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RESUMO

A batata-doce é uma hortalica amplamente cultivada na América Latina, sendo o Brasil um dos
principais produtores. Os produtores de Sdo Paulo tém variedades adaptadas as condicdes locais,
sendo estas protegidas em bancos de germoplasma in vivo em diversas areas da regiao, no entanto,
a informacdo genética dessas cultivares € desconhecida, sendo muito comum chamar Varios
gendtipos diferentes com 0 mesmo nome ou com nomes diferentes para 0 mesmo genétipo, e ao
adiciona-los aos bancos de germoplasma, podem estar repetindo acessos baseados apenas em
aspectos fenotipicos. A tudo isso se soma, que a modernizacdo da agricultura e o éxodo rural
causam a perda da diversidade genética e de suas informagdes e a0 mesmo tempo, 0S acessos
mantidos em bancos de germoplasma in vivo sdo expostos a condi¢cbes ambientais adversas que
causam sua morte e requerem amplo espaco. Por isso, 0 objetivo desta pesquisa sera estimar a
diversidade genética de entre gendtipos de batata-doce localmente adaptados em Séo Paulo e
conservar in vitro os acessos mais representativos. Serdo feitas coletas de material vegetal, que
serdo caracterizados fenotipicamente e depois genotipicamente utilizando marcadores moleculares
SSR e com tudo isso estimar qudo préximos ou distantes 0s genotipos estdo uns dos outros. Com
os resultados obtidos, quatro desses gendtipos que mais se destacam na parte agricola serdo
preservados in vitro baixo condicdes de crescimento minimo baseadas em a utilizagdo de Acido
Abscisico (ABA) e Manitol. Desta forma, espera-se contribuir para o conhecimento e compreensao
da diversidade genética desta cultura na regido, evitar réplicas de acessos em bancos de
germoplasma e desenvolver um protocolo de crescimento minimo in vitro que permita a
conservacao de gendtipos a baixo custo. Com tudo isso, 0s recursos genéticos serdo protegidos e

disponibilizados para permitir a criacdo de programas de melhoramento genético para esta cultura.

Palavras-chave: Banco de germoplasma, manitol, ABA, batata-doce, SSR, crescimento minimo.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Ipomoea batatas (L.) Lam é uma espécie pertencente a familia Convolvulaceae. O género

Ipomoea contém 600 a 700 espécies (RAYAS CABRERA et al., 2019).

E uma planta herbacea de origem Sul e Centro-Americana (FLORES et al., 2015),
amplamente cultivada por ser uma cultura de baixo custo, sua alta adaptacdo a diferentes tipos de
solos e climas, além de ter toleréncia as estacfes secas (OLIVEIRA, 2021). Batata doce é uma
deliciosa raiz tuberculosa que possui caracteristicas muito marcantes: desde a cor de sua casca e

polpa; que pode variar do laranja ao roxo, até mesmo sua forma (ALI et al., 2021).

Globalmente, cerca de 95% da colheita mundial de batata-doce é produzida em paises em
desenvolvimento, sendo uma cultura importante em peso fresco juntamente com arroz, trigo, milho

e mandioca. Asia destaca-se como o maior produtor deste tubérculo (VEASEY et al., 2008).

Tendo em conta o que precede; A producéo brasileira de batata-doce representa cerca de
30% no mundo (OLIVEIRA, 2021). Em S&o Paulo, a producao de batata-doce é de 18.000 kg por
hectare, 0 que representa 19% da producdo nacional e seu uso varia do comercial ao industrial

(IBGE, 2022).

Além do exposto, os aspectos que tém fortalecido o interesse pelo cultivo da batata-doce
estdo focados em suas qualidades nutricionais, sendo fonte de carboidratos, vitaminas (A,
Complexo B) e também fonte de minerais como Célcio (Ca), Ferro (Fe) e principalmente o Potassio

(K) (OLIVEIRA, 2021; RAYAS-CABRERA et al., 2019).

