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RESUMO

Programas de melhoramento de batata-doce necessitam ampliar constantemente a
variabilidade na populacéo e entender processos genéticos para se obter éxito. O uso de dialelos
em batata-doce possibilita ampliar a variabilidade genética e selecionar genotipos superiores
para diferentes aptiddes, enquanto os estudos epigenéticos, como os padrdes de metilacdo do
DNA, permitem obter informacgdes sobre regulacdo génica e heranca epigenética. Estas a¢des
colaboram para o sucesso de um programa de melhoramento genético. Assim, objetivou-se com
esta pesquisa: 1) Estimar a capacidade de combinagédo de cruzamentos entre clones de batata-
doce e identificar as melhores hibridacdes para caracteristicas agrondmicas de interesse e; ii)
Comparar os padrdes de metilagcdo do DNA de duas cultivares de batata-doce mantidas em casa
de vegetacdo e cultura de tecidos por meio da analise de polimorfismo de amplificacdo sensivel
a metilacdo (MSAP). O estudo foi dividido em dois capitulos. No primeiro experimento foram
avaliados 378 genotipos irmao-completos de batata-doce, provenientes de um dialelo parcial
composto por 12 parentais, incluindo sete cultivares comerciais e cinco genotipos elites pre-
avaliados, que também foram incluidos como testemunhas. O delineamento experimental
utilizado foi em blocos incompletos, com duas repeti¢des dos genotipos IC e doze repeticGes
de cada testemunha. Aos 145 dias ap0s o plantio, foram coletados os dados de produtividade
de ramas, produtividade de raizes totais e comerciais, peso unitario de raizes totais e comerciais,
porcentagem de raizes comerciais, bem como as massas secas de raizes e ramas. A analise
estatistica foi realizada por meio de modelos lineares mistos, obtendo-se os valores genotipicos
preditos, e também por meio da analise dialélica, utilizando-se 0 modelo aleatério do método
I1, proposto por Grifing em 1956. Varios gendtipos foram classificados como promissores. Os
gendtipos que mais se destacaram para a capacidade geral de combinagdo foram Brazlandia
Roxa, Ligeirinha, UFLA-464, Uruguaiana, com valores positivos para todas as caracteristicas.
O cruzamento especifico entre Amélia X UFLA-1257 promoveu maior produtividade de raizes
totais, maior porcentagem de raizes comerciais, maior teor de matéria seca de raizes, e maior
produtividade de ramas. O segundo estudo foi conduzido nos Estados Unidos na Louisiana
State University, onde foram comparados os padrdes de metilacdo do DNA de dois gendtipos
de batata-doce Covington e Murasaki. Estes gendtipos foram conduzidos sob condicbes de
cultivo em casa de vegetacdo e em cultura de tecidos. A analise MSAP foi realizada para
investigar o nivel de variacdo epigenética. Foram identificados os perfis de metilacdo de 36
acessos das cultivares, totalizando 1096 locos analisados. Os resultados indicaram que os perfis
de metilacdo foram afetados tanto pela cultura de tecidos quanto por casa de vegetagéo.
Contudo, ficou evidente que a cultura de tecidos desencadeou um padrdo especifico e
consistente de alteracbes na metilacdo, sendo mais estaveis. Ja sob condicdes de casa de
vegetacdo, houve maior variabilidade nos padroes de metilagdo entre plantas. Em conjunto, 0s
resultados verificados denotam a importancia do uso de cruzamentos dialélicos e da qualidade
do material propagativo no processo de melhoramento da batata-doce. Portanto, os resultados
obtidos nos presentes estudos, colaboram no sucesso do programa de melhoramento de batata-
doce.

Palavras-chave: Ipomoea batatas L. Dialelos. Melhoramento genético. Epigenética.



ABSTRACT

Sweetpotato breeding programs need to constantly increase variability in the population
and understand genetic processes to be successful. The use of diallels in sweetpotatoes makes
it possible to expand genetic variability and select superior genotypes for different abilities,
while epigenetic studies, such as DNA methylation patterns, allow information on gene
regulation and epigenetic inheritance to be obtained. These actions contribute to the success of
a genetic improvement program. Thus, the objective of this research was to i) Estimate the
ability to combine crosses between sweetpotato clones and identify the best hybridizations for
agronomic characteristics of interest; ii) Compare the DNA methylation patterns of two
sweetpotato cultivars maintained in greenhouse and tissue culture using methylation-sensitive
amplification polymorphism analysis (MSAP). The study was divided into two chapters. In the
first experiment, 378 full-sib genotypes of sweetpotato were evaluated, coming from a partial
diallel composed of 12 parents, including seven commercial cultivars and five pre-evaluated
elite genotypes, which were also included as controls. The experimental design used was
incomplete blocks, with two replications of the 1C genotypes and twelve replications of each
control. At 145 days after planting, data on branch productivity, productivity of total and
commercial roots, unit weight of total and commercial roots, percentage of commercial roots,
as well as the dry masses of roots and branches were collected. Statistical analysis was
performed using linear mixed models, obtaining the predicted genotypic values, and also
through diallel analysis, using the random method Il model proposed by Grifing in 1956.
Several genotypes were classified as promising. The genotypes that stood out most for general
combining capacity were Brazlandia Roxa, Ligeirinha, UFLA-464, Uruguaiana with positive
values for all characteristics. The specific cross between Amélia The second study was
conducted in the United States at the Louisiana State University, where the DNA methylation
patterns of two sweetpotato genotypes, Covington and Murasaki, were compared. These
genotypes were grown under greenhouse and tissue culture conditions. MSAP analysis was
performed to investigate the level of epigenetic variation. The methylation profiles of 36
cultivar accessions were identified, totaling 1096 loci analyzed. The results indicated that the
methylation profiles were affected by both tissue culture and greenhouse. However, it was
evident that tissue culture triggered a specific and consistent pattern of changes in methylation,
which were more stable. Under greenhouse conditions, there was greater variability in
methylation patterns between plants. Taken together, the verified results denote the importance
of using diallel crosses and the quality of the propagative material in the sweetpotato
improvement process. Therefore, the results obtained in the present studies contribute to the
success of the sweetpotato breeding program.

Keywords: Ipomoea potatoes. Diallels. Genetic improvement. Epigenetics.
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1 INTRODUCAO

O cultivo da batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.) é uma atividade expressiva em
todo 0 mundo, sendo uma das producdes alimentares mais intensas em 2020 (FAQ, 2023). Além
de sua importancia para o consumo humano, também apresenta elevada aptiddo para outros
usos, como alimentag&o animal, producdo de etanol e ornamentacdo (ANDRADE JUNIOR et
al., 2020; DONATO et al., 2020; SOUZA et al., 2022). Ademais, a planta apresenta potencial
como alimento funcional, dada a presenca de compostos bioativos como o0s carotenoides e
antocianinas (LAURIE et al., 2022). Compostos bioativos sdo fitoquimicos sem funcéo
nutricional, mas apresentam atividade antioxidante, o que auxilia no combate de espécies
reativas de oxigénio no organismo (CARVALHO, 2006).

A cultura é altamente valorizada por sua boa adaptacdo a diferentes condicdes de
cultivo, facil manejo, alto valor nutricional, baixo custo de producdo e tolerancia a seca
(ANDRADE JUNIOR et al., 2012; VIANA et al., 2017). Por estes motivos, a espécie é
amplamente distribuida no territério brasileiro, cultivada principalmente em pequenas
propriedades (MAIA et al., 2022). No entanto, a cultura ainda apresenta baixa produtividade
no pais (<15 t hal) (EMBRAPA, 2021). Isto é consequéncia da falta de investimentos em
tecnologia nos cultivos e de cultivares comerciais com potencial produtivo elevado para as
diferentes regides produtoras (BRITO et al., 2021; SILVA et al., 2022). Com isso, é essencial
gue sejam investidos esforcos substanciais no desenvolvimento de cultivares de alto
desempenho.

A busca por genoétipos superiores, frequentemente envolve sucessivas selecbes e
recombinaces de genOtipos promissores, buscando-se a identificacdo de descendentes
superiores aos seus genitores (SILVA et al., 2022). Para que um programa de melhoramento
genético seja bem-sucedido é crucial garantir que os bancos de germoplasma possuam ampla
variabilidade genética, a qual deve ser constantemente expandida. A elevada variabilidade é
essencial para o progresso genético nas populacdes, visto que permite a selecdo de
caracteristicas de interesse em um conjunto diverso de individuos.

Algumas técnicas de melhoramento podem ser empregadas para a ampliacdo e
manutencdo da variabilidade genética na batata-doce, como os campos de policruzamentos e 0s
cruzamentos controlados (dialelos) (NGAILO et al., 2019; RUKUNDO et al., 2019; MUGISA
etal., 2022; SILVA et al., 2022). Estas técnicas de cruzamento tém sido utilizadas com sucesso

no melhoramento da batata-doce, contribuindo para o desenvolvimento de genétipos com maior
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adaptabilidade, qualidade e produtividade (SHUMBUSHA et al., 2019; MUGISA et al., 2022;
SILVA et al., 2022).

Os policruzamentos geram progénies de meios-irméaos, ou seja, os doadores de polen
sdo desconhecidos. Assim, ndo é possivel identificar ambos 0s parentais, 0 que € uma grande
desvantagem do método. Por outro lado, ao se utilizar cruzamentos dialélicos é possivel
identificar os genitores com maior frequéncia de alelos favoraveis (ZHANG et al., 2015).
Assim, cruzamentos dialélicos permitem a obtencdo de progénies de irmaos-completos,
enquanto os policruzamento originam apenas meios-irmaos (RAMALHO et al., 2012), o que €
uma vantagem dos cruzamentos controlados, visto que a identificagdo de ambos 0s genitores
melhora a predi¢do dos dados genotipicos (NUNES et al., 2008; PIEPHO et al., 2009). Além
disso, a obtencdo de gendtipos elite pode ser facilitada e com reducdo de tempo, sendo uma
estratégia interessante para a inser¢do de caracteristica de interesse nos genoétipos em curto
prazo (MUGISA et al., 2022).

Por outro lado, é importante destacar que tanto os cruzamentos dialélicos quanto os
policruzamentos sdo métodos muito Uteis para o melhoramento genético da batata-doce.
Associados a facil propagacdo vegetativa caracteristica da espécie, estes métodos permitem
que, logo nos primeiros ciclos de recombinacao, seja possivel identificar genétipos promissores
e garantir sua manutengéo por clonagem.

Apesar das desvantagens relacionadas aos problemas fitossanitarios, a propagacdo
vegetativa permite a manutencdo das caracteristicas genéticas da planta-mae, rapida
multiplicacdo de clones e preservacao das caracteristicas de interesse (HASNAIN et al., 2022).
Entretanto, o processo de clonagem carrega consigo algumas variacfes epigenéticas nos
individuos através das geracOes propagadas (CORONEL et al., 2018; AKOMEAH et al., 2019;
ORLOWSKA; BEDNAREK, et al., 2020). As modificacbes epigenéticas referem-se a
alteracbes quimicas que ocorrem em nucleotideos do DNA ou nas histonas (proteinas que se
associam ao DNA), sem que a ordem dos pares de bases seja afetada (ALLIS et al., 2007).
Essas modificacdes podem afetar a expressao génica, resultando em fendétipos diferentes dos
observados na planta-matriz (GHOSH; IGAMBERDIEV; DEBNATH, 2021), o que ndo é de
interesse para a producdo de mudas visando cultivos comerciais ou mesmo nos programas de
melhoramento genético.

Estudos tém demonstrado que a propagacdo vegetativa da batata-doce pode induzir
alteracOes epigenéticas, as quais podem estar relacionadas as mudancgas na produtividade, teor

de compostos bioativos e tolerancia a estresses ambientais (MERCE et al., 2020; LEE et al.,
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2021; GHOSH; IGAMBERDIEV; DEBNATH, 2021; WANG et al., 2022). Diante disto,
compreender essas variacdes epigenéticas € importante tanto para o desenvolvimento de
estratégias de melhoramento genético mais eficientes, quanto para a exploracdo do potencial
adaptativo da batata-doce.

Assim, objetivou-se com esta pesquisa: i) determinar os efeitos da capacidade de
combinacéo de cruzamentos entre clones de batata-doce, visando identificar as melhores
hibridacbes para caracteristicas agronémicas de interesse e; ii) comparar os padrdes de
metilacdo do DNA de plantas de duas gendtipos de batata-doce mantidas em diferentes

ambientes de cultivo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Caracteristicas morfoagronémicas

A batata-doce é uma planta dicotileddnea, pertencente a familia Convolvulaceae e que
possui comportamento alégamo. A espécie é hexaploide (2n = 6x = 90) e autoincompativel, o
que resulta em alta variabilidade genética e fenotipica (COSTA et al., 2022; ZEIST et al., 2022).

As folhas da planta so largas, com cor e formato variavel, além de apresentarem o
peciolo longo. Suas flores sdo hermafroditas, mas com polinizacdo cruzada, devido a sua
autoincompatibilidade do tipo esporofitica, com inflorescéncia disposta do tipo cimeira, com 1
a 22 botbes florais (MWANGA et al.,, 2017). Devido a autoincompatibilidade, logo,
impossibilidade de autofecundacdo, novas populacdes sdo necessariamente heterozigotas.
Portanto, é plausivel presumir alto grau de heterozigosidade em populacbes segregantes
(SILVA et al., 2022). O botdo floral apresenta uma cor caracteristica para cada genotipo,
podendo variar entre a cor branca ao roxo (MWANGA et al., 2017). Ja os frutos sdo do tipo
capsula deiscente, com 1 a 4 sementes por flor, de aproximadamente 6 mm de didmetro e cor
castanho-claro (MWANGA et al., 2017).

As raizes tuberosas sdo revestidas por uma pequena camada de células, de
aproximadamente 2 mm, denominada de periderme, enquanto a parte central, denominada de
polpa, apresenta diferentes coloracdes e formatos, a depender do genoétipo (HUAMAN 1992;
SILVA et al., 2008). As raizes sdo fontes de vitaminas e minerais, sendo que a batata-doce de
polpa alaranjada possui altos teores de beta-caroteno e as de polpa roxa sdo ricas em
antocianinas (MUGISA et al., 2022).

2.2  Importancia econébmica

A batata-doce € uma cultura expressiva em todo o mundo, sendo a 172 cultura alimentar
mais produzida mundialmente em 2020 (FAO, 2023). No ano de 2021 foram produzidas 89,5
milhdes de toneladas em 7,4 milhdes de hectares, com valor da produgéo estimado em 60
milhdes de dolares (FAO, 2023). No Brasil, a cultura apresenta grande importancia
socioecondmica, sendo amplamente cultivada e difundida, especialmente por pequenos

agricultores para fins de subsisténcia (COSTA et al., 2022). Apesar da importancia da cultura
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para o Brasil, o pais configura-se apenas como o 15° maior produtor mundial de batata-doce
(FAO, 2023).

