médias seguidas de mesma letra, ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
significancia.

Fonte: Da autora (2021).

3.8  Analise do componente principal (PCA) e analise hierarquica de agrupamento
(HCA)

Com o objetivo de agrupar as diferentes amostras para melhor visualizagdo dos
resultados, foi aplicada a analise de componentes principais (PCA), que explicou 73,22% da
variagdo dos dados resultantes do conteudo de fendlicos totais, flavonoides totais, atividade
antioxidante pelo método do fosfomolibdénio e de solidos sollveis nas amostras de calos de
explantes de folhas, caule e raiz e folhas, caule e raiz de plantas conduzidas no campo de batata-

doce genotipo 2018-72-1407 e cultivar Beauregard. A Figura 1 mostra que amostras de raiz e
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caule de plantas de batata-doce conduzidas no campo e de calos de explantes obtidos de folha,
caule e raiz desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 30 mg L-' de sacarose, do
gendtipo 2018-72-1407 e da cultivar Beauregard, apresentaram menor afinidade com as
analises em questdo, obtendo valores mais baixos, agrupando-se em F1 -, que explica 47,42%
da variancia dos dados. Na analise de agrupamento hierarquico (HCA) (FIGURA 2) observa-
se a dissimilaridade entre as amostras citadas e as amostras de calos desenvolvidos em meio de
cultura suplementado com 60 mg L-'e 120 mg L-! de sacarose e as folhas de plantas conduzidas

no campo.

Figura 1 - Projecdo bidimensional e pontuacao das caracteristicas bioquimicas dos compostos
fendlicos totais, flavonoides totais, atividade antioxidante método fosfomolibdénio e
solidos soluveis (°Brix) em amostras de folha, caule e raiz de plantas conduzidas no
campo e de calos de explantes obtidos de folha, caule e raiz, de batata-doce gendtipo
2018-72-1407 e cultivar Beauregard.

Biplot (axesF1 and F2: 73,22 %)

F2 (25,80 %)

F1 (47 42 %)

‘ = Active variables = Active observations |

Fonte: Da autora (2021).
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Figura 2 - Analise hierarquica de agrupamento (HCA) das caracteristicas bioquimicas de
compostos fenolicos totais, flavonoides totais, atividade antioxidante método
fosfomolibdénio e s6ludos soltveis (°Brix) em amostras de folha, caule e raiz de
plantas conduzidas no campo e de calos de explantes obtidos de folha, caule e raiz,
de batata-doce gendtipo 2018-72-1407 e cultivar Beauregard.
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3.9  Analise de imagem

3.9.1 Coloracao dos calos

A andlise de imagem no equipamento GroundEye forneceu informacdes sobre a
coloracdo dos calos, sendo gque, segundo a andlise, nos calos desenvolvidos em meio de cultura
contendo 60 mg L-! de sacarose, de explantes de folha, caule e raiz, tanto do genétipo quanto
da cultivar, apresentaram predominancia das cores pretas e cinza escuro (FIGURA 3). Nos calos
desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 30 mg L-* de sacarose, as cores laranja,
amarela e oliva estiveram presentes, como mostra a Figura 3. Ja para os calos de explantes de
caule desenvolvidos em meio de cultura contendo 120 mg L-* de sacarose, 0 azul e o celestial
foram detectados pelo software.

A anélise de componentes principais (PCA) explicou 58,36% da variacdo dos dados
resultantes da presenca das cores azul, vermelha, oliva, amarela, laranja, cinza escuro, preta e
celestial, fornecidas pelo relatério do equipamento GroundEye, nas amostras de calos de

explantes obtidos da folha, caule e raiz de batata-doce de polpa roxa e de polpa laranja.
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Figura 3 - Projecdo bidimensional e pontuacédo das caracteristicas de cor em amostras de calos
de explantes obtidos de folha, caule e raiz, de batata-doce gendtipo 2018-72-1407
e cultivar Beauregard.
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Fonte: Da autora (2021).