A batata-doce integra varios tipos de cultivares, que se distinguem pelo seu tamanho, cor
das folhas, bem como pelo comprimento e espessura dos ramos. Os tubérculos que produzem
dependem da posic¢do na planta, da cor da casca e das caracteristicas da polpa. O anterior é essencial
para determinar o uso que sera dado ao produto; isto &, se é proprio para consumo direto ou como

matéria-prima para a industria (pées, doces, compotas ou licores) (FLORES et al., 2015).

Quanto as formas de propagacdo da batata-doce, ela é realizada por meio de galhos,
enraizamento de folhas, mudas e raizes tuberosas. No entanto, OLIVEIRA, (2021) menciona que
também existem técnicas in vitro muito eficientes, como a multiplicacdo por enraizamento de
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folhas ou cultivo de segmentos nodais.

Todas as caracteristicas e beneficios acima citados do cultivo da batata-doce fizeram com
que ela se disseminasse por todo o territorio brasileiro. De tal forma que se diz que cada regido tem
suas proéprias cultivares adaptadas localmente, mas em muitos casos sdo apenas copias de outra
cultivar com nomes diferentes. Este € um fator limitante para programas de melhoramento de
batata-doce devido a falta de informacdes sobre a diversidade genética da espécie e porque as
informacdes fenotipicas disponiveis podem causar acessos repetidos em bancos de germoplasma

ou cultivares diferentes, embora tenham as mesmas caracteristicas ou nomes (GOMES, 2009).

Apesar do exposto, nos Ultimos anos o cultivo da batata-doce foi deixado de lado devido ao
deslocamento para outra cultura, éxodo rural e urbanizacéo, o que implicou na perda de gendtipos

localmente adaptados e com eles sua informacdo genética (MOULIN et al., 2012).

Por outro lado, é comum que genotipos de batata-doce sejam protegidos em bancos de
germoplasma que abundam em todo o Estado de Sdo Paulo; apesar desse trabalho arduo, os
espécimes ficam expostos a condi¢fes ambientais adversas, doengas e pragas que acabam por matar

as plantas e perdem valiosos acessos (RAYAS CABRERA et al., 2019).

Consequentemente, estudos de caracterizacdo de genotipos conservados em bancos de
germoplasma devem ser realizados para evitar a duplicacdo de material vegetal, conforme

mencionado por GONCALVES et al., 2008; LAURENTIN, 2009 e SUDRE et al., 2010.

De acordo com GOMES 2009, cada vez mais gendétipos estdo sendo adicionados aos
diferentes bancos de germoplasma; mas sua informacao genética é desconhecida, havendo apenas
informacdes sobre morfologia e caracterizagcdo agrondmica dos novos acessos. Desta forma, a
caracterizacdo molecular permite a identificacdo de gendtipos indistinguiveis por meio de
caracteristicas morfologicas e desta forma sera possivel ter um controle adequado dos acessos nos

bancos de germoplasma.

Os marcadores moleculares tém ampla aplicacdo, incluindo mapeamento genético,
caracterizacdo de genotipos de interesse para melhoramento genético e caracterizagao de recursos

genéticos. Este ultimo aspecto € importante quando se deseja discriminar molecularmente um
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gendtipo de outro (MOULIN et al., 2012).

Dentro das técnicas de marcadores baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR); o
SSR ou Sequéncias Repetitivas Simples, possuem alta reprodutibilidade, baixo custo e requerem
uma baixa quantidade de DNA nas amostras estudadas, o que faz com que essa ferramenta continue
sendo mais utilizada em relacdo as outras técnicas moleculares como RAPD (Fragmentos
polimorficos amplificados ao acaso) e AFLP (Polimorfismos no comprimento de fragmentos

amplificados) (GOMES, 2009).

