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Organogénese in vitro de batata (Solanum tuberosum L.) cultivar
Atlantic visando transformacio genética

In vitro organogenesis of potato (Solanum tuberosum L.) cultivar
Atlantic for the genetic transformation

Rodrigo Kelson Silva Rezende!"; Moacir Pasqual?; Luciano Vilela Paiva®;
Renato Paiva*; Tathiana Elisa Masetto’

Resumo

A obtencdo de cultivares comerciais de batata com resisténcia a fitopatdogenos ¢ uma alternativa muito
promissora que a engenharia genética pode proporcionar, através da introdugdo de genes exdgenos
visando transformagao genética. Para tal, torna-se imprescindivel estabelecer um sistema eficiente de
transformagdo, e neste sentido a determinagdo de um protocolo de organogénese in vitro é o passo
fundamental para este processo. Objetivou-se determinar um protocolo eficiente para a transformagao
genética de batata cv. Atlantic. A eficiéncia da organogénese in vitro é influenciada pelo tipo de explante
e pelo tipo e concentragdes de reguladores de crescimento utilizados. Segmentos internodais de batata cv.
Atlantic apresentam melhor capacidade organogenética que explantes foliares. Recomenda-se utilizar o
meio woody plant medium (WPM) suplementado com 1,0 mg L' de 4cido naftaleno-acético (ANA) +
5,0 mg L' de zeatina ribosideo (ZEA), para se obter brotagdes em segmentos internodais, sendo que a
carbenicilina (Cb) adicionada a este meio potencializa esta formagao. Para o processo de alongamento
de brotos, este mesmo antibidtico quando adicionado ao meio WPM em concentragdes crescentes (100;
250; 500 mg L) promove uma diminuigdo na altura de plantas, nimero de nés e comprimento radicular.
Apos o co-cultivo de segmentos internodais com Agrobacterium tumefaciens estas concentragdes de
Cb ndo sdo eficientes na elimina¢do da bactéria, o que compromete a organogénese. No entanto, ¢
possivel estabelecer um protocolo de organogénese in vitro de batata cv. Atlantic a partir de segmentos
internodais ndo co-cultivados. Estes resultados serdo teis para futuros experimentos de transformagao
genética com esta e outras cultivares comerciais de batata.

Palavras-chave: Micropropagacao, cultura de tecidos, Agrobacterium tumefaciens

Abstract

The obtaining of commercial cultivars of potato with resistance to the phytopatogen is a very promising
alternative that the genetic engineering can provide, through the introduction of exogenous genes for
the genetic transformation. In order to establish an efficient system of transformation, it is crucial first
to optimize in vitro organogenesis protocol. This work aimed to establish an efficient protocol for the
genetic transformation of potato cv. Atlantic. The efficiency of the in vitro organogenesis is influenced
by the explant type and by the kind and concentrations of growth regulators used. Shoot segments of
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potato cv. Atlantic present better organogenesis capacity than leaf explants. It is recommended to use
the woody plant medium (WPM) supplied with 1,0 mg L' of naphthalene acetic acid (NAA) + 5,0 mg
L' of zeatin riboside (ZEA), to obtain shoots from shoot segments, and the carbenicilin (Cb) added
to this medium increased this formation. For the process to enlarge shoots, this same antibiotic when
added to the WPM medium in growing concentrations (100; 250; 500 mg L") promoted a decrease in
the height of plants, number of shoots and length of roots. After the co-cultivation of shoots segments
with Agrobacterium tumefaciens these concentrations of Cb are not efficient in the elimination of the
bacteria, which commits the organogenesis. However, it is possible to establish a protocol of in vitro
organogenesis of potato cv. Atlantic starting from shoots segments not co-cultivated. These results will
be useful for futures experiments of genetic transformation with this and another commercials cultivars

of potato.

Key words: Micropropagation, tissue culture, Agrobacterium tumefaciens

Introducao

A batata (Solanum tuberosum L.) é considerada a
quarta fonte de alimento da humanidade, apos arroz,
trigo e milho. E cultivada em todo o mundo e, em
alguns paises, 0 seu consumo esta em torno de 75-
95 kg per capita/ano. A produgdo anual brasileira
¢ superior a trés milhdes de toneladas e concentra-
se nas regides tropical, 67%, e subtropical, 33%
(AGRIANUAL, 2010).