A éarea de batata-doce cultivada no Brasil aumentou 33,8% entre os anos de 2009 e 2020,
saindo de 42.282 ha para 56.587 ha, respectivamente (IBGE, 2023). Isto elevou a quantidade
produzida em 72,7%, com producao de 477.472 t em 2009 e 824.680 t em 2021. Outro destaque
do periodo foi 0 aumento do valor da producédo (4,52 vezes), que passou de R$ 270,3 milhdes
para R$ 1.222 milhdes (IBGE, 2023). O principal estado produtor de batata-doce do Brasil é
Sdo Paulo, com 182 mil toneladas produzidas em 2020 (IBGE, 2023). J& o estado de Minas
Gerais é 0 quarto maior produtor, com producao estimada em 68.142 toneladas no ano de 2020,
em 3.825 ha e com rendimento médio de 17,82 t ha* (IBGE, 2023).

Todavia, no Brasil, o incremento em produtividade no periodo de 2009 a 2021 foi de
apenas de 30%, saindo de 11,30 t ha* em 2009 para 14,68 t ha* em 2021. Alguns fatores, como
a adocéo de sistemas de plantio inadequados, 0 uso incorreto de ramas no plantio, o cultivo em
solos de baixa fertilidade e a falta de conhecimento técnico adequado, reduzem o potencial
produtivo dos cultivares (CARMONA et al., 2015). Além disso, a baixa produtividade nacional
da batata-doce também pode ser atribuida ao uso de cultivares obsoletas (VARGAS et al.,
2020).

Devido a grande discrepancia na produtividade e qualidade regional da cultura,
pesquisas de melhoramento genético visando a selecao de genotipos superiores sdo necessarias
para aumentar a produtividade e melhorar o padrdo comercial das raizes (COSTA et al., 2022;
SILVA et al., 2022; SOUZA et al., 2022). Isto pode contribuir para a expansao da cultura no

pais, elevando os patamares de producéo e a geragdo de renda para os produtores rurais.

2.3 Potenciais usos da batata-doce

2.3.1 Batata-doce na alimentacdo humana

A batata-doce ¢ um alimento de elevado valor nutricional, rica em minerais,
carboidratos, vitamina C, B1, B2 (riboflavina), B3 (niacina), B6, E, biotina, e &cido pantoténico
(SLOSAR et al., 2019). Além de contribuir com micronutrientes essenciais, a batata-doce ainda
possui compostos sem fungdo nutricional, porém, com atividade antioxidante, denominados
compostos bioativos (CARVALHO, 2006). Atualmente, a populagéo busca inserir na dieta néo

apenas alimentos nutritivos, como também aqueles que séo capazes de gerar beneficios a saude
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humana, como no caso dos alimentos ricos em antioxidantes (VERA-SANTANDER et al.,
2023).

Os antioxidantes tém a funcdo de combater a acdo danosa de radicais livres, como
espécies reativas de oxigénio (TAIZ et al., 2017). Os radicais livres sdo moléculas formadas
naturalmente durante a respiracdo e a digestdo de alimentos, e podem causar danos as
macromoléculas das células, potencializando o surgimento de algumas doengas cronicas
(ZHANG et al., 2015). Em funcéo disto, cresce o consumo de alimentos ricos em compostos
bioativos com atividade antioxidante (HARBONNE; WILLIANS, 2000; BASLAM et al.,
2013; TEIXEIRA et al., 2016; VERA-SANTANDER, et al., 2023).

Estes compostos séo fitoquimicos oriundos do metabolismo secundério das plantas, com
a funcdo principal de proteger as células contra a radiacdo ultravioleta (TAIZ et al., 2017).
Contudo, quando presentes na dieta humana, estes compostos atuam no combate aos radicais
livres, e a na maioria se enquadram as espécies reativas de oxigénio (ZHANG et al., 2015).
Quando ingeridos, estes compostos trazem beneficios a salde, pois previnem o surgimento de
doencas cronicas tais como doencas cardiovasculares, diabetes, catarata, alguns tipos de cancer,
hipertensdo, doencas do sistema imune, entre outras (KRUGER et al., 2014; ZHANG et al.,
2015; KIM et al., 2016). Dentre os compostos bioativos, destacam-se os carotenoides, 0S
compostos fendlicos, os acidos organicos, vitamina C, flavonoides e antocianinas (KIM et al.,
2016).

Os genotipos de batata-doce com coloracdo da polpa roxa séo ricos em antioxidantes,
principalmente antocianinas, ja os de coloracdo alaranjada, possuem altos teores de
carotenoides (KAAYA et al., 2022). Os carotenoides, além de sua atividade antioxidante, sdo
pro-vitaminicos, os quais, biologicamente, podem ser convertidos em vitamina A. Dessa forma,
a batata-doce de polpa alaranjada auxilia também no combate a deficiéncia dessa vitamina, cuja
falta esta ligada a problemas de visdo (NEELA; FANTA, 2019).

Diante desses beneficios, surge a demanda para programas de melhoramento genético o
desenvolvimento de cultivares biofortificadas, com altos teores de carotenoides (polpa
alaranjada) e antocianinas (polpa roxa), aliados a alta produtividade. Com isto, 0s programas
de melhoramento genético voltados para a alimentacdo humana tém como objetivo principal a
busca por cultivares cada vez mais produtivas e de melhor qualidade de raizes. Todavia, vale
ressaltar também, a importancia da selecdo, visando resisténcias ou tolerancias as principais
pragas e doencas (ANDRADE JUNIOR et al., 2009; GONCALVES NETO et al., 2011)



19

De acordo com Pereira et al. (2019), ao avaliarem o desempenho de gendtipos
biofortificados com altos teores de carotenoides, a produtividade média de raizes variou entre
32,74 a 52,21 t ha'l. Isto demonstra o potencial de desenvolvimento de cultivares produtivas e
biofortificadas. Assim, é facilitado o desenvolvimento de cultivares devido as antocianinas e 0s
carotenoides serem pigmentos ligados a coloracdo da polpa, ou seja, a selecdo de cores mais
intensas esté diretamente ligada as maiores concentracfes destes compostos.

2.3.2 Batata-doce para producao agroindustrial

A batata-doce é uma raiz tuberosa com mdaltiplos fins agroindustriais, tais como extracéo
de amido, producdo de xarope, producdo de farinha, producédo de etanol (AKOETEY et al.,
2017). Assim, o processamento de batata-doce resulta em uma variedade de produtos e
subprodutos, de acordo com a finalidade industrial (AKOETEY et al., 2017).

De acordo Rizzolo et al. (2014), a batata-doce é boa matéria-prima, pois contém alto
teor de carboidratos na forma de amido. O amido da batata-doce, depois de hidrolisado a
glicose, juntamente com outros agucares redutores presentes na planta em quantidades menores,
pode ser fermentado para a producéo de etanol (ALMEIDA et al., 2017).

Diversos trabalhos tém demonstrado o alto rendimento para a produgdo de etanol
derivado de batata-doce. Ao avaliarem gendtipos de batata-doce Schweinberger et al. (2016)
identificaram rendimento médio de 160,03 L t* de raizes. Ja Oliveira et al. (2017), ao avaliarem
0 potencial de gendtipos para a producao de etanol, verificaram que os rendimentos de etanol
obtidos variaram entre 121,25 a 176,26 L t de raizes processadas. Viana et al. (2017), ao
avaliarem o desempenho de genétipos de batata-doce, quanto a produtividade de raizes,
obtiveram producio entre 43,5 a 31,7 t ha™* de raizes tuberosas e rendimento efetivo de etanol
entre 1.100 a 4.940 L ha, com ciclo de 180 dias. Diante disso, quanto maior o rendimento de
raizes e de amido por hectare, maior sera o retorno econémico ao produtor. Quanto a batata-
doce para uso industrial, deve-se compreender sobre a qualidade e o teor de agUcar das raizes,
visto que eles dependem do gendtipo, dos fatores enddgenos as plantas, da atividade da amilase
e das condic¢des ambientais (SULISTIANI et al., 2018)

Outros métodos de processamento industrial incluem a fabricacdo de batata chips e
farinha de batata-doce, sendo que esta pode ser utilizada junto com outros produtos alimentares
(AKOETEY et al., 2017). A farinha de batata-doce, por exemplo, pode substituir parcialmente
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a farinha de trigo na confecgéo de bolos, pées, biscoitos, tortas e outros produtos utilizados na
alimentacéo escolar (RODRIGUES-AMAYA et al., 2011).

Diante disso, surge a oportunidade para programas voltados para a agroindustria.
Quando o foco da pesquisa € a industria, o formato da raiz tem pouca relevancia, principalmente
para a producao de bioetanol. Isto ocorre, pois, 0 mais importante é a elevada producéo de raizes
com elevado teor de amido, independente do formato ou coloragéo da polpa.

2.3.3 Batata-doce para alimentacéo animal

O cultivo da batata-doce entre os agricultores visa, na maioria das vezes, a utilizagdo
comercial apenas das raizes, sem aproveitar as ramas e as raizes fora do padrdo comercial. As
ramas, que normalmente sdo perdidas durante a colheita das raizes, tém potencial para
utilizacdo na alimentacdo animal (FIGUEIREDO et al., 2012; KINGLER et al., 2018).

Contudo, diversas pesquisas tém demonstrado o potencial das ramas de batata-doce na
alimentacdo animal, na forma de feno, silagem ou frescas (VIANA et al., 2011, ANDRADE
JUNIOR et al., 2014). Em paises como China e Vietna, as ramas sdao empregadas para a
alimentacdo de suinos ou em associa¢do as raizes, seja na forma fresca ou conservada como
silagem (MONTEIRO et al., 2007). De acordo com a pesquisa de Ly et al. (2010), ao avaliarem
o0 desempenho de suinos submetidos a dieta com a substituicdo de 70% por silagem de batata
doce, verificaram que ndo houve diferenca significativa no ganho de peso ao realizar tal
substituicdo. Enquanto Regnier et al. (2012), concluiram que as ramas de batata doce sdo uma
alternativa a suplementacdo proteica de suinos, diminuindo a utilizacdo de farelo de soja nas
racdes, 0 que reduz os custos da alimentacdo. Dessa forma, a cultura demonstra potencial para
ser uma forma alternativa de alimentacdo nos sistemas de producdo de suinos de pequenos
produtores.

Além disso, as ramas de batata-doce também podem ser adotadas na cunicultura,
Kingler et al. (2018), ao avaliarem o desempenho no ganho de peso de coelhos com dieta de
feno de alfafa e silagem de batata-doce. Os autores substituiram a dieta dos animais em 50 e
100% por silagem de ramas de batata-doce. Estatisticamente ndo houve diferenca significativa
no ganho de peso dos coelhos entre as trés dietas. Portanto, as ramas de batata doce
demonstraram potencial para serem utilizadas para alimentacdo de coelhos, resultando em

menor custo.
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J& para a bovinocultura os resultados também sdo promissores. Ruiloba et al. (2021)
encontraram indicadores de que as raizes de batata-doce sdo uma alternativa competitiva e
economicamente viavel como fonte de energia para substituir 100% do gréo de milho em dietas
para bovinos de engorda. Galla et al. (2020) também verificaram que a suplementacdo alimentar
de bovinos de leite com silagem de batata-doce aumentou a producéo leiteira. Isso indica que a
silagem de batata-doce é uma valiosa fonte de alimentacdo que pode melhorar o desempenho
dos animais e aumentar os rendimentos nas fazendas. O estudo de Ollé et al. (2020) indicou
que a substituicdo de farelo de milho por batata-doce seca e granulada (SPF) nédo afeta o
desempenho, comportamento alimentar e metabolismo em vacas leiteiras. No entanto, eles
recomendam que 0s agricultores precisam ser conscientizados sobre formas mais baratas de
produzir SPF para aumentar os lucros resultantes de sua incorporacdo nas dietas dos animais.

Viana et al. (2011), ao estudarem a matéria seca e o perfil fermentativo de clones de
batata-doce, concluiram que as silagens das ramas de batata-doce apresentaram altos teores
proteicos e energeéticos, além de adequado perfil fermentativo. De acordo com Andrade Janior
et al. (2014), gendtipos de batata-doce com potencial para uso como silagens de ramas
apresentam aproximadamente 12% de proteina bruta, 49% de fibra em detergente neutro, 46 %
de fibra em detergente acido, 12% de lignina e 21% de matéria seca.

As ramas de batata-doce, por possuirem alto teor de proteina bruta e boa digestibilidade,
podem ser usadas, principalmente na alimentacdo de gado leiteiro, tanto na forma fresca como
silagem (MONTEIRO, 2007; OLLE et al., 2020). No Brasil, no entanto, a utilizacdo de ramas
de batata-doce na alimentacdo animal ¢ feita em escala bastante limitada e a maior parte das
ramas é simplesmente descartada como residuo inaproveitavel (ANDRADE JUNIOR et al.,
2012).

Assim, cabe aos programas de melhoramento selecionar genoétipos com multiplas
aptiddes. Todavia, € importante que, além das coloragdes intensas de polpa, estes gendtipos
combinem alta produtividade e qualidade de raizes, além de resisténcia as principais pragas e
doencas (ANDRADE JUNIOR et al., 2018; COSTA et al., 2022; SILVA et al., 2022). A
selecdo combinada deste conjunto de vantagens permite ainda a recomendagédo dos genoétipos
para diferentes aptiddes agrondmicas, inclusive biofortificando-os geneticamente (SILVA et
al., 2022; LAURIE et al., 2022; COSTA et al., 2022; ZEIST et al., 2022).
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2.4  Melhoramento genético de batata-doce

A autoincompatibilidade permite grande variabilidade genética na batata-doce, e devido
a polinizacdo cruzada, realizada naturalmente por insetos, resulta em alto grau de heterozigose
(RAMALHO et al., 2012). Dessa forma, as sementes botanicas da cultura constituem grande
fonte de recombinacgdes genéticas. Assim, cada semente botanica pode potencialmente tornar-
se um novo clone comercial, o que pode ser explorado de forma favoravel no melhoramento
genético da espécie. A presenca de variabilidade genética permite a selecdo de gendtipos
superiores em um programa de melhoramento (BOREM et al., 2017).

Vale ressaltar que a variabilidade existente em uma populacdo ndo é apenas de origem
genética, mas também de origem ambiental, pois o fenétipo é oriundo da interacdo entre
variancia genética e a ambiental. Dessa forma, estudos genéticos sdo importantes para estimar
as variacbes de cunho genético e ambiental, em relacdo aos caracteres de interesse. As
estimativas das variancias genéticas e ambientais permitem identificar a herdabilidade de um
dado carater (RAMALHO et al., 2012), visto que a estimativa da herdabilidade auxilia na
definicdo de estratégias de selecdo, na predicdo de ganhos genéticos e na selecdo de gendtipos
(CRUZ, 2012). Logo, as estimativas de herdabilidade auxiliam na determinacéo das estratégias
mais eficientes para 0 melhoramento de determinada populacéo e na sele¢do dos individuos.