A Figura 4 apresenta o dendrograma que agrupa as amostras de calos desenvolvidos em
meio de cultura suplementados com 30 mg L-* de sacarose e as amostras de calos desenvolvidos
em meio de cultura suplementado com 60 mg L-! de sacarose mais as amostras de calos
desenvolvidas em meio de cultura contendo 120 mg L-! de sacarose, mostrando a

dissimilaridade entre esses dois grupos.

Figura4 - Analise hierarquica de agrupamento (HCA) das caracteristicas de cor em amostras
de calos de explantes obtidos de folha, caule e raiz, de batata-doce gen6tipo 2018-
72-1407 e cultivar Beauregard.
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As Figuras 5, 6 e 7 mostram as diferentes coloracGes e formas dos calos, sendo que
cada foto é de uma repeticéo que representa o tratamento. E possivel observar que o meio
de cultura suplementado com 60 mg L-! de sacarose proporciona calos menores e mais
escuros, apresentando como resultado da avaliacao pelo GroundEye dominancia das cores
preta e cinza escuro como mostrado na Figura 3. Assim como é observado no meio de
cultura suplementado com 120 mg L-%, onde houve pouco desenvolvimento de calos, uma
coloracdo mais escura, identificado pelo GroundEye como cores dominantes o azul e
celestial (FIGURA 3).

Os calos ilustrados na Figura 5 representam aqueles tratamentos que tiveram maior
afinidade com as cores oliva, amarelo e laranja na analise de componentes principais
(PCA), pelos valores de dominancia dessas cores obtidos pela analise de imagem no

equipamento GroundEye.

Figura 5 - Imagens obtidas pelo equipamento GroundEye para analise de imagem das amostras
de calos de explantes obtidos de folha, caule e raiz, de batata-doce genotipo 2018-
72-1407 e cultivar Beauregard, desenvolvidos em meio de cultura suplementado com
30 mg L-* de sacarose.

30 mg L-' de sacarose

A: calos de explantes obtidos de folha, B: calos de explantes obtidos de caule, C: calos de explantes
obtidos de raiz. 1: calos de batata-doce cultivar Beauregard, 2: calos de batata-doce gen6tipo 2018-72-
1407.

Fonte: Da autora (2021).
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Figura 6 - Imagens obtidas pelo equipamento GroundEye para analise de imagem das amostras
de calos de explantes obtidos de folha, caule e raiz, de batata-doce gendtipo 2018-
72-1407 e cultivar Beauregard, desenvolvidos em meio de cultura suplementado com
60 mg L-* de sacarose.

60 mg L-' de sacarose

A: calos de explantes obtidos de folha, B: calos de explantes obtidos de caule, C: calos de explantes obtidos de
raiz. 1: calos de batata-doce cultivar Beauregard, 2: calos de batata-doce genétipo 2018-72-1407.
Fonte: Da autora (2021).

Figura 7 - Imagens obtidas pelo equipamento GroundEye para analise de imagem das amostras
de calos de explantes obtidos de folha, caule e raiz, de batata-doce gen6tipo 2018-
72-1407 e cultivar Beauregard, desenvolvidos em meio de cultura suplementado com
120 mg L-* de sacarose.

120 mg L-' de sacarose

A: calos de explantes obtidos de folha, B: calos de explantes obtidos de caule, C: calos de explantes obtidos de
raiz. 1: calos de batata-doce cultivar Beauregard, 2: calos de batata-doce gendtipo 2018-72-1407.
Fonte: Da autora (2021).

3.9.2 Geometria

A ANAVA indicou diferenca estatistica entre todos os tratamentos ao avaliar os dados
de geometria dos calos obtidos pelo equipamento de analise de imagem GroundEye. Os calos

de explantes obtidos de folhas, do genétipo 2018-72-1407, desenvolvidos em meio de cultura
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contendo 30 mg L-! de sacarose, apresentaram maior area, maior didmetro maximo e maior
perimetro, portanto, foram os calos que mais se desenvolveram. J4 as amostras de calos obtidos
de caule desenvolvidos em meio de cultura suplementados com 120 mg L-! de sacarose, do
gendtipo e da cultivar, apresentaram as medidas mais baixas de area, diametro maximo e
perimetro, como mostra a Tabela 16.