As cultivares comerciais apresentam
susceptibilidade a patdgenos (por exemplo,
Phytophtora  infestans,  Alternaria  solani,

Xanthomonas sp. e Erwinia carotovora subsp.
carotovora) ocasionando queda da produtividade.
Dessa forma, a introdugdo de genes exogenos em
cultivares comerciais de batata, através daengenharia
genética, apresenta um grande potencial tanto para
estudos basicos quanto para o melhoramento desta
espécie (REZENDE, 2008).

Os programas de melhoramento convencional
de batata, para a obten¢do de novas cultivares
resistentes, confrontam-se com dificuldades que
comecam com a complexidade genética das
cultivares comerciais, as quais sdo tetraploides
e altamente heterozigotas. Os produtores e
industriais geralmente dao preferéncia as cultivares
tradicionais ja estabelecidas, mesmo que as novas
possam apresentar vantagens comparativas como a
presenca de genes de resisténcia a doengas causadas

por microorganismos (CAMPOS, 1995).

A batata apresenta caracteristicas favoraveis
importantes para a transformacdo genética, tais
como susceptibilidade a infec¢do por Agrobacterium
tumefaciens ¢ a relativa facilidade com que plantas
transgénicas tém sido regeneradas a partir de
diferentes explantes, através da cultura de tecidos.
Além disso, sua propagacao vegetativa permite que
a expressao clonal de um individuo transformante
de batata ocorra sem variagdo epistatica da
expressao do transgene, a qual pode ocorrer durante
a propagacao sexual (VAYDA; BELKNAP, 1992).

Atualmente, a utilizagdo de peptideos

antimicrobianos t€ém-se¢ mostrado com um
grande potencial para aplicagdes em humanos,
outros animais e em plantas (SILVA; DAFFRE;
BULET, 2000; BARBOSA et al., 2007; SARIKA;
IQUEBAL; RAI 2012). Trata-se de moléculas
pequenas de até 5 kDa que apresentam um amplo
espectro de atividade contra microorganismos. O
mecanismo de a¢do mais bem conhecido ¢é através
de sua inser¢do na membrana celular que causa
a destruicdo ou a permeabilizagdo da mesma,
levando o microrganismo a morte. Neste contexto,
pode-se destacar o gene que codifica para o
peptideo antimicrobiano gomesina, o qual pode ser
encontrado na hemolinfa da aranha-caranguejeira
(Acanthoscurria gomesiana). A gomesina apresenta
amplo espectro de atividade antimicrobiana (fungos
e bactérias), causadora de varias doengas em culturas
de interesse economico. Em relagdo a batata, pode-
se citar, por exemplo, a podriddo mole causada por

Erwinia carotovora subsp. carotovora, responsavel
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por grandes perdas de produtividade (ANDREU;
RIVAS, 1998).

Para se obter uma planta transgénica € necessario
regenerar plantas a partir de células transformadas,
devendo-se estabelecer um protocolo de regeneragao
via cultura de tecidos para o particular genotipo de
interesse (VISSER, 1991).

os resultados sdo muitas vezes

divergentes e nem sempre € possivel a reprodugdo

Contudo,

dos mesmos pelo fato de que, provavelmente, a
regulagao fisiologica do processo de regeneracao ¢
cultivar dependente (PEREIRA; FORTES, 2003).

Variaveis como meio de cultura, o tipo e a
concentracdo de fitormonios e antibioticos, o tipo
e tamanho de explantes, as condi¢des e o tempo de
cultivo in vitro, sao relevantes para um protocolo de
transformacao genética (REZENDE, 2008).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
estabelecer um protocolo eficiente de organogénese
in vitro de batata cv. Atlantic, visando transformacéao
genética.

Material e Métodos

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio
Central de Biologia Molecular (LCBM-UFLA), em
parceria com o Laboratorio de Cultura de Tecidos
de Plantas, do setor de Fisiologia Vegetal, no
Departamento de Biologia, da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), em Lavras, MG.

Inducio de regeneracao — Plantas de batata cv.
Atlantic, oriundas do cultivo in vitro de meristemas,
foram cedidas pela empresa Multiplanta Tecnologia
Vegetal (Andradas—MG). Utilizou-se como explantes
segmentos internodais (sem gemas laterais) medindo
0,7 — 0,8 cm de comprimento, e também explantes
foliares de 0,8 — 1,0 cm? contendo a nervura central,
oriundos de plantas pré-estabelecidas in vitro, com
trés a quatro semanas de idade.