Para plantas com propagacéo vegetativa, como a batata-doce, o estudo da herdabilidade
no sentido amplo é relevante devido aos efeitos da variancia de dominancia serem mantidos por
meio de clonagens (GONCALVES NETO et al., 2012). A herdabilidade é obtida pela razdo
entre a variancia genotipica e a fenotipica, assim, uma populacéo com alta diversidade genética
pode promover altos ganhos na proxima geracao. Quanto maior for a herdabilidade estimada
no sentido amplo, maior sera a proporc¢do do diferencial de selecdo efetivamente herdavel pelos
descendentes (RAMALHO et al.,, 2012). A herdabilidade permite aos programas de
melhoramento genético prever o ganho com a selecdo na geracao seguinte (RAMALHO et al.,
2012).

Grande divergéncia genética na cultura da batata-doce tem sido demonstrada por
diversos trabalhos (AZEVEDO et al., 2014; CARMONA et al., 2015; SILVA et al., 2022). Esta
ampla diversidade na cultura resulta em diversas aptiddes de interesse para 0s programas de
melhoramento. Dentre elas, pode-se citar estudos com melhoramento para resisténcia as pragas
e doengas (AZEVEDO et al., 2002; MARCHESE et al., 2010); a biofortificagdo (ANDRADE
JUNIOR et al., 2012; AZEVEDO et al., 2014; NEELA; FANTA, 2019); ao aumento da
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densidade de raizes e producdo de etanol (GONCALVES NETO et al., 2011, AZEVEDO et
al., 2014; MUSSOLINE et al., 2016; ALMEIDA et al., 2017); ao aumento na producéo,
qualidade e uso de ramas para alimentacdo animal (VIANA et al., 2011; ANDRADE JUNIOR
etal, 2012, AZEVEDO et al., 2014).

2.5  Estratégias para ampliar a variabilidade

A existéncia de variabilidade genética em uma populacdo de plantas € a base para todo
e qualquer programa de melhoramento genético. Algumas estratégias podem ser adotadas para
ampliar essa variabilidade, como a recombinacdo dos gendtipos existentes ou com a
introgresséo de cultivares (BOREM et al., 2017). Para ampliar a variabilidade, programas de
melhoramento genético de batata-doce utilizam técnicas como policruzamento e ou
cruzamentos controlados (SSALI et al., 2019; SILVA et al., 2022).

O policruzamento € uma pratica amplamente adotada na cultura da batata-doce, pois
ajuda a evitar a consanguinidade e preservar a diversidade genética das plantas (BRITO et al.,
2021; SILVA et al., 2022). Esta abordagem é mais simples de ser efetuada, uma vez que o
cruzamento € realizado por meio de insetos polinizadores. Entretanto, trabalhos anteriores
relatam que progénies provenientes de policruzamentos, mesmo originadas de gendtipos
superiores, podem resultar em gendtipos com baixa producao ou, até mesmo, auséncia de raizes
tuberosas (SILVA et al., 2022; COSTA et al., 2022).

Além do mais, no policruzamento é conhecido apenas o parental feminino, originando
as progénies meios-irmaos (RAMALHO et al., 2012). Contudo, o conhecimento de ambos 0s
parentais, melhora a predi¢do dos valores genéticos, devido ao uso da matriz de parentesco
(NUNES et al., 2008). Assim, a selecdo e predicdo dos genotipos € mais acurada e aumenta
confianca na selecdo dos gendtipos (ZHAO et al., 2012; PIEPHO et al., 2008; RINCENT, et
al., 2018). O que ndo é possivel com genotipos de meios-irmdos obtidos via campos de
policruzamento. Desta forma, o uso de cruzamentos dialélicos & uma alternativa para atenuar
estes empecilhos na predicéo dos valores genéticos.

O dialelo é um método de cruzamento controlado amplamente empregado no
melhoramento de plantas para a selecdo de genitores e de suas combinagdes, pois permite
identificar os melhores parentais. O cruzamento par a par permite corrigir caracteristicas de
interesse a curto prazo em genotipos, como suscetibilidade a doenca (MUWANGA et al., 2002;

NGAILO et al., 2019). Contudo, é importante destacar que os cruzamentos dialélicos sdo
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realizados manualmente, o que gera custos mais elevados para producao de sementes. Logo, é
importante que o melhorista conheca os gendtipos superiores do seu banco de germoplasma
que apresentem maior capacidade de recombinacdo. Assim, pode reduzir o tempo e 0s custos
na obtencdo de gendtipos mais promissores.

Zhang et al. (2015) destacam que, por meio de combinaces, € possivel identificar os
genitores com maior frequéncia de alelos favoraveis e complementares. Esse planejamento de
acasalamento facilita a estimativa de parametros genéticos relevantes para a selecdo genética.
Isto ocorre, pois os cruzamentos dialélicos oferecem inferéncias sobre a capacidade
combinatdria geral e especifica de genitores e cruzamentos (GRIFFING, 1956).

As metodologias de analise dialélica ttm como finalidade analisar o delineamento
genético, fornecendo estimativas de parametros Uteis na selecdo de progenitores para
hibridacdo, além de compreender os efeitos genéticos envolvidos na determinacdo dos
caracteres (RUKUNDO et al., 2017). O dialelo tem sido utilizado no melhoramento de diversas
plantas agricolas como sorgo, (MAKANDA et al., 2010), milho (AKINWALE et al., 2014),
algoddo (ZENG; PETTIGREW 2015), cana-de-acticar (SANTANA et al., 2016) e a propria
batata-doce (RUKUNDO et al., 2017; NGAILO et al., 2019; MOURTALA et al., 2023).

Essa metodologia permite identificar os genotipos que apresentam as melhores
combinacBes em relacdo a produtividade e outras caracteristicas de interesse. Desta forma, ha
a possibilidade de se obter clones mais promissores em um menor intervalo de tempo, visto que
0s cruzamentos realizados levam em conta caracteres complementares e de interesse (alta
producdo x boa qualidade de raiz, por exemplo). No entanto, a efetividade destes cruzamentos
depende da compatibilidade genética entre os genitores e que possa originar bons descendentes.
Logo, a escolha de um parental com elevada capacidade de recombinacéo é fundamental para
0 sucesso dos cruzamentos.

Em resumo, o dialelo permite que os melhoristas selecionem os melhores parentais para
produzir progénies do tipo irmaos-completos com as caracteristicas desejaveis, aumentando-se
a probabilidade de se identificar o ideGtipo com as caracteristicas de interesse. Esta vantagem
é fortalecida devido a batata-doce ser propagada vegetativamente, o que permite que logo no
primeiro ciclo de avaliacdo encontrar genétipos de interesse e que possam ser imediatamente

clonados.
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2.6 Propagacéo in vitro e limpeza clonal de virus em batata-doce

A propagacéo vegetativa (clonagem) é uma técnica utilizada para reproduzir uma planta
geneticamente igual a planta-mae. Isto ocorre, pois, plantas oriundas de clonagem carregam
toda a parte da variancia genética aditiva, de dominancia e/ou de epistasia (RAMALHO et al.,
2012). Na batata-doce, a clonagem é comumente realizada através do uso de partes vegetativas,
como ramas e raizes. No entanto, € importante mencionar que a propagacdo vegetativa de
batata-doce pode acumular virus, especialmente quando ndo sdo adotadas medidas adequadas
de sanidade vegetal. Uma das estratégias para reduzir a propagacéo de virus na batata-doce é a
utilizacdo de material de propagacgdo livre de virus, como mudas provenientes de cultura de
tecidos ou de viveiros certificados (TEGEN; MOHAMMED, 2016).

A limpeza clonal de virus em batata-doce é um procedimento essencial para garantir a
producdo de mudas livres de doencas virais (ORLOWSKA; BEDNAREK 2020). Nessa técnica,
seleciona-se plantas-matrizes saudaveis que apresentam poucos sinais de infeccdo viral.
Durante a multiplicacdo in vitro, sdo utilizadas técnicas para eliminar ou reduzir a carga viral
nas mudas. Entre elas, pode ser empregada a cultura de meristemas apicais, que é uma regiao
de crescimento ativo das plantas e tem uma menor probabilidade de estar infectada por virus
(SHI et al., 2019). Portanto, o isolamento e a cultura desses meristemas em meio de cultura
esteril permitem obter mudas livres de infecgdo viral.

Todavia, durante a cultura in vitro podem ocorrer variagdes somaclonais e variaces
epigenéticas (AKOMEAH et al., 2019). As variacbes somaclonais referem-se as mudancas
genéticas que ocorrem nas células somaticas das plantas (ORLOWSKA; BEDNAREK 2020).
Essas mutacBes genéticas podem resultar em variacbes morfoldgicas, mudancas na ploidia
(ndmero de conjuntos de cromossomos) e alteracdes na expressdo génica (RODRIGUEZ
LOPEZ et al., 2010; ADU-GYAMFI; WETTEN; LOPEZ, 2016). J as variacBes epigenéticas
referem-se as mudangas nas marcas quimicas que modificam o DNA em nivel de alteragcdes em
bases nitrogenadas especificas, sem alterar sua ordem, bem como as histonas (ALLIS et al.,
2007).
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2.7  Estudo da epigenética

A epigenética refere-se a mudancas hereditarias na expressdo génica que nao estao
diretamente relacionadas a alteracfes na sequéncia de DNA (THIEBAUT et al., 2019). Essas
mudangas envolvem modificagbes quimicas nas moléculas de DNA e nas proteinas associadas
a elas, afetando a estrutura da cromatina e a acessibilidade dos genes para a maquinaria de
transcricdo (GHOSH; IGAMBERDIEV; DEBNATH, 2021). A epigenética desempenha um
papel fundamental na regulacéo dos processos bioldgicos, controlando quais genes séo ativados
ou desativados em diferentes células e momentos do desenvolvimento (MERCE et al., 2020).

Uma das principais modificacdes epigenéticas é a metilagdo do DNA (ALLIS et al.,
2007). Nesse processo, grupos metil (CHz) séo adicionados as bases nitrogenadas do DNA,
geralmente na posicdo do carbono 5 da citosina (KLUPCZYNSKA; RATAICZAK, 2021). A
metilacdo do DNA pode ocorrer em regibes especificas do genoma, como promotores ou
regides regulatorias, e afeta a estrutura da cromatina, a acessibilidade dos genes e a ligacdo de
fatores de transcricdo, influenciando assim, a expressao génica (ALLIS et al., 2007). Quando o
DNA esta fortemente metilado em uma regido promotora, por exemplo, isso geralmente resulta
no silenciamento ou na diminuigéo da expressao do gene associado.

Por outro lado, a auséncia de metilacdo ou a reduzida presencga de metilagdes em regides
regulatorias especificas pode facilitar a ligacdo dos fatores de transcricdo, promovendo a
ativacdo do gene (ALLIS et al., 2007). Isso ocorre porque a desmetilacdo pode tornar o DNA
mais acessivel aos complexos de transcricdo e permitir a interacdo adequada entre os fatores de
transcricdo e 0 DNA.

Essas modificacbes podem afetar a estrutura da cromatina e influenciar a expresséo
génica (ALLIS et al., 2007). Aléem disso, as modificacbes das histonas, como acetilacéo,
metilagdo e fosforilacdo, também podem desempenhar papel importante na regulagdo da
expressao génica e no fenotipo das plantas (DEANS; MAGGERT, 2015).

Devido as possiveis alteracdes nas metilacbes do DNA em batata-doce, mudancas em
potenciais no fendtipo podem ocorrer (LOPEZ et al., 2015). Genes importantes para o
crescimento, desenvolvimento, resposta a estresses e metabolismo da planta podem ser afetados
por modificacdes epigenéticas (AKHTER et al., 2021). No entanto, é importante ressaltar que
as relacOes entre a metilacdo do DNA, a expressdo génica e as caracteristicas fenotipicas sdo
complexas e podem variar dependendo do gene, do contexto epigenético e dos estimulos
ambientais (ALLIS et al., 2007).
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Diversos estudos tém demonstrado que a propagacgéo por clonagem pode ter efeitos na
estabilidade epigenética das plantas, incluindo a batata-doce (ORLOWSKA et al., 2016;
AKOMEAH et al.,, 2019; ORLOWSKA; BEDNAREK, 2020). Assim, € importante
compreender as variacGes epigenéticas durante a cultura in vitro, a fim de maximizar os

beneficios da limpeza clonal e minimizar os efeitos indesejaveis desta pratica.

2.8 Estudos epigenéticos em batata-doce

A variacdo na metilacdo do DNA e nas modificacBes epigenéticas podem ter
implicacbes importantes para a resposta das plantas a estresses ambientais, interagbes com
patogenos, dentre outros (DEANS; MAGGERT, 2015; KLUPCZYNSKA; RATAIJCZAK,
2021). No entanto, é importante destacar que 0s mecanismos exatos pelos quais a clonagem
afeta a epigenética na batata-doce ainda ndo séo totalmente compreendidos.

Hé evidéncias de que a clonagem da batata-doce pode levaram a altera¢fes nos padrdes
de metilacdo do DNA (DELGADO-PAREDES et al., 2017; AKOMEAH et al., 2019; JIA et
al., 2022). Segundo Akomeah et al. (2019), a clonagem via cultura de tecidos leva alteracdes
nos padrdes de metilacdo do DNA em varias regides do genoma da batata-doce. Essas
alteracOes epigenéticas afetaram a expressao de genes envolvidos em processos metabdlicos e
acumulo de nutrientes.

Visto que os padrdes de metilacdo do DNA estdo intimamente ligados a ativacdo ou
silenciamento dos genes, a metilacdo em regides promotoras geralmente esta associada ao
silenciamento génico, impedindo a ligacéo dos fatores de transcri¢éo e a transcri¢cdo adequada
do gene (ALLIS etal., 2007; DEANS; MAGGERT, 2015; WANG et al., 2022). Por outro lado,
a desmetilacdo ou a metilacdo reduzida podem permitir a ativacdo dos genes, ao facilitar a
ligacdo dos fatores de transcricdo e promovendo a expressdo génica (DEANS; MAGGERT,
2015).

Logo, mais pesquisas sd0 necessarias para elucidar os mecanismos moleculares
envolvidos e entender melhor as implicagcdes funcionais dessas mudancas epigenéticas na
clonagem da batata-doce. Entender os padrdes de metilagdo do DNA é de extrema importancia
na batata-doce e em outras plantas, pois essas marcacoes epigenéticas desempenham um papel
fundamental na regulacéo da expresséo génica e no fendtipo das plantas.