O uso desses marcadores moleculares também abrange testes de paternidade, estudos de
divergéncia genética e relacdes genéticas. Isso permite sua aplicabilidade na horticultura para a
identificacdo de genotipos contrastantes, o que é significativo nos estudos de melhoramento
genético. Possuir um banco de germoplasma caracterizado de forma molecular representa uma
grande vantagem em qualquer processo que envolva a selecdo de gendtipos com caracteristicas de

interesse, melhorando a qualidade do trabalho do melhorista (GOMES, 2009)

Entdo, levando em consideracao a crescente demanda e interesse pela batata-doce, torna-se
necessario e Util projetar e/ou testar ferramentas que permitam a caracterizacdo molecular das
acessoes contidas nos bancos de germoplasma, de forma a eliminar ambiguidades presentes ao
identificar um individuo como diferente de outro na colecédo, baseando-se apenas em caracteristicas
morfoagrondmicos ou simplesmente no nome. Além disso, essas ferramentas permitirdo conhecer
a diversidade genética presente nas variedades e aproveitar esse recurso genético. Com a
implementacdo da caracterizagdo molecular, sera possivel uma conservacdo mais precisa e uma
gestdo mais eficaz dos recursos geneticos da batata-doce, garantindo seu uso sustentavel e
favorecendo programas de melhoramento genético para obter variedades com caracteristicas

desejaveis e adaptadas a diferentes condigdes (ARRIGONI-BLANK et al., 2014).

Pelo anterior, é aqui que a conservagao in vitro ganha destaque como alternativa para a
conservacdo de espécies de grande interesse; mas que estando em condi¢es de campo, estdo
expostas a perdas por doencas, pragas e épocas irregulares. Esta ferramenta também é de menor
custo e mantém a integridade genética das plantas (ARRIGONI-BLANK et al., 2014; MOULIN et

al., 2012).

Pagina 5 de 20



Um dos métodos de conservacao in vitro ¢ através do meio de crescimento minimo e baseia-
se em fazer alteracdes nos meios de cultura para retardar o crescimento de celulas e tecidos. Apesar
disso, em muitos casos ndo € possivel reduzir o crescimento da planta e as respostas séo
determinadas pelo gendtipo da planta em estudo. Na batata-doce, 0 tempo maximo de manutencéo
em condi¢cbes minimas de crescimento varia entre nove meses para as diferentes espécies
(ARRIGONI-BLANK et al., 2014; DUGASSA; FEYISSA, 2011; MOULIN et al., 2012, PUPO et

al., 2002).

Os agentes usados para mitigar o crescimento em batata-doce em condi¢des in vitro
envolvem &cido abscisico (ABA), Giberelinas (GAs) e Manitol, diferentes concentragdes de
sacarose também sdo usadas para retardar o crescimento da planta. Mas, consequentemente, alguns
protocolos ndo atingem os objetivos propostos uma vez que os explantes morrem antes do tempo
esperado ou mesmo que as concentracdes utilizadas para reduzir o crescimento ndo sao suficientes,
e por isso tém que realizar subcultivos antes do esperado (ARRIGONI-BLANK et al., 2014;

RAYAS CABRERA et al., 2019).

Por essas razdes; o objetivo principal deste estudo ser, estimar a diversidade genética entre
acessOes de batata-doce de S&o Paulo (Brasil), em base em sua caracterizagdo morfoldgica; e
conservar in vitro por meio de um protocolo de crescimento minimo, os genotipos de principal

interesse.

Este estudo permitira distinguir 0os novos acessos nas colegcdes caso sejam encontradas
diferencas moleculares, morfologicas e agronémicas; e a0 mesmo tempo determinar se 0s
marcadores moleculares utilizados sdo eficientes para caracterizar os genotipos de batata-doce.
Ainda com esta pesquisa, sera desenvolvido um protocolo de conservacao in vitro por meio de
crescimento minimo para que 0s genotipos de batata-doce ultrapassem o0s nove meses de

conservacao sem necessidade de subcultivo e com plantas viaveis.
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2. OBJETIVOS

GERAL:

Estimar a diversidade genética entre acessos de Ipomoea batatas (L.) Lam. em S&o Paulo,
Brasil, e sua conservagéo in vitro.