Os explantes foram inoculados em meio WPM
(LLOYD; MCCOWN, 1980) s6lido (6 gL' de 4gar),
acrescido de 30 g L' de sacarose e suplementado
com diferentes tipos e concentracdes de reguladores
de crescimento (ANA: acido naftaleno-acético, AIA:
acido indol-3-acético e ZEA: zeatina ribosideo),
realizando-se a interagdo entre diferentes doses
desses reguladores de crescimento (Tabela 1).

Tabela 1. Tratamentos obtidos por meio da interag@o entre diferentes concentra¢des de acido naftaleno-acético (ANA),

acido indol-3-acético (AIA) e zeatina ribosideo (ZEA).

Tratamento ANA (mg L) AIA (mg L") ZEA (mg L)
T1 0 0 0
T2 0,1 0 0,1
T3 0,1 0 1,0
T4 0,1 0 5,0
T5 1,0 0 0,1
T6 1,0 0 1,0
T7 1,0 0 5,0
T8 0 0,1 0,1
T9 0 0,1 1,0

T10 0 0,1 5,0
T11 0 1,0 0,1
T12 0 1,0 1,0
T13 0 1,0 5,0

Fonte: (REZENDE, 2008).
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Cada tratamento consistiu de trés repetigdes
(placas) com 10 explantes cada. As placas foram
incubadas durante 30 dias em sala de crescimento
com temperatura de 23 °C £ 1 °C, fotoperiodo de 16
horas e irradiancia de fotons de 43 umol m= s'!. As
variaveis avaliadas apds 30 dias foram: percentual
(%) de formagao de calos, % de formagao de raizes
e % de formagao de brotos.

Influéncia da carbenicilina sobre a taxa de
regeneracdo de brotos e plantulas normais —
Objetivou-se testar a influéncia da suplementagdo
do antibidtico carbenicilina (Cb) ao melhor meio
de inducado de brotos (MIB), obtido no experimento
anterior sobre a taxa de regeneracdo direta, ¢
posteriormente verificar o comportamento destas
brotagdes na regeneragdo de plantulas normais.
Segmentos internodais (sem gemas laterais) foram
cultivados em meio WPM sélido, acrescido de
30 g L' de sacarose e suplementado com 1,0 mg
L' de ANA + 5,0 mg L' de ZEA, ¢ Cb (0; 100;
250; 500 mg L"). Foram inoculados 10 explantes
por placa de Petri contendo 30 mL de meio de
cultura, com cinco repeticdes por tratamento. Os
explantes permaneceram incubados durante 30
dias em sala de crescimento sob as condi¢des ja
descritas anteriormente. Posteriormente, estes
foram transferidos para frascos de vidro (com
capacidade de 250 mL) contendo 40 mL do meio
MIB suplementado com Cb (0; 100; 250; 500
mg L), onde permaneceram por mais 30 dias.
Apdés 60 dias em cultura, todos os explantes
foram individualmente observados e, com auxilio
de estereomicroscopio, efetuou-se a contagem
do niimero de segmentos internodais que deram
origem a brotacdes, sendo posteriormente calculada
a percentagem. A partir destas botagdes, excisou-se
segmentos nodais de 0,8 — 1,0cm de comprimento
apresentando uma Unica gema axilar. Estes foram
inoculados em tubos de ensaio, contendo o meio
WPM solido, acrescido de 30 g L' de sacarose
e suplementado com Cb (0; 100; 250; 500 mg
L1). Utilizou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado. Foi colocado um explante

por tubo de ensaio, com 12 repeti¢des por tratamento.
Os tubos foram incubados em sala de crescimento
sob temperatura de 23 °C = 1 °C, fotoperiodo de
16 horas e irradiancia de fotons de 43 pmol m s!.
Apds um periodo de 30 dias as plantas crescidas a
partir de gemas axilares foram observadas quanto
a altura, numero de nds e comprimento de raizes,
sendo os dados submetidos a analise de variancia,
com realizagdo do teste de F, utilizando-se o
software Sisvar® (FERREIRA, 1998). Em caso de
observagao de diferencas significativas, efetuaram-
se analises de regressao.