Assim, entender os padrdes de metilacdo do DNA é crucial para desvendar 0s

mecanismos moleculares que regulam a expressdao génica, as respostas aos estresses € a
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plasticidade fenotipica na batata-doce. Isso oferece oportunidades de aplicagdo no
melhoramento genético, conservacdo do germoplasma e compreensdo mais profunda das

respostas adaptativas das plantas ao ambiente.
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ARTIGO 1 ESTIMATIVA DOS EFEITOS DE CAPACIDADE DE COMBINACAO
ENTRE CRUZAMENTOS DIALELICOS DE BATATA-DOCE PARA
CARACTERES MORFOAGRONOMICOS

RESUMO

A utilizacdo de cruzamentos dialélicos associados & propagacao vegetativa na batata-
doce pode reduzir o tempo necessario para a obtencdo de genotipos superiores, acelerando
assim, o processo de melhoramento. No entanto, ndo ha publicacbes que relatam a utilizagdo
desta técnica em programas de melhoramento genético de batata-doce no Brasil. Dessa forma,
0 objetivo deste estudo foi determinar os efeitos da capacidade de combinagdo de cruzamentos
entre clones de batata-doce, visando identificar as melhores hibridacdes para caracteristicas
agrondmicas de interesse. O experimento foi desenvolvido no Centro de Desenvolvimento e
Transferéncia de Tecnologia da Universidade Federal de Lavras (CDTT/UFLA), no periodo de
marco a agosto de 2021. Foram avaliados 378 geno6tipos irmaos-completos (IC) de batata-doce,
oriundos de um dialelo parcial composto por 12 parentais (sete cultivares comerciais e sete
genotipos elites pré-avaliados). O delineamento experimental utilizado foi em blocos
incompletos, com duas repeticbes dos genotipos IC e doze repeticbes de cada testemunha
(genitores). Aos 145 dias ap6s o plantio avaliou-se a produtividade de ramas, produtividade de
raizes totais, porcentagem de raizes comerciais, peso unitario de raizes totais e comerciais, e
porcentagem de raizes comerciais. Também foram determinadas as massas secas de raizes e de
parte area (raizes e ramas). Procedeu-se a analise estatistica via modelos lineares mistos,
obtencdo dos valores genéticos preditos empiricos e a andlise dialélica utilizando o modelo
aleatdrio do método Il proposto por Grifing (1956). Ao avaliar a razdo entre a capacidade geral
(GCA) e a capacidade especifica (SCA) de combinacdo para a produtividade de raizes totais,
peso unitario de raizes totais, massa seca de raizes totais e produtividade de ramas, observou-
se valores com variacdo entre 0,467 e 0,672. Os valores de herdabilidade no sentido restrito
para produtividade de ramas, produtividade de raizes tuberosas e porcentagem de raizes
comercial, peso unitario de raizes totais e teor de matéria seca de raizes variaram entre 0,383 e
0,618, respectivamente. Os gendtipos Brazlandia Roxa, Ligeirinha, UFLA-464, Uruguaiana,
foram os que mais se destacaram em relacdo a GCA. Ao considerar a SCA, o cruzamento
Amélia X UFLA-1257 promoveu maior teor de matéria seca, maior produtividade de raizes
totais, maior produtividade de ramas e maior porcentagem de raizes comerciais.

Palavras-chave: Ipomoea batatas L. Hibridacdo. Melhoramento. Anélise dialélica.

ABSTRACT

The use of diallel crosses associated with vegetative propagation in sweetpotato can
shorten the time required to obtain superior genotypes, thus accelerating the improvement
process. However, there are no reports of the use of this technique in sweetpotato plant breeding
programs in Brazil. Thus, the objective of this study was to determine the effects of the
combining ability of crosses between sweet potato clones, aiming to identify the best
hybridizations for agronomic traits of interest. The experiment was carried out at the Center for
Development and Technology Transfer at the Federal University of Lavras (CDTT/UFLA),
from March to August 2021. 378 full-sib genotypes (IC) of sweetpotato were evaluated, from
a partial diallel composed of 12 parents (seven commercial cultivars and seven pre-evaluated
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elite genotypes). The experimental design used was incomplete blocks design, with two
repetitions of the IC genotypes and twelve repetitions of each control (parents). At 145 days
after planting, the productivity of vines, productivity of total roots, percentage of marketable
roots, unitary weight of total and marketable roots, and percentage of marketable roots were
evaluated. Dry matter content of roots and canopy (stems and vines) were also determined. The
statistical analysis was carried out via linear mixed models, obtaining empirical predicted
values and diallel analysis using the random model of method Il proposed by Grifing 1956.
When evaluating the ratio between general capacity ability (GCA) and specific capacity ability
(SCA) for the productivity of total roots, unitary weight of total roots, dry mass of total roots
and productivity of branches, values with variation between 0.467 and 0.672 were observed.
The narrow sense heritability values for stem yield, tuberous root yield and percentage of
marketable roots, unit weight of total roots and dry matter content varied between 0.383 and
0.618, respectively. The Brazlandia Roxa, Ligeirinha, UFLA-464, Uruguaiana genotypes were
the ones that most stood out in relation to GCA. When considering the SCA, the crossing
Amélia X UFLA-1257 promoted the highest dry matter content, the highest tuberous root yield,
the highest vine yield and the highest percentage of marketable roots.

Keyword: Ipomoea batatas L. Hybridization. Improvement. Diallel analysis.

1 INTRODUCAO

O cultivo de batata-doce é uma atividade muito relevante em diversos paises, uma vez
gue essa espécie vegetal é fonte de carboidratos, vitaminas e minerais (COSTA et al., 2022).
Além disso, a batata-doce é importante para a seguranca alimentar nas areas rurais,
especialmente onde outras culturas podem ndo ser viaveis (ANDRADE JUNIOR et al., 2018;
BRITO et al., 2021). Apesar disso, a cultura apresenta diversas limitacdes produtivas,
destacando-se a falta de cultivares de alto desempenho agrondmica adaptadas aos diferentes
ambientes de cultivo (ANDRADE JUNIOR et al., 2018; SILVA et al., 2022). Neste sentido, 0
melhoramento genético da cultura é uma estratégia importante para aumentar a resisténcia a
doencas (NGAILO et al., 2019), produtividade e qualidade de raizes (SILVA et al., 2022),
resisténcia as pragas (MUGISA et al., 2022), dentre outras caracteristicas de interesse.

A batata-doce é uma especie que apresenta autoincompatibilidade (BRITO et al., 2021),
logo, para a produgdo de sementes viaveis é necessario o cruzamento entre diferentes genotipos
compativeis. Assim, é possivel ampliar a variabilidade genética em programas de
melhoramento de plantas, como no caso da batata-doce, com o uso de estratégias como
introgressdo de alelos (gendtipos), campos de policruzamento ou estabelecer cruzamentos
controlados (RAMALHO et al., 2012; BOREM et al., 2017).
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O policruzamento é uma pratica comum na cultura, uma vez que a
autoincompatibilidade entre as plantas impede a consanguinidade e mantém a diversidade
genética das plantas obtidas (BRITO et al., 2021; SILVA et al., 2022). Desta forma, os campos
de policruzamentos permitem a obtencdo de progénies meios-irmaos de forma facilitada.
Contudo, essa estratégia permite a identificacdo apenas do parental feminino, o que pode ser
uma limitacdo para este método de recombinacdo. A utilizacdo da informacdo de ambos 0s
parentais, permite uma predicdo mais acurada dos valores genotipicos (PIEPHO et al., 2008;
ROBERTSEN et al., 2019; RESENDE et al., 2021).

Trabalhos publicados tém mostrado que progénies oriundas de policruzamentos entre
genotipos superiores também podem produzir genétipos com baixa produtividade de raizes
tuberosas (SILVA et al., 2022; COSTA et al., 2022). Provavelmente isso se deve a batata-doce
ser hexaploide (2n=6x), ou seja, pode expressar até seis diferentes alelos. Neste sentido, a
adoc¢do de cruzamentos dialélicos pode mitigar estes efeitos e aumentar a probabilidade de
obtencéo de ide6tipos nos primeiros ciclos de recombinacdo (SANTANA et al., 2017). Neste
tipo de cruzamento priorizam-se genotipos que apresentem alelos mais promissores em relacéo
a produtividade, resisténcia a doencas e adaptacdo a diferentes condi¢cbes ambientais
(RUKUNDO et al., 2017; NGAILO et al., 2019).

A capacidade de combinacédo tem sido utilizada para avaliar a acdo génica dos pais para
caracteristicas quantitativas (FASAHAT et al., 2016). Isto permite estimar os gendtipos que
apresentem alelos mais favoraveis aos cruzamentos. Essa abordagem é amplamente aplicada
no melhoramento de diversas culturas como sorgo, (MAKANDA et al., 2010), milho
(AKINWALE et al. 2014), algoddo (ZENG; PETTIGREW 2015), cana-de-acucar (SANTANA
et al., 2016), e, inclusive, batata-doce (RUKUNDO et al., 2017; NGAILO et al., 2019;
MOURTALA et al., 2023). A capacidade de combinacéo é uma ferramenta util para identificar
parentais com mérito genético superior a partir do desempenho de seus descendentes (MUGISA
et al., 2022). Portanto, a criagdo e desenvolvimento de cultivares podem ser alavancados por
meio de cruzamentos direcionados, adotando-se genétipos complementares e com atributos
adequados. Dessa forma, o esquema de cruzamento dialélico é comumente utilizado na analise
genética para investigar a heranca de caracteristicas agronémicas de importantes culturas
agricolas, incluindo-se a batata-doce (GRIFFING, 1956; MWANGA et al., 2002; HALLAUER
etal., 2010; RUKUNDO et al., 2017).

Esta abordagem permite estimar os efeitos da capacidade de combinacdo geral (GCA)

e da capacidade de combinacdo especifica (SCA) entre dois genitores. A GCA refere-se ao
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desempenho geral de um geno6tipo na producdo de progénies com caracteristicas desejaveis
quando recombinadas com diversos genotipos (OLIVEIRA et al., 2016). J& a SCA refere-se a
interacdo entre dois genotipos especificos. Essa técnica permite identificar os genotipos que
apresentam as melhores combinacdes em relacdo a produtividade e outras caracteristicas de
interesse. Na selecdo de geno6tipos superiores é essencial que os parentais apresentem elevada
GCA e os cruzamentos alta SCA para as caracteristicas de interesse.

Em resumo, a SCA e a GCA sdo estratégias importantes para o melhoramento genético
da batata-doce. Apesar de ja serem reportados na literatura, estudos com cruzamentos dialélicos
com a cultura da batata-doce (RUKUNDO et al., 2017; NGAILO et al., 2019; SHUMBUSHA
et al., 2019; MOURTALA et al., 2023), é importante destacar que ndo ha publicacdes que
relatam o uso deste método em programas de melhoramento genético de batata-doce no Brasil.
Além disso, cada programa de melhoramento possui suas particularidades, o que demanda
estudos minuciosos para a identificacdo das melhores combinacfes genéticas.

Portanto, a utilizacdo dessa metodologia pode acelerar o programa de melhoramento de
plantas ao reduzir o tempo de obtencdo de gendtipos superiores (MWANGA et al., 2002;
MUGISA, et al., 2022). Desta forma, é fundamental realizar pesquisas especificas para cada
programa de melhoramento. Esses estudos detalhados contribuirdo para a identificacdo das
melhores combinacbes genéticas, potencializando o0s ganhos genéticos na batata-doce e
impulsionando a obtencdo de gendétipos superiores em tempo mais curto. Diante disto, 0
objetivo deste estudo foi determinar os efeitos da capacidade de combinacdo de cruzamentos
entre genotipos de batata-doce, visando identificar as melhores hibridacdes para as

caracteristicas agronémicas de interesse.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Genitores utilizados

Quatorze gendtipos de batata-doce foram usados para gerar novas combinacdes
genéticas. Os genitores utilizados sdo clones experimentais, cultivares comerciais e
introgresses mantidas no banco ativo de germoplasma de batata-doce da Universidade Federal
de Lavras (UFLA). Estes gendtipos foram selecionados a partir do elevado potencial produtivo

e alta qualidade de raizes tuberosas destes acessos, previamente testados (SILVA et al., 2022;
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COSTA et al., 2022), alem de outros de interesse. As caracteristicas destes genétipos sao
descritas na Tabela 1.

Tabela 1l - Descricdo dos gendtipos de batata-doce utilizados nos cruzamentos. Lavras, Minas
Gerias, UFLA, 2023.

Parentais Cor de casca %%';pdae Atributos especificos Origem
Amélia Rosa Alaranjada Alta pr;()igggao de Embrapa’
Ligeirinha Vermelho Creme Alta prqdugao de Desconhecida®
purpura raizes
Uruguaiana Vermelho Creme Alta prqdugao de Desconhecida®
purpura raizes
Melhorada Vermelho Creme Alta prqdugao de Lavras®
purpura raizes
7L-2020-1 Vermelho Creme Alta prqdugao de Sete Lagoas®
purpura raizes
Brazlandia Roxa  Yermelho Creme Alta produgio de Embrapa’
purpura ramas
UELA-869 Vermelho Creme Alta prqdugao de UELAZ
purpura raizes
UFLA-464 vermelno oy nerroxa  Alta producdo de UFLAZ
purpura ramas
Beauregard Bronze Alaranjada Cor intensa de raizes EUAY
UFLA-2019-1 Alaranjada Alaranjada Cor intensa de raizes Lavras?
UFLA-1257 Alaranjada Alliizrgaeda Cor intensa de raizes UFLA?
UFLA-1432 Roxa Roxa Cor intensa de raizes UFLA?
UFVJIM-57 Roxa Roxa Cor intensa de raizes UFVIM?
VR-13 Roxa Roxa Cor intensa de raizes UNESP?

YCultivar comercial registrada; 2Geno6tipo experimental; *introgressao.
Fonte: Do autor (2023).