ESPECIFICOS:

- Estimar a eficiéncia dos microssatélites na determinacdo da diversidade genética entre acessos de

Ipomoea batatas (L.) Lam. em Séo Paulo-Brasil.

- Avaliar o efeito do acido abscisico e do manitol no crescimento in vitro de quatro variedades de

Ipomoeas batatas (L.) Lam
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3. PLANO DE TRABALHO E CRONOGRAMA DE EXCECUCAO

Atividades 123 4/5 6/ 7 8 910 11| 12| 13| 14| 15[ 16| 17| 18| 19| 20 21| 22 23| 24| 25| 26| 27| 28| 29| 30| 31| 32| 33| 34| 35| 36
Coletar plantas no campo e estabelecimento de
plantas na estufa. X XXX
Extracdo de DNA de plantas coletadas. X XX
Quantificagao X X
Analise de dados. X X X

Atividades

Cultura in vitro. X X X X

Multiplicagdo em midia para crescimento
minimo. X X X X X X X X X X X X

Analise de dados
Elaboragao do documento final.

SIEIES
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Localizacao geografica.

As coletas serdo feitas em diversos bancos de germoplasma in vivo em Séo Paulo, Brasil e
a parte in vitro sera realizada no Laboratério de Producdo Vegetal do Departamento de Ciéncias
Agrérias e Producéo da Universidade Estadual Paulista (UNESP) - Faculdade de Ciéncias Agrarias

e Veterinarias - Campus de Jaboticabal.

4.2 Técnicas e procedimentos gerais.

A metodologia desta pesquisa sera dividida em duas grandes fases. 1) Fase molecular:
serdo feitas coletas para obtencdo de acessos de batata-doce, para determinar a diversidade genética
entre eles por meio de microssatélites (Marcadores SSR). Posteriormente, 2) Fase in vitro: Sera
avaliado o efeito do NaOClI e diferentes tempos de imerséo sobre o estabelecimento in vitro de
genotipos de batata-doce para despois estimar o efeito do &cido abscisico (ABA) e do manitol
(Man) no crescimento in vitro dos mesmos geno6tipos de batata-doce para desenvolver um banco

de germoplasma in vitro.

4.2.1 Fase molecular:

4.2.1.1 Obtencdo de material vegetal.

As coletas de material vegetal seréo feitas acessando as colegdes do banco de germoplasma
e cultivo de pequenos produtores, do estado de Sao Paulo, levando em consideracdo aqueles
gendtipos que sejam de interesse comercial ou industrial e 0s nomes comuns daqueles genotipos.
Posteriormente 0s acessos serdo caracterizados fenotipicamente e agronomicamente de acordo com
0s parametros descritos por AZEVEDO et al. (2002) e SILVA (2019). Depois disso, eles seréo

mantidos vivos em condicdes de estufa ou casa de tela.

4.2.1.2 Extracdo de DNA.

Amostras de folhas jovens (2-3 folhas) em bom estado serdo retiradas aleatoriamente de
cada gendtipo, e armazenadas em sacos ziploc contendo silica gel, e levadas ao laboratério para o
respectivo analises. O protocolo de extracdo serd o proposto por DOYLE & DOYLE (1990) com

modificagdes. Para a avaliagcdo da qualidade e quantidade do DNA serdo seguidos os protocolos
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propostos por CASTANEDA-CARDONA et al., 2020 e MOULIN et al., 2012. Em seguida, seréa

armazenado a -20°C até o seu uso.

4.2.1.3 Amplificacio de marcadores SSR.

Para esta parte, serd seguido o protocolo para determinacdo da diversidade genética
utilizando primers SSR para batata-doce proposto por MOULIN et al., 2012 e MONTEROS-
ALTAMIRANO et al., 2020 com modificacBes. O esquema a seguir resume a metodologia desta

parte:

Figura 1. Esquema de procedimentos para estimar a diversidade genética entre acessos de batata-doce
por meio de SSR.