De acordo com a Tabela 16, as imagens Al, A2, B1l, B2 e C1, coletadas pelo
equipamento GroundEye ilustradas na Figura 5, e as imagens Al, Bl e B2, ilustradas na figura
6, representam os calos que apresentaram caracteristica circular, apresentando maiores valores
de circularidade. E a imagem A2 da Figura 5 representa os calos que obtiveram maior valor de

esfericidade, ou seja, sua forma é parecida com de uma esfera.

Tabela 16 - Valores médios de area (cm?), circularidade, esfericidade, didmetro maximo (cm),
didmetro minimo (cm) e perimetro (cm) das amostras de de calos de explantes
obtidos de folha, caule e raiz, de batata-doce genétipo 2018-72-1407 e cultivar
Beauregard.

Diametro Diametro

Tratamento Area Circularidade Esfericidade L. .. Perimetro
maximo  minimo
RF3 4.8 a 0,67b 59,42 b 3,17 a 1,29 a 16,71 a
RF6 15¢c 0,73 a 24,54 ¢ 1,60 b 1,08 b 5,98¢c
RC3 2,65b 0,70 a 75,75 a 2,25b 1,32a 12,00 b
RC6 0,55d 0,74 a 23,08 ¢ 0,95¢ 0,67d 341c
RR3 131c 0,61b 33,21¢c 1,62b 0,80 ¢ 6,35¢
RR6 0,80d 0,55b 37,10 ¢ 1,28 ¢ 0,59d 495c
LF3 2,16 b 0,71a 32,58 ¢ 197b 1,11b 8,1c
LF6 153¢c 0,75a 23,62 C 1,57b 1,12b 5,80c
LC3 2,37b 0,78 a 48,31 b 1,95b 14 a 10,19 b
LC6 154 ¢ 0,73 a 27,77 ¢ 1,63 b 1,13 b 6,35¢
LR3 158¢ 0,71a 36,69 ¢ 1,70 b 1,06 b 7,29 ¢
LR6 0,73d 0,67b 28,45 ¢ 1,15¢ 0,72 ¢ 4,14 c
RC12 091d 0,56 b 29,30 ¢ 0,64c 0,35e 2,15¢
LC12 0,21d 051b 26,37 C 0,73 ¢ 0,34 e 231c
CV (%) 38,54 7,31 33,07 18,96 8,53 34,34
Média geral 1,62 0,67 36,16 1,59 0,93 6,84

As médias seguidas de mesma letra, ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
significancia.
Fonte: Da autora (2021).

Na Figura 8 esta representada a analise de componentes principais (PCA), que explicou
99,39% da variacdo dos dados resultantes das caracteristicas geométricas das amostras de calos
analisadas. Observa-se menor afinidade das amostras de calos desenvolvidos em meio de
cultura suplementado com 60 mg L-* de sacarose e 120 mg L-! de sacarose, tanto do genétipo
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quanto da cultivar, com as caracteristicas de area, didmetro maximo e perimetro, mostrando que
essas amostras apresentaram valores menores para essas caracteristicas. Assim, com se observa
na Figura 9, o agrupamento dessas amostras, mostrando dissimilaridade entre as amostras de
calos desenvolvidos em meio de cultura contendo 60 mg L-t ou 120 mg L-! de sacarose e as
amostras de calos desenvolvidas em meio de cultura suplementado com 30 mg L-1, representado

pela analise hierérquica de agrupamento (HCA) das caracteristicas geométricas.