2.2 Cruzamentos dialélicos

Os quatorze genitores foram cruzados adotando-se delineamento dialélico completo, em
ensaio conduzido no setor de olericultura da UFLA. As plantas foram mantidas em vasos de
dez litros, os quais foram adubados e irrigados por gotejamento. O plantio dos parentais foi
realizado em 20 de margo de 2020, e conduzidos até agosto do mesmo ano. Para cada parental
foram cultivados em cinco vasos, sendo que em cada vaso foram mantidas quatro plantas. Os
vasos foram mantidos em casa-de-vegetacdo completamente isolada com tela antiafideo, de

forma a evitar a entrada de insetos polinizadores.
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Os cruzamentos diarios ocorreram durante todo o florescimento das plantas, que ocorreu
de 28 de maio a 25 de agosto de 2020. As flores polinizadas foram previamente isoladas com
sacos de papel antes da antese. No dia da abertura floral, as flores foram polinizadas
manualmente entre 7:00 h e 12:00 h. A identificacdo dos cruzamentos foi realizada com fios de
algodao de diferentes coloragdes. Os cruzamentos ndo foram pré-definidos e foi assumido a
ordem de abertura das flores, ou seja, foram cruzados primeiramente os gendtipos que
coincidiram a abertura floral. O cruzamento ocorreu por meio da retirada das anteras da flor
doadora de pdlen, a qual foi esfregada sobre a ponta do estigma de uma flor adotada como
genitor feminino. Além disso, ndo houve definicdo dos genitores feminino e masculino, foi
tomado como ordem apenas a disponibilidade de flores. Plantas com mais flores abertas no dia
foram consideradas genitores femininos e plantas com poucas flores abertas como genitor
masculino, situacdo varidvel de acordo com a de floracdo. Essa estratégia foi adotada
considerando que uma flor possui seis anteras que pode polinizar até seis gendtipos/flores.
Posteriormente, quando secas, as capsulas com sementes dos cruzamentos foram regularmente
colhidas, identificadas e mantidas em envelopes de papel em temperatura ambiente. Logo apos,

as capsulas foram abertas e foi contabilizado o nimero de sementes de cada cruzamento.

2.3  Producéo de mudas e selecdo inseedling

Devido a limitacdo na producéo de flores em alguns genoétipos durante a realizacdo dos
cruzamentos, observou-se aumento no aborto de botdes florais em plantas onde as hibridacGes
foram eficazes, o que impediu a obtencdo de um dialelo completo. Assim, foram obtidas 716
sementes a partir do dialelo parcial.

Dessa forma, as sementes coletadas foram mergulhadas em &cido sulfurico concentrado
(98% H2S04) por 20 minutos. O &cido foi descartado e as sementes lavadas com agua corrente
durante 15 minutos. As sementes foram colocadas em bandejas de poliestireno expandido de
72 celulas com substrato comercial e mantidas em viveiro de mudas com irrigacdo duas vezes
ao dia. A taxa de germinacdo foi contabilizada com contagem aos 15 dias para avaliar o nimero
efetivo de plantas que germinaram (EQUACAO 1). Assim, a taxa de germinacao foi obtida da
razao do numero de plantulas aos quinze dias divido nimero total de sementes por cruzamento.
Quando as plantulas atingiram uma altura de 15 cm, o que ocorreu aos 35 dias ap0s 0 semeio,

estas foram transplantadas para canteiros de multiplicacéo.
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. ~ Numero de Plantas aos 15 dias
Germinagdo (%) = x 100 (1)

Numero de sementes

Aos 100 dias apos o plantio nos canteiros foi realizado a avaliagdo denominada selecao
inseedling. Esse método teve como objetivo avaliar precocemente as progénies, o qual consistiu
na mensuracao do tamanho das ramas e a producdo de raizes tuberosas. O processo de avaliacéo
consistiu na retirada de solo ao redor das raizes para visualizar a ocorréncia ou nao de
tuberizacdo. A avaliacdo das ramas foi por meio da mensuracdo das ramas com uma escala
graduada de um metro para contabilizar no minimo 90 centimetros de ramas (em haste Unica
ou multiplas hastes). A partir disso, plantas que ndo tuberizaram, ou que apresentaram raizes
de didametro menor que trés centimetros, e/ou com ramas insuficientes para trés estacas de trinta
centimetros, foram descartadas. Ao final, 378 gendtipos foram classificados como aptos e
seguiram para avaliacdo no Delineamento de Blocos Incompletos (DBI). Para cada cruzamento
foi contabilizada a taxa de aproveitamento (remanescentes) na selecdo em inseedling que

consiste na porcentagem de plantas que seguiram para a avaliacio no DBI (EQUACAO 2).

Solocio i dling (%) = Numero de Plantas no DBI 100 2)
erecao mseedting () = Numero de Plantas germinadas *

2.4  Instalacdo do ensaio de campo e avaliacdo das progénies

O experimento foi conduzido de 24 de marco a 16 de agosto de 2021 no Centro de
Desenvolvimento e Transferéncia de Tecnologia da Universidade Federal de Lavras
(CDTT/UFLA), no municipio de ljaci, Minas Gerais, Brasil (21°10'S, 44°55'W, a 832 m).
Foram avaliados 378 clones de batata-doce oriundos de dialelo parcial incompleto e 12
testemunhas. O delineamento experimental utilizado foi de blocos incompletos em linhas e
colunas (DBI) semelhante a um delineamento de blocos aumentados de Hoonuiaku design
(FEDERER, 1956) com duas repeti¢des para 0s genotipos e 12 repeti¢des para as testemunhas.
As testemunhas consistiram dos parentais descritos na Tabela 1, com excecdo da UFLA-1257
e UFVIM-57, pois ndo produziram material propagativo suficiente.

O solo foi preparado por meio de aracao e gradagem, sendo, posteriormente, levantados
camalhdes (leiras) de 0,35 m de altura. As unidades experimentais (UE) foram implantadas em
leiras, com as dimensdes de 0,9 m de comprimento por 1,0 m entre leiras, totalizando 0,9 m?.

Em cada UE foram plantadas trés ramas de 30 a 40 cm (com seis a oito gemas cada), espacadas
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de 30 cm entre si. As parcelas foram verificadas até os 15 dias apds o plantio (DAP) e

replantadas quando necessario. O manejo nutricional foi baseado na recomendac&o para batata-
doce (RIBEIRO et al., 1999).

Os tratamentos culturais como controle de plantas daninhas, cobertura e manejo

fitossanitario foram realizados manualmente e de acordo com as necessidades da cultura

(EMBRAPA, 2021). A irrigacdo foi realizada por aspersdo convencional, a partir das

necessidades da cultura e do balanco hidrico.

2.5

f)

Parametros avaliados

A colheita foi realizada aos 145 DAP e foram avaliadas as seguintes caracteristicas:
Produtividade de ramas: todo o dossel foi cortado ao nivel do solo e, em seguida, pesado
em balanca, sendo os resultados convertidos para t ha’;

Produtividade de raizes totais: obtida via pesagem de todas as raizes tuberosas, e 0s
resultados convertidos para t ha;

Produtividade de raizes comerciais: obtida selecionando as raizes tuberosas que
possuiam peso entre 150 e 700 g, livre de danos e com bom aspecto comercial, com
resultados convertidos para t ha;

Peso unitario de raizes totais e peso unitario de raizes comerciais: obtidas por meio da
razdo entre 0 peso de raizes dividido pelo nimero total de raizes produzidas;
Porcentagem de raizes comerciais: obtida via razdo produtividade de raizes comerciais
dividido pela produtividade de raizes totais tuberizadas;

Teor de matéria seca de raizes, e de ramas: foram determinados seguindo os métodos
descritos por Carey e Reynoso (1996) e Tairo et al. (2008). Resumidamente, duas
amostras de 50 a 60 g cada foram coletadas das maiores raizes tuberosas saudaveis de
cada clone e mantidas em um saco de papel. As amostras foram levadas a estufa a 70°C
por 72 horas. Ap6s a secagem, as amostras foram pesadas em balanca analitica e foi
calculado o teor de matéria seca (Equacdo 3), 0 mesmo processo foi realizado para as

ramas.

, . Peso final
Teor de matéria seca % = ———x100 (3)
Peso inicial
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2.6 Analises estatisticas

Os dados coletados foram analisados por analise de modelos mistos via 0 método do
Melhor Preditor N&o Viciado (BLUP), representado pela equacgdo: Yiu = p + Li + Cj + Bijk +
Cruzamento + &ijk. em que: Yijkl é o vetor de observagdes (dado observado), p é o efeito da
média (intercepto) fixo, com E(p) = . Li € o efeito da linha i fixo, Cj ¢ o efeito da coluna j fixo,
Bijk é o efeito do dado observado ij no bloco k fixo (fixo); Cruzamento é o efeito da combinacéo
entre os parentais (aleatdrio), e €ijkl € o erro (desvio) associado a observagao Yijki, com E(gijki)
= 0 e E(g%ju) = o%. A significancia da analise do modelo misto foi analisada pelo Teste da
Razdo de Verossimilhanga (LRT), recomendado para testar os efeitos aleatorios. Para os efeitos
fixos, foi realizado o teste F aproximado.

Os valores de BLUP para cada cruzamento especifico ajustado na etapa anterior,
somados as médias de cada variavel, foram utilizados para analise do dialelo parcial. Na analise
dialélica, foi utilizado o modelo aleatério do método Il de Griffing (1956), representado pela
equacdo Yij = pn + gi + gj + Sij. Onde, Yij € o valor BLUP referente ao cruzamento entre os
parentais ie j, 1 € amédia geral, gi e gj sdo os efeitos de capacidade geral de combinacdo (GCA)
dos pais i-ésimo e j-ésimo, respectivamente (i < j = 2, 3..., 14), e sij é o efeito de capacidade
especifica de combinacdo (SCA) do cruzamento entre os pais de ordem i e j. As estimativas dos
efeitos e suas respectivas somas de quadrados foram obtidas utilizando o método dos minimos
guadrados. As analises foram realizadas utilizando um script especifico no ambiente R (R
CORE TEAM, 2014).

O coeficiente de determinacio genética de sentido restrito (h?), que é um equivalente
parental fixo de herdabilidade no sentido restrito (h?) foi estimado de acordo com Fehr (1991).
A importancia relativa dos efeitos (GCA/SCA) foi determinada por meio da razao geral prevista
(EQUACAO 4)

202
W g + o @
Onde:

0. = Componente de variancia de GCA,;

02, = Componente de variancia de SCA.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram efetivados 81 cruzamentos, 0s quais resultaram em 716 sementes, com media de
7,5 sementes por cruzamento, e com numero maximo de 32 e minimo de uma semente por
cruzamento (TABELA 2). A taxa de germinacdo média foi de 85,91%, valor superior aos
reportados na literatura. Em estudo conduzido Rukundo et al. (2017) ao avaliarem 56
cruzamentos identificaram taxa de germinacdo de 41% de sementes obtidas via cruzamentos
controlados em batata-doce. Ja Brito et al. (2021) ao avaliarem o desempenho gendtipos na
regido de Lavras-MG quanto a producdo de sementes obtiveram taxa de germinacédo de 77,13
%. Por outro lado, Silva et al. (2023) reportaram apenas 32,20% de germinacdo de sementes
oriundas de policruzamento na regido norte do estado de Minas Gerais.

A taxa de aproveitamento na selecdo em inseedling, que representa o percentual de
plantas tuberizadas aptas para avaliagédo no ensaio de desempenho agronémico, variou de 0 a
100% entre os cruzamentos, com média de 49% de aproveitamento (TABELA 2). Assim, a
selecdo € importante, pois permite identificar clones mais precoces quanto ao potencial de
tuberizacdo (SILVA et al., 2022). Dezenove cruzamentos apresentaram taxa de aproveitamento
no inseedling maior que 80%. Outros dezesseis cruzamentos apresentaram taxa de
aproveitamento menor que 50%. Por outro lado, 24 cruzamentos ndo apresentaram gendtipos
classificados durante o inseedling. No entanto, verificou-se que os genotipos Ligeirinha e

UFVJM-57 foram os gendtipos que mais participaram desses piores aproveitamentos.

Tabela 2 - Cruzamentos com seus respetivos nimeros de sementes (NS), taxa de germinagéo
das sementes (GERM) e a taxa de aproveitamento na selecdo em inseedling (SI).
Lavras, Minas Gerias, UFLA, 2023. (continua)

Feminino X Masculino '.\IS GERM S|
(Unidade) (%) (%)
UFLA-464 Uruguaiana 18 94,4 100
Beauregard Ligeirinha 9 66,7 100
Brazlandia Roxa UFLA-1432 5 60,0 100
UFLA-464 7L-2020-1 2 100 100
Brazlandia Roxa UFLA-464 2 100 100
Melhorada UFLA-2019-1 3 66,7 100
Ligeirinha Brazlandia Roxa 4 50,0 100
UFVIM-57 7L-2020-1 1 100 100
Amélia Beauregard 1 100 100
UFVJIM-57 Ligeirinha 1 100 100
VR-13 Melhorada 1 100 100
Melhorada Uruguaiana 2 50 100
UFLA-1432 Uruguaiana 28 85,7 95,8
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Tabela 2 - Cruzamentos com seus respetivos nimeros de sementes (NS), taxa de germinacgao
das sementes (GERM) e a taxa de aproveitamento na selecdo em inseedling (SI).
Lavras, Minas Gerias, UFLA, 2023. (continua)

Feminino X Masculino ’.\IS GERM S|
(Unidade) (%) (%)
VR-13 Ligeirinha 18 94,4 94,1
UFLA-2019-1 Beauregard 25 100 92,0
Melhorada Brazlandia Roxa 9 88,9 87,5
Uruguaiana UFLA-464 22 100 86,4
Beauregard UFLA-2019-1 6 100 83,3
Ligeirinha Beauregard 27 85,2 82,6
7L-2020-1 Ligeirinha 5 100 80,0
Uruguaiana Melhorada 5 100 80,0
UFLA-1432 Melhorada 6 83,3 80,0
UFLA-1432 VR-13 17 82,4 78,6
Uruguaiana Ligeirinha 19 94,7 72,2
Melhorada UFVIM-57 10 70,0 71,4
UFLA-464 UFVIM-57 10 100 70,0
Uruguaiana UFLA-1432 16 81,3 69,2
VR-13 Uruguaiana 6 100 66,7
Amélia UFLA-1257 3 100 66,7
Ligeirinha Uruguaiana 15 93,3 64,3
UFLA-2019-1 Ligeirinha 18 88,9 62,5
Ligeirinha UFLA-869 9 88,9 62,5
VR-13 UFLA-464 5 100 60,0
Melhorada VR-13 5 100 60,0
UFLA-464 Melhorada 6 83,3 60,0
VR-13 UFLA-1432 8 87,5 57,1
UFLA-464 VR-13 26 96,2 56,0
Ligeirinha VR-13 16 100 50,0
Uruguaiana UFVJIM-57 12 100 50,0
Melhorada UFLA-464 6 100 50,0
UFLA-869 UFLA-464 4 100 50,0
VR-13 UFLA-869 4 100 50,0
Melhorada UFLA-1432 5 80,0 50,0
UFLA-2019-1 UFLA-1257 2 100 50,0
UFLA-869 VR-13 2 100 50,0
UFLA-464 Brazlandia Roxa 5 100 40,0
Ligeirinha UFLA-1432 13 100 38,5
UFLA-464 UFLA-1432 21 100 38,1
UFLA-1432 UFLA-464 32 93,8 36,7
Uruguaiana VR-13 12 91,7 36,4
Uruguaiana UFLA-869 20 90,0 33,3
Brazlandia Roxa Canadense 8 50,0 25,0
UFLA-1432 UFLA-869 16 87,5 21,4
Brazlandia Roxa UFVIM-57 5 100 20,0
UFLA-1432 Ligeirinha 32 93,8 16,7
UFLA-1432 Brazlandia Roxa 7 100 14,3
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Tabela 2 - Cruzamentos com seus respetivos nimeros de sementes (NS), taxa de germinacgao
das sementes (GERM) e a taxa de aproveitamento na selecdo em inseedling (SI).