Transformacio genética de batata cv. Atlantic
por Agrobacterium tumefaciens — Utilizou-se a
cepa desarmada de Agrobacterium tumefaciens
EHA 105 transformada com o vetor pCG1X que
contém o gene da gomesina sob o controle do
promotor 35S CaMv duplicado. Culturas de EHA
105 foram crescidas em meio LB (MILLER,
1972), pH ajustado para 7,5 e geleificado com 1,6
g L' de agar, contendo antibidticos apropriados:
Rifampicina (Rf) e Canamicina (Kan), ambos em
concentragdo de 100 mg L', a 28 °C, durante 48
horas.

da
cultura anterior foram repicadas em erlenmeyers

Posteriormente, duas a trés colOnias
(capacidade 50 mL), contendo 15 mL do mesmo
meio liquido e suplementado com Rf e Kan (100 mg
L), e cultivadas sob agitacao de 80 rpm, no escuro,

a 28 °C, durante 48 horas.

Segmentos internodais de batata cv. Atlantic
foram excisados de plantas crescidas in vitro, sendo
imersos numa dilui¢do 10! da cultura da bactéria
em meio WPM liquido. Foram co-cultivados 30
segmentos internodais por placa de Petri com
c€lulas de 4. tumefaciens EHA-105 (0.D.600, =
1,0) por 48h em placas, vedadas com parafilme,
a 28 = 1 °C, no escuro, sob agitacdo de 80 rpm.
Lavou-se os segmentos internodais trés vezes em
agua estéril, durante cinco minutos, sendo que na
ultima lavagem adicionou-se 500 mg L' de Cb.
Em seguida, os explantes foram secos em papel
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de filtro estéril, e inoculados em placas de Petri
contendo meio de cultura para inducao de brotos,
suplementado com carbenicilina (0; 100; 250;
500mg L), para eliminar a Agrobacterium do meio
de cultura. Explantes controles foram submetidos
ao mesmo procedimento, entretanto sem adicionar
bactéria.

As placas foram incubadas por 30 dias
em sala de crescimento sob condi¢Oes descritas
da
carbenicilina em eliminar a Agrobacterium do meio

anteriormente.  Avaliou-se a eficiéncia
de cultura, bem como a capacidade de formagdo e

desenvolvimento de brotos.

Resultados e Discussao

Indugdo de regeneracdo — Observou-se que
a percentagem de calos e brotos formados variou
de acordo com a fonte de explante, bem como o
tratamento empregado (Figura 1, A ¢ B).

de
possibilitou a formacdo de calos e raizes em

A utilizacao segmentos  internodais,
todos os tratamentos, exceto o controle (T1). As
brotagdes foram formadas nos tratamentos T2 a T7
(Figura 1A). O tratamento T7 apresentou o melhor
resultado, proporcionando 100% de calogénese
e a maior formagdo de brotos (55%). Nao houve
formacdo de brotos no tratamento controle (T1) e
nos tratamentos em que se utilizou a combinagao
de AIA e ZEA. Neste caso, pode-se inferir que as
auxinas AIA e ANA atuaram inibindo e favorecendo

a formacdo de brotos, respectivamente.

Quando utilizou-se explantes foliares houve
formacdo de calos e raizes em todos tratamentos
(exceto T1), sem no entanto ocorrer a formagao de
brotagdes (Figura 1B).

Apercentagem de formagao de calos em explantes
foliares foi inferior em todos os tratamentos,
quando comparado com a utilizagdo de segmentos

internodais. O tratamento T7 mostrou-se mais

eficiente para a formacdo de calos em segmentos
internodais. Grande parte dos explantes foliares
sofreram oxidagdo, possivelmente por ocasido do
manuseio dos mesmos, originando calos de aspecto
amarronzado e sem a capacidade de formar brotos.

Osresultados mostram que segmentos internodais
sdo explantes ideais para a organogénese indireta
(com formagdo de calos) em batata cv. Atlantic,
devendo-se utilizar o meio WPM suplementado com
1,0 mg L' de ANA + 5,0 mg L' de ZEA (Figura 2).

Segundo Skoog e Miller (1957) niveis mais
elevados de citocininas em relagdo aos de auxinas
induzem a formacdo de brotos, conforme o
tratamento T7 utilizando-se segmentos internodais.
A utilizagdo de AIA combinado com ZEA,
promoveu a inibi¢ao da brotagdo para ambos tipos
de explantes.