Os primers SSR a serem utilizados para a estimativa da diversidade genética em batata-doce sao

apresentados na tabela a seguir, de acordo com MONTEROS-ALTAMIRANO et al., 2020:

GAAGTCAGGTTGCTAACGTG AAATTTCCTGCCTGGCTTCT 110
CTGCAATCTGATTCTCTAGCTTTCT AGTCCTGGCGTCTTCGTAGTT 130
GCCCTTCCTTATAGGACAACAAATG | TGACACCACCGTACGTACAGCTT 178
CGCACTTCAACTCTCACTAATCC ATCGTTGACAGCGACAAGCTCG 308
ATTCTCTCTCTATGCGTTGCCG CACACCAAAAAGTCCCAAATCTTG 177
GCTCTTGACTTCACTCATTCTCTTC ATCGTTGTGGTCGTTGTTCTC 220
GATGATGGAGCTATAAATCTCG GTCACTGTCCTCCAGTTTTTC 184
TAGTAACACCATTACTTATTAACTTTG | TGTAATCTCATGGATTGCTCGTAG 144

Tabela 1. Primers SSRs que serao utilizados na estimativa da diversidade genética de acessos de batata doce.
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4.2.2 FASE in vitro:

4.2.2.1 Estabelecimento in vitro de gendtipos de batata-doce: Efeito do hipoclorito de sodio

(NaOCIl) e tempos de imersdo na desinfeccao de explantes de batata-doce:

Serdo utilizados segmentos nodais de plantas adultas estabelecidas na casa de vegetacéo,
que serdo levados ao laboratdrio e lavados com agua e sabdo por 15 min. Aproximadamente, serdo
enxaguados com &gua destilada e levados para a cabine de fluxo laminar, onde seré realizada a
segunda parte da desinfeccdo com alcool etilico 70% por um (1) minuto, serdo enxaguados com
agua estéril ou deionizada estéril e em seguida serdo sera desinfetado com o uso de diferentes
concentracdes de Hipoclorito de Sodio (NaOCI) e os tempos de desinfeccdo mostrados na tabela a

sequir:

Tabela 2. Efeito do NaOCI e tempos de imersdo na desinfeccio de explantes de batata-doce

O O|N|OO|OIARWIN|F
QOO OININININ| O
OB INIOOIRIN|O|O

Em seguida, sdo enxaguados duas vezes com agua destilada ou deionizada estéril, sob
condicBes assépticas, em cabine de fluxo laminar horizontal e sob condi¢fes controladas de

temperatura-iluminagcdo (BALBERO-OSORIO & REVOLLO-PEREZ, 2003).

4.2.2.2 Semeadura de explantes e condig¢des de cultivo in vitro: Efeito do NaOCI e tempos de

imersao no estabelecimento in vitro de genotipos de batata-doce:

Ap0s a realizagdo da etapa anterior, serdo retirados segmentos nodais de aproximadamente
1 cm de comprimento que contém a gema axilar, e 0s mesmos serdo estabelecidos nos frascos com
30 ml de meio de cultura, que serd selado com papel aluminio e fixado com papel crystalflex,

rotulado de acordo com o tratamento que sera usado, semeando um explante por frasco (sendo esta
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a unidade experimental). Os explantes serdo colocados perpendicularmente em relagdo ao meio de
cultura na proporcéo de um por frasco na cabine de fluxo laminar sob condicdes assépticas. Por
fim, serdo armazenados em sala de incubacé@o ou camara de germinacgéo (conforme disponibilidade)
com temperatura de 28 + 5°C, umidade relativa de 65%; fotoperiodo de 12 horas-luz; intensidade
de luz de cerca de 50 pmol/m? S*, avaliando o comportamento das culturas durante quatro semanas

(DIAZ et al; 2015) (BALBERO-OSORIO & REVOLLO-PEREZ, 2003).