Lavras, Minas Gerias, UFLA, 2023. (concluséo)

Feminino X Masculino ’.\IS GERM S|

(Unidade) (%) (%)

UFLA-869 UFVIM-57 11 100 09,1
Ligeirinha UFVJIM-57 12 100 0
Uruguaiana Brazlandia Roxa 7 100 0
Uruguaiana 7L-2020-1 3 100 0
UFLA-869 Melhorada 3 100 0
UFVIM-57 VR-13 3 100 0
UFLA-1432 UFVIM-57 2 100 0
Uruguaiana Canadense 1 100 0
UFLA-869 Canadense 1 100 0
UFLA-464 Canadense 1 100 0
UFLA-869 Ligeirinha 1 100 0
Canadense UFLA-1432 1 100 0
Amélia UFLA-2019-1 1 100 0
7L-2020-1 UFLA-464 1 100 0
UFVIM-57 UFLA-869 1 100 0
UFVIM-57 Uruguaiana 1 100 0
Ligeirinha Melhorada 5 80 0
VR-13 Brazlandia Roxa 3 66,7 0
UFLA-464 UFLA-869 4 50,0 0
Ligeirinha 7L-2020-1 2 50,0 0
Ligeirinha UFLA-2019-1 3 33,3 0
UFLA-869 UFLA-1432 3 0 -
Brazlandia Roxa Melhorada 1 0 -
VR-13 UFVIM-57 1 0 -
7L-2020-1 UFVIM-57 1 0 -

Média 8,25 85,91 48,94

Fonte: Do autor (2023).

Entretanto, dentre os 22 cruzamentos com taxa de plantas remanescentes igual ou

superior a 80%, destacaram-se 0s genitores Ligeirinha (6 participacfes), Melhorada (5

participacGes) e Uruguaiana (5 participacdes) (TABELA 2). Apesar disso, o genitor Ligeirinha

participou tanto dos melhores, quanto dos piores cruzamentos para tuberizagdo precoce

avaliados no inseedling. Por ser uma planta hexaploide, a batata-doce pode apresentar uma

variedade de alelos, tanto favordveis quanto desfavoraveis a tuberizagdo precoce. Por esse

motivo, o uso do gendtipo Ligeirinha como genitor deve ser utilizado com cautela. De acordo

com Schaeffer (2019), é possivel realizar predicdes sobre progenitores heterozigoticos a partir

do desempenho de suas progénies, e assim estimar os valores genéticos dos parentais. Portanto,

um determinado genitor que participe frequentemente dos cruzamentos de melhor desempenho
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(Melhorada e Uruguaiana), provavelmente apresenta bons alelos para as caracteristicas

avaliadas.

3.1 Analise de variancia

Né&o houve efeitos significativos para leira, coluna e bloco. Segundo Neath e Cavanaugh
(2012), quando dois modelos sdo comparados e a diferenca entre os valores do AIC € menor
que 10, pode-se considerar que ndo ha diferenca estatistica dos modelos, assumindo-se o0
chamado ‘modelo reduzido’ (sem o efeito do cruzamento). A anélise de LRT para efeitos
aleatorios nao foi capaz de identificar diferencas significativas (p <0,05) entre os cruzamentos
para teor de matéria seca de ramas e peso unitario de raizes comerciais (TABELA 3). Logo, a

analise dialélica foi desempenhada para as caracteristicas significativas.



o1

Tabela 3 - Teste de maxima razdo de verossimilhancga para identificagdo da variabilidade
genética entre genoétipos de batata-doce. Modelo completo (inclui o fator de
cruzamento) e Modelo reduzido (auséncia do fator de cruzamento).

Produtividade de raizes totais

npar AlC logLik deviance Pr(>Chisq)
Modelo Completo 6 6325,2 -3156,6 6313,2
Modelo reduzido 5 6335,8 -3133,9 6267,8 0,020
Teor de matéria seca de raizes
Modelo Completo 6 2030,4 -1009,18 2018,4
Modelo reduzido 5 2001,6 -966,78 1933,6 1,3e’%"
Porcentagem de raizes comerciais
Modelo Completo 6 2649,8 -1318,9 2637,8
Modelo reduzido 5 2667,4 -1299,7 25994 0,034
Peso unitario de raizes totais
Modelo Completo 6 3578,5 -1785,7 35715
Modelo reduzido 5 3589,9 -1761 3521,9 0,0073
Peso unitario de raizes comerciais
Modelo Completo 6 3461,2 -1724.,6 3449,2
Modelo reduzido 5 3469,6 -1705,8 3421,6 0,1066

Produtividade de parte aérea

Modelo Completo 6 6387,4 -3187,7 6375,4

Modelo reduzido 5 6369,0 -3135,5 6301,0 0,0001
Teor de matéria seca de ramas

Modelo Completo 6 1905,0 -946,49 1893,0

Modelo reduzido 5 19229 -927,47 1854,9 0,0976

npar = Numero de parametros do modelo; logLik = log-likelihood; AIC = Critério de Informacéo de
Akaike; Pr(>Chisqg) = p-valor
Fonte: Do autor (2023).

As andlises de GCA e SCA revelaram diferencas significativas (p < 0,05) entre os
parentais avaliados para todos os caracteres estudados, exceto a porcentagem de raizes
comerciais, que ndo apresentou diferenca significativa para SCA (TABELA 4). Altos valores
para Sum Sq dos parentais (GCA) indicam que a maior proporc¢do da variacdo total é resultante
do efeito genético, pois foram utilizadas as médias BLUP como dados de entrada. Isto €
indicativo de consideravel diversidade genética na populacdo estudada. Da mesma forma,
estudos publicados também observaram significativa contribuicdo dos parentais sobre o
desempenho dos gendtipos descendentes em batata-doce (RUKUNDO et al., 2017;
SHUMBUSHA et al., 2019; MUGISA et al., 2022; NGAILO et al., 2019). Portanto, altos
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valores significativos para SCA demonstram haver efeito de heterose entres cruzamentos

especificos ou mesmo efeitos negativos entre cruzamentos (SHUMBUSHA et al., 2019).

Tabela 4 - Analise de variancia para capacidade geral de combinacdo (GCA) e capacidade

especifica de combinacdo (SCA) para produtividade de raizes totais, porcentagem
de raizes comerciais, peso unitario de raizes totais, teor de matéria seca de raizes e
produtividade de ramas entre 14 gendtipos de batata-doce. Lavras, Minas Gerais,
UFLA, 2023.

Produtividade de raizes totais

Df Sum Sq Mean Sq Pr(>F)
GCA 13 5,05e% 3,88¢% 2,04e’
SCA 89 2,27e% 2,55 4,69
Erro 603 1,55e%

Porcentagem de raizes comerciais

Df Sum Sq Mean Sq
GCA 13 7681,70 590,90 1,36e !
SCA 89 5781,44 64,96 0,97
Erro 588 105,46

Peso unitario de raizes totais

Df Sum Sq Mean Sq Pr(>F)
GCA 13 341083,73 26237,21 2,340
SCA 89 181802,97 2042,73 0,0214
Erro 600 1501,45

Teor de matéria seca de raizes

Df Sum Sq Mean Sq Pr(>F)
GCA 13 17027,92 1309,84 4,71e1®
SCA 89 8566,25 96,25 8,00
Erro 587 5,50

Produtividade de ramas

Df Sum Sq Mean Sq Pr(>F)
GCA 13 9,42e% 7,25e% 9,11e%
SCA 89 9,62e% 1,08¢e% 2,35e 1t
Erro 603 4,227

Df= grau de liberdade, SumSg= soma de quadrados; Mean Sq= Quadrado Médio; Pr (> F) = p-valor

Fonte: Do autor (2023).

De acordo com os valores de GCA, quatro genotipos, Ligeirinha, Uruguaiana,

Melhorada e UFVIM-57, se destacaram em todas as caracteristicas avaliadas, demonstrando

predi¢des positivas para as combinagdes (TABELA 5). Valores positivos de GCA para um dado

parental indicam que a contribuicéo genética é favoravel, ou seja, ocorre a producédo de genotipo
com desempenho superior (SSERUWU, 2012).
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Tabela 5 — Valores das estimativas da Capacidade Geral de Combinacdo obtidos para cada
parental. Lavras, Minas Gerais, UFLA, 2023.

Parentais PRTl)(tha PRC (%) PURT (Unidade) RDMC (%) PPA1§tha
Ligeirinha 6.72 10,25 69,94 12,27 6.82
Uruguaiana 5,60 6,11 26,84 6,85 0,54
UFLA-464 5,57 6,84 -62,52 12,92 13,95
Melhorada 4,60 7,09 32,05 3.90 0,31
UFVIM-57 3,02 2,63 28,27 8,25 175
VR-13 2,77 -0,32 12,05 421 2,58
UFLA-1432 2,63 3,21 -48,37 6,58 143
UFLA-869 -9,64 0,66 31,69 3,28 291
UFLA-2019-1 -1,58 -2,94 -21,78 -8,74 -3,39
Brazlandia Roxa -2,26 -1,75 -14,10 0,09 7,99
Beauregard -4,95 -5,45 -46,35 -11,67 -8,30
7L-2020-1 -6,23 -6,25 8,61 -10,86 -9,46
UFLA-1257 -7,39 -10,04 47,68 -13,79 -8,52
Amelia -7,60 -10,04 -64,03 -13,29 -8,62
GCAJ/SCA 0,67 0,58 0,64 0,63 0,47
hr 0,55 0,32 0,49 0,62 0,38

valores positivos de GCA estdo negritos e sublinhados; PRT= produtividade de raizes totais; PRC=
porcentagem de raizes comerciais; PURT = peso unitario de raizes totais; RDMC = teor de matéria seca
de raizes; PPA = produtividade de ramas. h?r = herdabilidade no sentido restrito;

Fonte: Do autor (2023).

A variacdo nos valores de GCA para produtividade de raizes totais apresentou alta
amplitude, variando de -9,64 a 6,72 (TABELA 5). Estes valores foram maiores que 0s
verificados nos estudos de Mugisa et al. (2022) e Shumbusha et al. (2019), os quais relataram
valoresentre 9a 12 t hal e -2,09 a 2,25 t hal, respectivamente. A ampla variaco observada no
presente estudo pode ser atribuida a acentuada variabilidade genética entre os parentais
utilizados (14 genitores), o que permitiu uma selecdo mais restrita e criteriosa. Shumbusha et
al. (2019) utilizaram apenas oito parentais, podendo ter sido um dos fatores para a baixa
variabilidade observada. J& Mugisa et al. (2022), apesar de ter utilizado dezesseis genitores,
podem ter utilizado de um grupo formado por genétipos mais similares entre si.

Em relacéo a porcentagem de raizes comerciais, destacaram-se os genotipos UFLA-464
e as testemunhas Melhorada e Ligeirinha. O destaque de duas cultivares comerciais evidencia
uma tendéncia favoravel em cruzar cultivares comerciais com genotipos experimentais, o que
pode agregar o rendimento comercial de raizes. Essa pratica € comum no melhoramento
genético, pois amplia a variabilidade existente por meio da introgressdo de caracteristicas

desejaveis. A razdo por tras desse sucesso consiste no fato de que as cultivares comerciais
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passaram por programas de desenvolvimento, nos quais foram selecionadas e aprimoradas com
base em suas caracteristicas produtivas, qualitativas e adaptabilidade.

Ao cruzar cultivares, ha alta probabilidade de que alelos favoraveis, responsaveis pelas
caracteristicas desejadas, sejam combinados nos descendentes (RAMALHO et al., 2012). Isso
ocorre porque as cultivares comerciais ja passaram por rigorosos processos de selecdo, onde
foram identificados e fixados os alelos que conferem maior rendimento. Contudo, deve-se
atentar que algumas cultivares como Beauregard e Amélia ocasionaram a introgressao de alelos
desfavoraveis na populacédo avaliada. Isto indica que é necessario o conhecimento profundo dos
parentais, mesmo as cultivares comerciais, pois estas podem resultar em descendentes de menor
desempenho.

Para peso unitario de raizes totais, 0s genétipos Ligeirinha e UFLA-1257 se destacaram
entre as maiores GCA, enquanto a Amélia e a UFLA-464 como os piores em GCA. Esta
caracteristica € um indicativo do tamanho de raizes. Assim, 0 cruzamento entre estes genétipos
favorece raizes maiores. Ao evitar raizes de menor peso, sdo favorecidas aptidées como
potencial agroindustrial, que na maioria dos casos nao prioriza o formato das raizes, mas sim,
o tamanho, pois raizes muito pequenas sdo descartadas.

Quanto ao teor de matéria seca de raizes, destacaram-se 0s genotipos UFLA-464,
Ligeirinha e UFVIM-57. Gend6tipos com maior teor de matéria seca estdo associados a maiores
teores de amido nas raizes (COSTA, 2020). Alta concentracdo de amido esta associada a polpa
“enxuta” que é melhor aceita pelo mercado consumidor brasileiro (SILVA et al., 2022). Além
disso, altos teores de amido estdo correlacionados com maior rendimento na producao de etanol
de batata-doce (VIANA et al., 2017). Por outro lado, os genétipos Beauregard, Améliae UFLA-
1257 apresentaram pior desempenho em relagio ao teor de matéria seca de raizes. E importante
destacar que genotipos de polpa alaranjada, comumente apresentam baixos teores de matéria
seca, tornando a polpa mais Umida, o que ndo é de interesse para 0 mercado brasileiro. Esses
resultados estdo alinhados com os verificados por Costa (2022), os quais notaram que 0
genotipo Beauregard apresentou o pior desempenho para o teor de matéria seca de raizes dentre
cem gendtipos avaliados.

Conforme os resultados verificados para produgdo de ramas, o genotipo UFLA-464
proporcionou incremento de 13,95 t ha' na produtividade de parte aérea dos seus descendentes,
seguido do gendtipo Brazlandia Roxa, que proporcionou incremento de 7,99 t ha. Com isso,
o0 cruzamento de maior potencial produtivo de ramas ¢ indicado entre UFLA-464 e Brazlandia

Roxa, quando se objetiva familias com elevada producdo de ramas. Vale ressaltar que, apesar
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do gendtipo Brazlandia Roxa ter apresentado alto valor de GCA para produtividade de ramas,
ela contribui com valores negativos para as demais caracteristicas. Ja o genétipo UFLA-464
destacou-se com o dobro do valor verificado na segunda colocada (Brazlandia Roxa). E
importante salientar que o gendtipo UFLA-464 tem se destacado em pesquisas anteriores por
sua 6tima aptiddo para produtividade de ramas (COSTA et al., 2022; SILVA et al., 2022). Além
disso, esse gendtipo demonstrou boa GCA para a produtividade de raizes totais, seguido da
Uruguaiana e Ligeirinha (TABELA 5).