Torres et al. (2000), verificaram que na
regeneragdo de plantas de batata cultivares Baronesa
e Macaca, entrends se mostraram mais eficentes que

explantes foliares.

Campos (1995) trabalhando com batata cv.
Baronesa, obteve 80% de calogénese e 46% de
formagdo de brotos combinando-se diferentes
concentracdes de ZEA ¢ ANA.

Torres et al. (2003), utilizou o meio MS
suplementado com 2,0 mg L' de ZEA, 3,0 mg L' de
AlIA e 0,05 mg L' de GA, (4cido giberélico) para as
cultivares Baronesa e Macaca, obtendo resultados
semelhantes para as duas cultivares.

Campos (2007) trabalhando com batata cv.
Monalisa, obteve 100% de formacdo de calos e
brotos a partir de segmentos internodais, utilizando
meio MS suplementado com 0,05 mg L' de ANA,
0, mg L' de GA, ¢ 3,0 mg L' de ZEA.

Gustafson et al. (2006), trabalhando com batata
cv. Shepody, utilizou combinagoes de ANA (0; 0,1;
1,0 mg L) e ZEA (0; 0,1; 1,0; 5,0 mg L") visando
organogénese.
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Figura 1. Percentagem de formagao de calos, brotos e raizes em segmentos internodais (A) e explantes foliares (B) de
batata cv. Atlantic, apos 30 dias de cultivo in vitro.
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Fonte: (REZENDE, 2008).
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Figura 2. Organogénese indireta a partir de segmentos internodais de batata cv. Atlantic, submetidos ao tratamento
T7 (1,0 mg L' de ANA + 5,0 mg L' de ZEA). A: 30 dias de cultivo in vitro; B: 45 dias de cultivo in vitro; C: 60 dias

de cultivo in vitro

Fonte: (REZENDE, 2008).

Efeito de diferentes concentracoes de
carbenicilina sob a taxa de regeneracio de
brotos e desenvolvimento de plantulas normais
— A carbenicilina ¢ um antibidtico que tem sido
usado com frequéncia para eliminar A. tumefaciens
de células e tecidos vegetais apos o co-cultivo em
experimentos de transformagdo, mas poucos sio os
relatos na literatura sobre os eventuais efeitos do
mesmo, sobre as respostas in vitro das espécies de

plantas transformadas.

Aos 30 dias de cultivo os segmentos internodais
tratados com antibidticos (100; 250; 500 mg L)
apresentaram menor formacdo de brotos (38,
44 e 46% respectivamente) comparando-se ao
tratamento controle — MIB (56%). De 30 para 60
dias em cultura, houve um incremento no percentual
de regeneragdo de segmentos internodais. Supde-se
que um incremento de 30 dias no tempo de cultivo,
tenha favorecido a diferenciacdo de um maior
nimero de células em brotos (Tabela 2).

Tabela 2. Numero total de segmentos internodais e percentagem de formacao de brotos em segmentos internodais de
batata cv. Atlantic aos 30 e 60 dias, em funcao de diferentes doses de carbenicilina.

Meios de Inducao

N° total de segmentos

Percentagem de formacao de brotos (%)

internodais Aos 30 dias Aos 60 dias
MIB 50 56 58
MIB + Cb (100 mg L") 50 38 66
MIB + Cb (250 mg L") 50 44 72
MIB + Cb (500 mg L) 50 36 60

Fonte: (REZENDE, 2008).
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O maior indice de segmentos internodais com
brotos (72%) ocorreu aos 60 dias em cultura,
utilizando-se o meio contendo 250 mg L' de Cb,
indicando que a carbenicilina influencia na formagao
de novas brotagdes.

A analise de regressdo polinomial para as
variaveis altura de plantas, nimero de nos formados
e comprimento de raizes em relagdo as concentragdes
de Cb, foi expressa através de regressoes lineares
(Figura 3).

Os resultados ilustrados na Figura 3A indicam
que a altura de plantas foi reduzida de acordo com

o aumento da concentragcdo de Cb. Uma completa
inibicdo do desenvolvimento das plantulas nao
foi observada em nenhuma das concentragoes
utilizadas. O niimero de nds formados nas plantas
foi decrescente em relagdo a concentracdo de Cb
(Figura 3B). Foram obtidos menores comprimentos
de raizes utilizando-se maiores concentragoes
de Cb (Figura 3C). Aparentemente, a adigdo
de carbenicilina ao meio de indugdo de brotos
potencializou a regeneracao dos explantes apos 60
dias de cultivo.