4.2.2.3 Avaliacdo do processo de estabelecimento in vitro: Efeito do NaOCI e tempos de

imersao no estabelecimento in vitro de genotipos de batata-doce:

. Porcentagem de sobrevivéncia: Numero de explantes com algum grau de oxidagédo,
hiperidricidade, contaminagdo ou qualquer indicacdo de inviabilidade dos explantes sobre o
nimero total deles multiplicado por porcentagem (100%) (GARCIA-OSUNA et al., 2011; OJEDA-

ZACARIAS et al., 2010 e RODRIGUEZ, 2006)

4.2.2.4 Conservacao in vitro: Efeito do acido abscisico (ABA) sozinho ou em combinacédo com

manitol.

Apds avaliacdo e determinacdo do melhor tratamento para a desinfec¢do dos explantes e
obtencdo de vitroplantas com tamanho ideal, sera realizada a fase de conservacao in vitro, para o
qual segmentos nodais dos genotipos serdo individualizados e transferidos para 30 ml de meio de
cultura, que sera selado com papel aluminio e fixado com papel crystalflex, rotulado de acordo
com o tratamento que sera usado para crescimento minimo, conforme descrito por RAYAS-

CABRERA et al., 2019 e sera combinado com &cido abscisico (ABA) e manitol da seguinte forma:

Tabela 3. Tratamentos para avaliar o efeito do acido abscisico (ABA) sozinho ou em combinacéo

com manitol.
Tratamentos | Concentragdo de ABA mg/L Concentracéo de manitol mg/L
1 0 0
2 2 0
3 4 0
4 6 0
5 8 0
6 10 0
7 12 0
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0 0,5
0 1
0 1,5
0 2
0 2,5
0 3
2 0,5
4 0,5
6 0,5
8 0,5
10 0,5
12 0,5
2 1
4 1

1

1
10 1
12 1

15

15
6 15
8 15
10 15
12 15
2 2
4 2
6 2
8 2
10 2
12 2
2 2,5

2,5

2,5

2,5
10 2,5
12 2,5
2 3

3

3

3
10 3
12 3

4.2.2.5 Semeadura de explantes e condicdes de cultivo in vitro: Efeito do acido abscisico (ABA)

sozinho ou em combinac¢do com manitol:

Cada frasco com capacidade aproximada de 240 ml contera 30 ml de meio de cultura em

com os tratamentos mencionados na Tabela 3. Os explantes serdo colocados perpendicularmente
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em relacdo ao meio de cultura na propor¢do de um por frasco na cabine de fluxo laminar em
condicdes assépticas. Com 10 repeticdes por tratamento, em seguida serdo armazenados na sala de
incubacdo com as seguintes condicdes: 25 °C x 2 °C, com fotoperiodo de 16 horas, avaliando o
comportamento das culturas por 8 meses e 12 meses, de acordo com o protocolo de RAYAS-

CABRERA et al., (2019).

4.2.2.6 Avaliacao do processo de crescimento minimo:

Apds 8 e 12 meses, serdo avaliadas as seguintes variaveis:

- Sobrevivéncia dos explantes: Porcentagem de explantes vivos em relacdo aos mortos (RAYAS
CABRERA et al., 2019). Nesta variavel, serdo considerados como explantes mortos todos aqueles
que ndo forem vidveis, tais como: com hiperhidricidade, com oxidacdo, com contaminacao, entre

outros parametros que indiquem a perda parcial e/ou total do vitroplanta ou explante utilizado.

- Comprimento da planta: Ser4& medido com o auxilio de um paquimetro ou vernier em

centimetros (cm) (RAYAS-CABRERA et al., 2019).

- Numero de folhas: Quantificagéo de folhas produzidas por vitroplanta.

- NUmero de nés: Quantificacdo de brotacdes produzidas por vitroplanta.