Ao avaliar a razdo GCA/SCA para as caracteristicas avaliadas, os valores observados
variaram entre 0,467 e 0,672, para produtividade de ramas e de raizes totais, respectivamente
(TABELA 5). Quando a proporcao da razdo GCA/SCA é elevada, sugere-se que a acdo génica
aditiva desempenha papel mais significativo em comparacdo com a acdo génica nao aditiva
(BAKER 1978). Em contrapartida, ao observar razdo GCA/SCA menor que 0,5, implica-se que
0 desempenho da progénie ndo pode ser predito a partir do desempenho dos parentais
(SHUMBUSHA et al., 2019).

Esses resultados corroboram com Shumbusha et al. (2019), os quais encontraram valor
da razdo GCAJ/SCA abaixo de 0,5 para a produtividade de ramas (0,09), porém com valores
superiores para a produtividade total de raizes (0,88). J& Rukundo et al. (2017) encontraram
valores aproximados aos verificados neste estudo para produtividade de raizes (0,56) e teor de
matéria seca de raizes (0,58), porém inferiores para a produtividade de ramas (0,31). Dessa
forma, os resultados encontrados sugerem que o componente ndo aditivo da variancia genética,
seja de dominancia, epistasia ou ambos, tem uma contribuicdo maior para a variancia genética
total dessas caracteristicas. Além disso, a partir dos dados observados, ha indicativos de que
alta produtividade de ramas das progénies esta fortemente associada ao comportamento
produtivo dos genitores, enquanto para as demais caracteristicas ha indicativos de controle da
heranca quantitativa de genes.

Compreender a heranca de caracteres é importante para os programas de melhoramento,
pois os valores de herdabilidade auxiliam nas tomadas de decisdo. Os valores de herdabilidade
no sentido restrito (h?r) para produtividade de raizes totais, porcentagem de raizes comerciais,
peso unitario de raizes totais, teor de matéria seca de raizes e produtividade de ramas foram
0,55, 0,32, 0,49, 0,62 e 0,38, respectivamente. Altos valores indicam que maior parte da heranca
é de origem genética herdavel, quanto baixos valores demonstram que o ambiente tem forte
influéncia na variacdo dos dados. Os valores observados neste estudo foram similares aos

reportados por Shumbusha et al. (2019), os quais verificaram h?r de 0,44, 0,09 e 0,49 para
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produtividade de raizes totais, produtividade de ramas e teor de matéria seca de raizes,
respectivamente. Outros estudos também relataram valores de h?r de 0,70 para produtividade
de raizes totais (MWIJE et al., 2014) e 0,82 para teor de matéria seca de raizes (GRUNEBERG
et al.,, 2009). A estimativa da herdabilidade fornece uma indicacdo de até que ponto a
combinacdo de dois genitores com alta GCA resultara em resposta favoravel a selecéo e aos
ganhos genéticos (FREEMAN, 2009). Assim, caracteristicas com alta herdabilidade indicam o
quanto da variancia genética ¢ atribuido a fatores herdaveis, ja que a herdabilidade no sentido
restrito relaciona-se especificamente a variancia genética aditiva.

De acordo com a estimativa dos cruzamentos preditivos e efetivos, 78 cruzamentos
especificos apresentaram efeitos negativos e 13 foram positivos para produtividade de raizes
totais (TABELA 6). O cruzamento entre Amélia X UFLA-1257 proporcionou o maior valor
para SCA (16,05), seguido de Amélia X Beauregard (13,31) e Beauregard X UFLA-2019-1
(11,49) para produtividade de raizes. Ressalta-se que o cruzamento entre UFLA-464 e
Ligeirinha, apresentou valor de SCA negativos (-26,72), apesar de apresentarem alto GCA
positivo para produtividade de raizes totais. Vale destacar que a Ligeirinha também participou
de cruzamentos com piores aproveitamentos na selecdo inseedling, assim o uso do gendtipo
Ligeirinha deve ser considerada com cautela para cruzamentos futuros.

Em relacdo ao teor de matéria seca de raizes, 80 cruzamentos especificos apresentaram
efeito negativo, enquanto apenas 11 proporcionaram efeito positivo (TABELA 6). O
cruzamento entre Amélia X UFLA-1257 (34,02) obteve o maior valor para SCA, seguido de
Beauregard X Amélia (29,96) e UFLA-1257 X UFLA-2019-1 (17,13). O resultado observado
para o cruzamento Amélia X UFLA-1257 contraria o verificado para a GCA da matéria seca
de raizes (TABELA 5), visto que ambos sdo de polpa alaranjada. De acordo com a literatura,
gendtipos com esta coloracdo tendem a apresentar polpas com menor teor de matéria seca de
raizes (COSTA et al., 2022).

Ao cruzar genotipos de diferentes grupos heterdticos ocorre maior heterose e, assim,
tendem a produzir hibridos de alto desempenho em comparag¢do com cruzamentos dentro dos
grupos (MACKAY et al., 2021). O gendtipo Beauregard foi desenvolvido a partir do
germoplasma americano, enquanto o genétipo Amélia origina-se a partir de germoplasma
brasileiro. Devido a esse contraste é especulado que isso foi um dos fatores que favoreceram a
complementariedade entre esses dois genitores. Assim, favorecendo a producéo de genotipos

de polpa alaranjada com maior teor de matéria seca de raizes.



Tabela 6 - Valores de capacidade especifica de combinacdo (SCA) para produtividade de raizes totais (t ha-1) (diagonal superior) e teor de
matéria seca (diagonal inferior). UFLA. Lavras, Minas Gerais. 2023.

UFLA- UFLA- UFLA- UFLA- UFVJIM-

GEN 1957 1432 464 7L-2020-1 UFLA-869 Beauregard BrazRoxa Amélia Ligeirinha Melhorada 2019-1 57 Uruguaiana Vlg
GEN-1 968 -12,62 -0,82 -6,08 -2,10 -478 16,05 -13,77 -11,73 11,10  -10,06 -12.65 -9.82
GENn 2095 -6,36 -10,84 -3,45 -12,12 2.66 -9,47 -7,73 -10,34 -1548  -20,09 2.74 -2,82
GENg 2129 1415 2.33 -2,40 -15,06 -1,08 -12,40 -26,73 -9,32 1842 7,11 -3,08 0,09
GEN.a  3°1 2388 2,69 -7,24 -3,26 -5,94 -0,61 -3,47 -12,89 -6,62 4,73 -13,81 -10,97
GENg 1765 834 001 -20,57 -8,53 11,21 -5,87 7,75 -18,16 11,89 -1,86 -3,12 -1,47

GEN-6 270 -2307  -29,41 -5,63 -19,77 -7,23 1332 175 -14.17 1149  -12,51 -15,09 12,23
GENy 1446 044 573 -17,39 -31,52 -16,58 -4,58 -6,19 0,28 1060  -0,87 1778 14,94
GEN.g 3402 -2145 2779 -401 -18,15 29.96 -14,96 -13,56 -11,52 528  -9.85 -12,44 -9,60

GENg 2064 1756 5335 008 12,11 1.49 732 2114 -25,84 055 7,19 9,56 6,35

GEN.lo 1827 395 1392 -21,20 -35,33 -20,39 2.65 -18,77 -44,33 2,67 -3,34 -7,34 -3,90

GEN-11 2032 2599 3233 -B56 -22,69 20,84 1951 6,13 -6,44 416 15,87 1846  -1564

GEN-12 2262 -4299  -10.77 577 -6,96 -24,74 113 2312 -14,78 -11,6 -27,67 412 22022

GENz 2122 973 1700 24,15 -2,13 -23,34 -35,1 21,72 -15,82 -8,37 2627 6,82 -5,98

GEN.1a 1859 319 614 -21,51 -1,42 -20,7 -32,46 -19,08 -9,19 -6,12 2363 -40,62 -1,74

GEN-1 = UFLA-1257; GEN-2 = UFLA-1432; GEN-3 = UFLA-464; GEN-4 = 7L-2020-1; GEN-5 = UFLA-869; GEN-6 = Beauregard; GEN-7 = Brazlandia Roxa; GEN-8 =
Amélia; GEN-9 = Ligeirinha; GEN-10 = Melhorada; GEN-11 = UFLA-2019-1; GEN-12 = UFVIM-57; GEN-13 = Uruguaiana; GEN-14 = VR-13. valores sublinhados e
em negrito sdo efeitos positivos

Fonte: Do autor (2023).
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Para a produtividade de ramas, 76 cruzamentos especificos apresentaram efeitos
negativos e 15 foram positivos (TABELA 7). O cruzamento entre Amélia X UFLA-1257
novamente proporcionou o maior valor para SCA (21,09), seguido de Beauregard X Amélia
(19,71) e UFLA-2019-1 X UFLA-1257 (16,22). Portanto, se a intencdo for aumentar a
produtividade de ramas, os resultados sugerem que esses genitores, em particular os
cruzamentos mencionados, seriam escolhas recomendadas. Novamente, parentais de polpa
alaranjada predominaram entre os maiores valores para capacidade especificas de combinacéo.

Em relacdo ao peso unitario de raizes totais, 58 cruzamentos especificos apresentaram
efeito negativo e 33 foram positivos (TABELA 7). O cruzamento entre Beauregard X UFLA-
2019-1 proporcionou 0 maior valor para SCA (133,02), seguido de Beauregard X Ligeirinha
(83,68) e Amelia X UFLA-1257 (93,07). Os piores cruzamentos foram realizados entre UFLA-
464 X Ligeirinha (-126,75) e Ligeirinha X Melhorada (-109,83). O aumento do peso unitario
desempenha um papel crucial na minimizagdo do desperdicio de raizes de menor tamanho. 1sso
ocorre porque as plantas alocam recursos para iniciar o processo de tuberizacdo. No entanto, ao
longo do ciclo produtivo das plantas, essas raizes muitas vezes ndo atingem o tamanho
comercialmente viavel. Dessa forma, é evidente que 0s cruzamentos que promovem o0 aumento
no peso individual das raizes otimizam a eficiéncia metabdlica das plantas, o que contribui para
a producdo de raizes que atendem aos padrfes comerciais desejados.

Os dados apresentados indicam que a heterose ndo é exclusivamente resultado de
cruzamentos entre genitores de alta GCA positiva, mas também pode ocorrer através de
combinagbes que envolvem genitores com efeitos de GCA negativos. Este fato também foi
relatado por outros autores em pesquisas com batata-doce, como: Chiona (2009) ao analisarem
o teor de B-caroteno, Shumbusha et al. (2014) ao avaliarem o teor de matéria seca das raizes
tuberosas, Kivuva et al. (2015) ao investigarem a produtividade de raizes totais em condigdes
de seca, e Gurmu et al. (2018) ao avaliarem a produtividade de raizes totais e o teor de matéria
seca de raizes

Esses estudos coletivos reforcam a ideia de que a heterose ndo esta restrita a
cruzamentos entre genitores com GCA positivo, podendo surgir de maneiras complexas e
envolvendo diferentes interagdes genéticas. Dessa forma, a escolha de genitores e combinacGes
genéticas adequadas, levando em consideracdo uma variedade de fatores, € fundamental para a
obtencgéo de progénies superiores em termos de caracteristicas desejaveis na batata-doce.

A interpretacdo completa desses resultados exige consideragdo cuidadosa dos genitores

usados nos cruzamentos, das condicGes de cultivo, do ambiente experimental e dos objetivos
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de melhoramento genético. Embora os valores de SCA sejam indicativos da influéncia da
combinacgdo genética nas caracteristicas avaliadas, eles ndo fornecem informagdes sobre a

complexidade genética subjacente.



Tabela 7 - Valores de capacidade especifica de combinacdo para produtividade de ramas (superior) e peso unitério de raizes totais (inferior),
valores sublinhados e em negrito. UFLA. Lavras, Minas Gerais. 2023.

UFLA- UFLA- UFLA- 7L- UFLA- Brazlandia UFLA- UFVJIM- VR-

GEN 1257 1432 464 2020-1 869 Beauregard Roxa Amélia  Ligeirinha  Melhorada  2019-1 57 Uruguaiana 13
GEN-1 -10.61 -23.13 0.28 -12.11 -0.87 -17.17 21.09 -16,00 -9.49 16.22 -10.93 -9.71 -11.75
GEN-2 -52.96 -5.78 -9.67 -5.07 -10.83 -11.76 -10.50 -12.90 -10.71 -15.73 -20.89 -4.81 -2.64
GEN-3 -57.18 12.84 -3.79 -8.58 -23.35 -14.92 -23.02 -38.47 -14.60 -28.25 -17.55 -12.64 10.17
GEN-4 6.40 -63.66  78.56 -11.17 0.06 -16.23 0.39 -4.55 -8.55 -4.84 7.42 -8.78 -10.82
GEN-5 -11.89 -12.75 -12.33 -22.59 -12.33 -28.62 -12 -12.38 -20.94 -17.23 4.06 0.01 -8,00
GEN-6 -0.49 -70.55 -74.76 -11.19 -29.48 -17.39 19.71 1.61 -9.71 122 -11.15 -9.93 -11.97
GEN-7 -10.88 63.87 61.75 -21.58 -39.87 -28.47 -17.07 -11.41 1.66 -22.30 -9.69 -26.23 -28.27
GEN-8 93.07 -52.47 -56.69 6.89 -11.41 74.53 -10.39 -15.90 -9.38 -5.67 -10.83 -9.61 -11.65
GEN-9 -52.48 25.76 -126.75 4.18 -3.12 83.68 -5.53 -51.99 -24.84 6.31 -9.92 -3.27 -4.90
GEN-10  -40.26 28.65 42.01 -50.96 -69.25 -57.85 -6.77 -39.77 -109.83 2.42 -7.57 -4.66 -5.90
GEN-11 77.95 -72.85 -77.07 -13.49 -31.78 133.02 -30.77 -2.30 11.35 18.88 -16.06 -14.84 -16.88
GEN-12  -12.45  -8251  -14.04 5055  35.20 -30.04 31.06 -11.96 -5.35 142 -32.34 -2.65 -22.03
GEN-13  -42.82  47.65 2756  -5352  7.50 -60.41 -70.79 -42.33 35.06 49.18 -62.71 0.45 -8.68
GEN-14  -45.63 39.56 46.62 -56.33 67.62 -63.22 -73.61 -45.14 34.59 49.13 -65.52 -75.18 40.44

GEN-1 = UFLA-1257; GEN-2 = UFLA-1432; GEN-3 = UFLA-464; GEN-4 = 7L-2020-1; GEN-5 = UFLA-869; GEN-6 = Beauregard; GEN-7 = Brazlandia Roxa; GEN-8 =
Amélia; GEN-9 = Ligeirinha; GEN-10 = Melhorada; GEN-11 = UFLA-2019-1; GEN-12 = UFVIM-57; GEN-13 = Uruguaiana; GEN-14 = VR-13; valores sublinhados e
em negrito sdo efeitos positivos.