Figura 3. Efeito de diferentes concentragdes de carbenicilina (0; 100; 250; 500 mg L!) sobre altura de plantas (A),
numero de nds formados (B) e comprimento de raizes (C) da cv. Atlantic, apds 30 dias de cultivo.
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Fonte: (REZENDE, 2008).

Pollock, Barfield e Shields
observaram um incremento no
de de de
plumbaginifolia proporcionado pela penicilina,
ampicilina e carbenicilina, sendo observado a
habilidade dessas substancias agirem regulando o
crescimento de plantas.

(1983), também
crescimento
Nicotiana

colonias cloroplastos

Campos (1995) encontrou respostas semelhantes
adicionando-se 300 mg L' de Cb ao meio de indugdo
de brotos, obtendo 77% de formagdo de brotos,
em segmentos internodais de batata cv. Baronesa.
Encontrou-se efeitos semelhantes para as variaveis
altura de plantas, nimero de nds e comprimento
de raizes, sendo que os valores destas variaveis
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diminuiram com doses crescentes de antibidtico
suplementado ao meio para alongamento de brotos.

Transformacio genética de batata cv. Atlantic
por Agrobacterium tumefaciens — Nao foi possivel
a formacdo de brotos em segmentos internodais
de batata cv. Atlantic,
tumefaciens EHA 105. A carbenicilina nao foi

co-cultivados com A.

eficiente para a eliminagdo da bactéria. O contato
da bactéria com os explantes, conferiu aos mesmos
uma coloragdo esbranquigada, contribuindo para a
sua perda qualitativa.

Campos (1995), obteve sucesso no co-cultivo de
explantes da cv. Baronesa com LBA 4404/pBi-PVY,
verificando uma elevada interagdo entre a bactéria e
este gendtipo.

Spychalla e Bevan (1993) regeneraram brotos
diretamente a partir de segmentos internodais
transformados de batata cv. Desirée, sob meio de
cultura contendo 3,0 mg L' de BAP + 0,01 mg L
de ANA + 500 mg L' de Cb + 100 mg L' de Kan.

Gustafson et al. (2006), obteve com a utilizagao
de 300 mg L' de cefotaxima + 100 mg L' de
canamicina, em experimentos de transformacao
com a cultivar Shepody.

Para o controle de bactérias no cultivo in vitro,
normalmente sdo utilizadas substancias antibidticas
que sdo incorporadas ao meio de cultura ou usadas
diretamente sobre os explantes contaminados

(SALEHI; KHOSH-KHUI, 1997).

E comum a utilizacdo de elevadas concentracdes
de antibidticos, no entanto a fitotoxicidade dessas
substancias ¢ fator limitante. Uma das alternativas
¢ reduzir ao maximo o tempo do tratamento dos
explantes com o antibidtico. Esta técnica muitas
vezes causa efeitos apenas bacteriostaticos,
constituindo uma acao paliativa frente ao principal
objetivo que ¢ a eliminagdo por completo do
organismo contaminante (TENG; NICHOLSON,

1997).

Neste sentido, torna-se interessante testar outros
antibidticos e diferentes concentragdes que possam

vir a eliminar a A. tumefaciens do meio de cultura,
sem no entanto influenciar na organogénese in
vitro. Esta determina¢do ¢ um ponto crucial para
a continuidade desse sistema de transformacao
genética.

Conclusoes

Segmentos internodais de batata cv. Atlantic
apresentam melhor capacidade organogenética em
relacdo aos explantes foliares;

Recomenda-se  utilizar o meio WPM
suplementado com 1,0 mg L' de ANA + 5,0 mg L™!
de ZEA (meio MIB) para organogénese de batata
cv. Atlantic;

A carbenicilina potencializa a formagao de brotos
em segmentos internodais de batata cv. Atlantic
apos 60 dias; promove uma diminui¢do na altura de
plantas, nimero de n6s e comprimento radicular e
ndo ¢ eficiente na eliminacao de A. tumefaciens;

E possivel estabelecer um protocolo de
organogénese in vitro de batata cv. Atlantic a partir
de segmentos internodais nao co-cultivados.
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