- Enraizamento: Presenca e auséncia de sistema radicular em cada vitroplanta.

- Duracéo da conservacao: Tempo minimo necessario para formar uma vitroplanta e ao mesmo
tempo quanto tempo dura sua viabilidade antes de precisar de um subcultivo (RAYAS-CABRERA

etal., 2019)
4.2.2.7 PREPARACAO DE MEIOS DE CULTURA.

Tratara de um meio de cultura em estado semissolido MURASHIGE & SKOOG (MS)
(1962), suplementado com 100 mg L* de Mioinositol, 30 g L™ de sacarose, 1 ml L de Tiamina e
6 g L de Agar e Polivinilpirrolidona (PVP) 0,1 mg L™ O pH de todos os meios de cultura deve
ser ajustado para 5,7 £ 0,1, autoclavados por 20 min a 121 °C e armazenados por 5 dias antes do

uso para descartar 0os meios contaminados apos a esterilizacdo (COTERA, 2011).
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4.3 DESENHO ESTATISTICO

4.3.1 Anélise dos fragmentos gerados com SSRs para genoétipos de batata-doce:

De acordo com os resultados obtidos na amplificacdo das bandas de SSRs, serdo
selecionados os primers que apresentarem melhores resultados na eletroforese para serem
marcados com fluorescéncia. Em seguida, serdo coletadas amostras de DNA isolado de cada
gendtipo e analisadas em um sequenciador automatico. O objetivo é analisar os eletroferogramas

gerados e estimar as distancias genéticas entre as amostras (ALEKCEVETCH, 2013)

4.3.2 Estimativa da diversidade genética entre acessdes de batata-doce:
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Depois de obter os resultados do sequenciador (genotipagem), seréo realizadas analises de
distancia para gerar matrizes de dissimilaridade genética. Essas matrizes serdo utilizadas para
construir dendrogramas utilizando metodologias baseadas em ALEKCEVETCH, 2013,
CASTANEDA-CARDONA et al. 2020 e JOSEPH, 1992. Esses dendrogramas permitirdo

visualizar as relagdes de similaridade genética ou diversidade genética entre as amostras analisadas.

4.3.5 Avaliacdo do feito do ABA e Manitol na conservacéo in vitro de genotipos de batata-

doce por meio de crescimento minimo:

O delineamento estatistico que sera utilizado para esta parte serd& um delineamento
inteiramente casualizado (randomizado) e para sua analise uma ANOVA para determinar se
existem diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos nos genotipos utilizados,
caso ndo atendam aos requisitos de um teste ANOVA Serdo utilizados testes ndo paramétricos
como o teste de Kruskal-Wallis e serdo realizadas no minimo 10 (dez) repeti¢Ges por tratamento e

0 experimento completo seré replicado 2 (duas) vezes.

5 RESULTADOS ESPERADOS:

6.1. Espera-se que pelo menos um dos marcadores SSR amplifique e seja informativo para os

genotipos de batata-doce utilizados.

6.2 Espera-se exibir e informar a diversidade genética entre os individuos de batata-doce
selecionados pertencentes ao territorio de S&o Paulo, no Brasil.

6.3 Espera-se que alguns dos tratamentos de estabelecimento in vitro sejam eficientes para o
estabelecimento in vitro de doze genotipos de batata-doce, ndo sendo necessario desenvolver
um protocolo para cada acesso.

6.4 Espera-se que pelo menos um dos tratamentos com ABA, seja em combinagdo ou auséncia de
Manitol, seja efetivo na conservagéo in vitro dos gendtipos selecionados de batata-doce. A
metodologia proposta busca ser eficiente na protecdo e manutencéo dos individuos, além de
reduzir os tempos de subcultivo in vitro.

6.5 Espera-se desenvolver um banco de germoplasma para a manutencao dos valiosos genoétipos

de batata-doce que representam parte da diversidade genética desta cultura no territério de Sdo
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Paulo, Brasil.
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