Figura 8 - Projecéo bidimensional e pontuacéo das caracteristicas geométricas em amostras de
calos de explantes obtidos de folha, caule e raiz, de batata-doce gendtipo 2018-72-
1407 e cultivar Beauregard.
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Fonte: Da autora (2021).
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Figura 9 - Analise hierarquica de agrupamento (HCA) das caracteristicas geométricas em
amostras de calos de explantes obtidos de folha, caule e raiz, de batata-doce
gendtipo 2018-72-1407 e cultivar Beauregard.
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Fonte: Da autora (2021).

4 DISCUSSAO

A quantidade de calos desenvolvidos depende de diversos fatores, como a composi¢ao
do meio, fonte do explante, gen6tipo e ambiente (DHARMAPAL et al., 2017). Mesmo quando
utilizados os mesmos reguladores de crescimento nas mesmas concentragdes, os diferentes
explates podem responder de formas distintas (ROBERTS et al., 1984). Os resultados obtidos
no presente estudo corroboram com as afirmacgdes dos autores, mostrando que os explantes
obtidos da raiz podem se desenvolver menos que explantes das folhas ou dos caules em meio
de cultura suplementado com ANA e BAP. No entanto, o gen6tipo e a cultivar se comportaram
de forma semelhante.

Além disso, o presente trabalho mostra que, quanto maior a concentracdo de sacarose
no meio de cultura, menor é o desenvolvimento dos calos. Fazal et al. (2016) afirmam que altos
teores de sacarose podem induzir estresse osmotico, o que explica o baixo desenvolvimento dos
calos em meio de cultura suplementado com 120 mg L-' de sacarose. No entanto, nas amostras
de calos de caule desenvolvidos em meio de cultura com 120 mg L-! de sacare observou-se
maior atividade antioxidante e maiores teores de fenolicos totais e flavonoides totais, indicando

que o estresse osmotico maximiza a producdo de metabolitos secundarios (FAZAL et al., 2016).
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E comum a prética de induzir e aumentar a producio de metabdlitos secundarios em
cultura de tecidos usando elicitores e manipulando o meio de cultura (SAE-LEE et al., 2014).
Masuura et al. (2018) afirmam que, usando elicitores, 0s compostos bioativos em cultura de
células podem aumentar significativamente. Em um experimento realizado por Lior et al.
(2019), utilizando niveis crescentes de sacarose no meio de cultura para desenvolvimento de
calos em explantes obtidos da casca da romd, observou-se que altos niveis de sacarose
aumentou significativamente a producao de polifenois e a atividade antioxidante nas amostras,
corroborando com o presente estudo, especialmente para a atividade antioxidante, que
apresentou resultados relevantes em meio de cultura com 120 mg L-! de sacarose.

De acordo com Islam (2014), o contetdo de polifenois totais encontrados em folhas de
batata-doce é semelhante as hortalicas comerciais mais nutritivas. No presente estudo foi
observado teores muito elevados de polifendis totais ndo s6 nas folhas, mas em todos os
tratamentos, sendo o0 meio de cultura suplementado com 120 mg L-' de sacarose responsavel
pela maior concentracdo de fendlicos em calos de explantes obtidos do caule.

Assim como observado no presente trabalho, Teau et al. (2007) observaram maiores
teores de compostos fendlicos em batata-doce de polpa roxa. J& para os teores de flavonoides
totais, a batata-doce de polpa laranja geralmente apresenta maiores taxas (SIMOES et al.,
2020). De acordo com Cartier et al. (2017), as batatas de polpa roxa possuem altos teores de
antocianina, sendo consideradas o grupo mais importante para a colora¢ao da batata-doce roxa
(SALAWER et al., 2015).

A demanda por corantes naturais cresce a cada ano, assim como a producdo comercial
de antocianina, no entanto, a exploragdo das plantas no campo e a dependéncia de espaco e
tempo para producdo desse composto é limitante, sendo o producdo in vitro considerada uma
alternativa com potencial produtivo para larga escala comercial (NEPOMUCENO, 2012).
Existem diversas pesquisas que apresentam o efeito que as manipulacdes no meio de cultivo
podem causar na producdo de antocianina, como adicdo de reguladores de crescimento,
estressores, dentre outros, existindo varias duvidas sobre como identificar o estimulo necessario
e intensidade para maximizar as produgdes de compostos secundarios (GOMEZ-ZELEDON;
JIMENEZ, 2011).

Segundo Bichara (2016), a porcentagem de solidos solUveis (agucar, sais, proteinas,
dentre outros) pode ser determinada pelo método Brix, indicando a presenca de diferentes
densidades em uma mesma solucdo através dos solidos dissolvidos em um extrato de uma
amostra. Observa-se que quanto maior a concentragdo de sacarose no meio de cultura, maior a

porcentagem de solidos soluveis na amostra. Observa-se também, no presente trabalho, valores
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de pH entre 5,1 e 6,2 e, segundo De Oliveira et al. (2019), valores de pH abaixo de 5,5 pode
indicar processo de oxidag&o.

O presente estudo apresenta, no geral, niveis mais elevados de compostos bioativos em
amostras de calos desenvolvidos em meios de cultura suplementados com concentracdes
maiores de sacarose, no entanto, para essa amostras, os resultados das avaliagdes de massa e
caracteristicas fisicas obtidas pelo GroundEye foram inferiores, ou seja, houve um menor
desenvolvimento dos calos. Isso pode ser explicado pela condicao de estresse causada pelo alto
teor de sacarose no meio, onde os calos se desenvolvem menos, mas concentram mais
compostos para combater o estresse.

O GroundEye analisa imagens de forma individual, o equipamento € utilizado para a
analise de sementes e plantulas, fornecendo caracteristica relacionadas a cor, textura, geometria,
uniformidade, vigor e crescimento de plantulas (PINTO et al., 2015; ANDRADE et al., 2016,
KRAUSE et al., 2017). Nao existem relatos do uso do equipamento para analise de calos
obtidos pelas técnicas da cultura de tecidos vegetais, mas foi extremamente eficiente, rapida e
confiavel para a analise e separacdo das sementes de soja verde e ndo verde, promovendo uma
precisdo de 99,51% nas separacdes das amostras, como mostra um estudo realizado por
Andrade et al. (2016). Avila (2017) obteve resultados compativeis entre aqueles gerados pelo
sistema GroundEye e avaliagdes feitas de forma manual para comprimento de plantula e raiz.
O presente estudo mostra que o GroundEye também pode fornecer informacgdes sobre
caracteristicas geométricas e de coloracdo de calos, sendo uma forma préatica e precisa de

avaliacdo.

5 CONCLUSAO

Os calos de explantes de folha, caule e raiz de batata-doce genotipo 2018-72-1407 e
cultivar Beauregard se desenvolvem pouco em meios de cultura suplementados com nivel alto
de sacarose, como observado quando inoculados em meio de cultura com 120 mg L-' de
sacarose. No entanto, 0 aumento da sacarose no meio proporcionou aumento na producgéo de
compostos fenolicos totais, flavonoides totais, atividade antioxidante e a concentragdo de
solidos soltveis em calos de explantes de folha, caule e raiz de batata-doce de polpa roxa e de
polpa laranja (genotipo 2018-72-1407 e cultivar Beauregard, respectivamente). Dessa forma, a
sacarose se apresentou como um elicitor de facil acesso e baixo custo para producdo de

compostos bioativos em calos.
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Levando em consideracdo a caracterizacao fisica dos calos, o equipamento GroundEye
pode ser uma alternativa eficaz, rapida e pratica para fornecer informagdes precisas de
coloracdo e geometria. Avaliar essas caracteristicas em calos € muito importante para
pesquisadores da area de cultura de tecidos vegetais, podendo auxiliar na observacdo da

natureza dos calos e formacédo de plantulas através da organogénese indireta.
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