Fonte: Do autor (2023).
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4 CONCLUSAO

De acordo com os valores de GCA, os gendtipos Uruguaiana e Ligeirinha sdo 0s
melhores parentais para obtencdo de maiores produtividades de raizes totais. Ja Ligeirinha e
Melhorada sdo os melhores parentais para porcentagem de raizes comerciais. Para
produtividade de ramas, os parentais Brazlandia Roxa e UFLA464 sdo 0s mais promissores. Ja
para 0 peso unitario das raizes totais, Ligeirinha e UFLA-1257 sdo os melhores parentais.
Enquanto os genotipos UFLA-464 e Ligeirinha sdo os melhores genitores para o teor de matéria
seca

Ao considerar a SCA, o cruzamento mais indicado para obter resultados positivos em
todas as caracteristicas consideradas é entre Amélia com UFLA-1257. Para produtividade de
raizes totais, Amélia X UFLA-1257 e Amélia X Beauregard mostraram desempenho promissor.
Em relagdo ao teor de matéria seca de raizes, os cruzamentos entre Amélia X UFLA-1257 e
Beauregard X Amélia tiveram bom desempenho. No que diz respeito a produtividade de ramas,
Amélia X UFLA-1257 e Beauregard X Amélia também se destacaram. As progénies
selecionadas sdo recursos genéticos Uteis para o desenvolvimento de cultivares melhoradas de
batata-doce. Por fim, ao considerar o peso unitario de raizes Beauregard X UFLA-2019-1 e de
Beauregard X Ligeirinha sdo os melhores cruzamentos.

Com base nas observagoes, nota-se que o desempenho dos descendentes de batata-doce
nem sempre reflete a qualidade dos genitores selecionados. Portanto, é aconselhavel adotar uma

abordagem cautelosa ao escolher os parentais para garantir resultados desejaveis.
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ARTIGO 2 COMPARISONS OF METHYLATION PROFILE OF SWEETPOTATO
GENOTYPES MAINTAINED IN TISSUE CULTURE AND
GREENHOUSE INDICATE DIVERGENT PATTERNS OF EPIGENETIC
VARIATION

ABSTRACT

Sweetpotato cultivation is an important agricultural activity. Commercial planting is
carried out exclusively by vegetative parts of the plant, such as the vines. Virus-free sweetpotato
seedlings can be obtained by tissue culture. However, micropropagation through meristem
culture may lead to the accumulation of undesired somaclonal variation. Studies have shown
that tissue culture can induce changes in DNA methylation patterns, affecting gene expression
and phenotypic traits. The aim of this study was to compare the DNA methylation patterns of
plants of two sweetpotato varieties maintained in the greenhouse versus those maintained in
tissue culture using methylation-sensitive amplification polymorphism (MSAP) analysis. The
experiment was carried out at the Louisiana State University Agricultural Center, USA. A total
of thirty-six accessions of two varieties, Covington and Murasaki, maintained in vivo and in
vitro were evaluated. The MSAP was performed to investigate the level of epigenetic variation.
Then Analysis of Molecular Variance was computed between the greenhouse-maintained and
tissue culture plants. The research findings revealed that the methylation profiles of sweetpotato
plants can be influenced by both tissue culture and greenhouse conditions, and also it can be
influenced by the genotype. However, the notable distinction was that tissue culture
consistently demonstrated a specific pattern of methylation changes, whereas greenhouse
conditions led to more variability in the methylation patterns among the plants.

Keywords: MSAP. DNA methylation. Mspl. Hpall. Hemimethylated site.

RESUMO

O cultivo de batata-doce € uma importante atividade agricola. O plantio comercial é
realizado exclusivamente pelas partes vegetativas da planta, como as ramas. Mudas de batata-
doce livres de virus podem ser obtidas por cultura de tecidos. No entanto, a micropropagacao
através da cultura de meristema pode levar ao acimulo de variagdo somaclonal indesejada.
Estudos tém demonstrado que a cultura de tecidos pode induzir alteracfes nos padrbes de
metilacdo do DNA, afetando a expressao génica e as caracteristicas fenotipicas. O objetivo
deste estudo foi comparar os padrdes de metilagdo do DNA de plantas de duas cultivares de
batata-doce mantidas em casa de vegetacdo, comparadas com cultura de tecidos usando analise
de polimorfismo de amplificacdo sensivel & metilacdo (MSAP). O experimento foi realizado no
Louisiana State University Agricultural Center, EUA. Foram avaliadas um total de trinta e seis
acessos de duas cultivares, Covington e Murasaki, mantidas in vivo e in vitro. A MSAP foi
realizada para investigar o nivel de variacdo epigenética. Em seguida, a Analise de Variancia
Molecular foi calculada entre as plantas mantidas em casa de vegetagéo e as plantas de cultura
de tecidos. Os resultados da pesquisa revelaram que os perfis de metilagcdo das plantas de batata-
doce podem ser influenciados tanto pela cultura de tecidos quanto pelas condi¢des de casa de
vegetacdo, e também podem ser influenciados pelo gendtipo. No entanto, a distingdo notavel
foi que a cultura de tecidos demonstrou consistentemente um padrdo especifico de mudangas



67

de metilagdo, enquanto as condigdes de casa de vegetagédo levaram a uma maior variabilidade
nos padrdes de metilacdo entre as plantas.

Palavras-chave: MSAP. metilagdo do DNA. Mspl, Hpall. Sitio hemimetilado.

1 INTRODUCTION

Sweetpotato (Ipomoea batatas L.) is an important food crop that is widely cultivated in
many parts of the world. It is an excellent source of carbohydrates, vitamins, and minerals, and
it can be grown in a range of environments, making it a valuable crop for smallholder farmers
in developing countries (COSTA et al., 2022). Furthermore, leaves also have high nutritional
value and can be used for human consumption (KHIDI, 2016).

The plant can be propagated sexually, by true seeds, or asexually, by vines or tuber
roots. Sexual propagation, in general, would be advantageous because it facilitates planting and
reduces the probability of the occurrence of pests and diseases. However, the use of seeds in
the cultivation of sweetpotato has some disadvantages, such as high genetic variability, physical
dormancy and low seed production by plants, which limit their use only for breeding programs
(BRITO et al., 2021).

Commercial planting is carried out exclusively by vegetative parts of the plant, with
emphasis on the vines. However, some precautions must be taken, because it can allow the
spreading of pathogens when healthy vines or roots are not used (DONATI et al., 2020). Among
the main pathogens propagated by vegetative parts are viruses. Based on the observation that
the tip of the sweetpotato vine often has little or no virus (CLARK et al., 2012; WANG et al.,
2018; SHI et al., 2019), virus-free sweetpotato seedlings can be obtained by tissue culture and
multiplied in greenhouses. Furthermore, the use of tissue culture can contribute to the
maintenance of high-performance genotypes, especially those with little propagating material
available and germplasm conservation (NEELAKANDAN; WANG, 2012; BUTT et al., 2015).

Clonal cleaning is necessary sporadically to avoid significant drops in productivity
resulting from viral infections. Consequently, the successful cultivation of sweetpotatoes relies
on an in vitro stage, as this process frequently encounters somaclonal variations. While
meristem micropropagation can guarantee the generation of virus-free propagules, it may also
lead to the accumulation of somaclonal variation, which can generate unwanted aberrant

phenotypes (AKOMEAH et al., 2019). These variations are related to changes that can be
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induced during in vitro tissue culture and have been reported from many studies (ADU-
GYAMFI; WETTEN; LOPEZ, 2016; CORONEL et al., 2018; AKOMEAH et al., 2019;
ORLOWSKA; BEDNAREK 2020). Such changes can be genetic and/or epigenetic in nature.
Epigenetic modifications such as DNA methylation can affect the expression of genes and
potentially alter the phenotype of plants (LOPEZ; WILKINSON, 2015).

Studies have shown that tissue culture can lead to changes in DNA methylation patterns
in plants, which can result in altered gene expression and phenotypic changes (MERCE et al.,
2020; LEE et al., 2021; GHOSH; IGAMBERDIEV; DEBNATH, 2021; WANG et al., 2022).
Research conducted by Jaligot et al. (2011) with on oil palm (Elaeis guineensis Jacq.), found
that tissue culture led to changes in the methylation pattern of genes involved in fatty acid
metabolism, resulting in altered oil quality and quantity. In another study, tissue culture-induced
DNA methylation changes in tomato (Solanum lycopersicum L.) were found to be associated
with a colorless non-ripening variant of tomato (MANNING et al., 2006). Akomeah et al.
(2019) evaluating the methylation pattern between sweetpotato maintained in the field and
tissue culture identified that the plants did not present observable morphological abnormalities
between them but showed variation in nutritional compounds. Nonetheless, a detailed analysis
utilizing methylation-sensitive amplification polymorphism (MSAP) indicated substantial
molecular differences between the two-cultivation system.

In this context, epigenetic modifications such as DNA methylation can affect the
expression of genes and potentially alter the phenotype of plants (LOPEZ; WILKINSON,
2015). Epigenetics refers to the study of heritable changes in gene expression that do not involve
changes to the underlying DNA sequence (ASHE et al., 2021). Thus, the methylation-sensitive
amplification polymorphism (MSAP) is a technique that uses methylation-sensitive restriction
enzymes to differentiate between methylated and unmethylated DNA regions (FULNECEK;
KOVARIK, 2014). The evaluation of the methylation profile of sweetpotato plants can provide
valuable information about the epigenetic modifications that potentially occur under different
environmental conditions.

Thus, comparing the methylation profiles of plants produced and maintained in tissue
culture, and then transferred and kept in greenhouses can help researchers understand the impact
of the environment on the epigenome of sweetpotato plants. Therefore, the objective of the
present study was to compare the DNA methylation patterns of two sweetpotato varieties

maintained in the greenhouse with those maintained in tissue culture using MSAP analysis.
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2 MATERIAL AND METHODS

2.1  Experiment installation

The experiment was carried out at Louisiana State University Agricultural Center (LSU
AgCenter), LA, USA. Two contrasting varieties regarding flesh color, Covington and
Murasaki, maintained in vivo and in vitro were tested, of which six access were evaluated:
COV-05M, had been maintained in vitro since 2003, and in August 2021 it was transferred to
454 liters pots in the greenhouse; The COV-0492 has been maintained in vitro and
subsequently maintained in vivo; Murasaki-0454, Murasaki-0486 and Murasaki-0491 have
been maintained in tissue culture and greenhouse simultaneously. Since Murasaki-0486 had
identified the abnormal phenotype in California sweetpotato field, it has been maintained on
tissue culture. Murasaki—CA has been kept in the greenhouse as the mother plant. The tissue
culture plants were kept in boxes (65x65x105mm) with 60 ml of Murashige and Skoog (MS)
medium as the basal medium without plant growth regulators (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
and 12h of photoperiod. The tissue culture plant were renewed every six months. In greenhouse,
the plants were kept in 4.54 liters pots prepared with 2:1:1, of soil, sand and potting mix
(Miracle-Gro), and renewed every six months. The greenhouse was set up at 25°C, with
periodic irrigation whenever necessary.

Covington, a North Carolina-developed variety, exhibit the rosy hue skin and the flesh
a vibrant orange shade. Murasaki, originating in Louisiana exhibit the purple skin and creamy
white flesh. Notably, Murasaki possess an exceptionally starchy texture, accompanied by a
notably higher dry matter content.

2.2  Collection of leaf samples and DNA extraction

Leaf tissues were collected from 36 independent plants (13 micropropagated, 23
greenhouse-maintained) and kept in an ice box until stored in a -80 °C freezer. Total genomic
DNA was extracted from 100 mg of the frozen leaves using the CTAB standard protocol
(KHAN et al., 2013). The DNA quality was checked by electrophoresis on 1 % agarose gel and
DNA quantification was performed using a NanoDrop® ND-1000 spectrophotometer. The

DNA was calibrated to a concentration of 300 ng puL and stored at -20 ° C until further use.
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2.3 PCR conditions

The PCR (Polymerase Chain Reaction) protocol described in detail is as follows: Initial
Denaturation at 72°C (5 minutes); Thermal Cycling Cycles (32 times): Denaturation at 94°C (1
minute); Annealing at 56°C (1.5 minutes); Extension at 72°C (1.5 minutes). Final Extension at
72°C (5 minutes). Finally, the reaction is held at a temperature of 60°C for a duration of 15
minutes, or alternatively, at 4°C. This "hold" step enables the completion of DNA amplification
and also serves to prevent any undesired reactions that might occur with an increase in

temperature.

2.4  Methylation sensitive amplification polymorphism profiling

DNA from each genotype was used to conduct the comparative analysis of methylation
patterns by MSAP analysis. The DNA samples were subjected to an enzymatic double cut (37
°C for 4 h) involving methylation-insensitive Mspl/Hpall capable of recognizing exclusively
the CpG, CHH, and CHG regions in combination with a methylation-sensitive enzyme (Eco
RI). Restricted DNA was ligated tothe adapters followed by PCR reactions using specific
primer combinations (TABLE 1) as described earlier (BAISAKH; SUBUDHI; PARAMI,
2006). Then, 6% polyacrylamide gels (PAGE) were used to resolve the PCR products.
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Table 1 - MSAP primers and adapters used in this study.

Primers/Adapters Sequence (5-3°)
CTCGTAGACTGCGTAC
EcoR1 adapter C
AATTGGTACGCGTC
Primer E (EcoR1 Primer) GACTGCGTACCAATTC
Primer E +3 (EcoR1 Selective primers) Primer E1 Primer E-AAG

Primer E2 Primer E-ACC
Primer E3 Primer E-AGA
Primer E4 Primer E-AGG
Primer E5 Primer E-CCC

Hpall/Mspl adapter GACGATGAGTCTCGAT
CGATCGAGACTCAT
Primer HM (Hpall/Mspl primer) ATGAGTCTCGATCGG

Primer HM +3 (Hpall/Mspl selective primer) Primer HM1  Primer HM-AAA
Primer HM2  Primer HM-AAC
Primer HM3  Primer HM-AAC
Primer HM4  Primer HM-AAG
Primer HM5  Primer HM-AAT
Primer HM6  Primer HM-ACA
Primer HM7  Primer HM-ACT
Primer HM8  Primer HM-AGA
Primer HM9  Primer HM-AGC
Primer HM10 Primer HM-AGG
Primer HM11 Primer HM-AGT
Primer HM12 Primer HM-ATA
Primer HM13 Primer HM-ATC
Primer HM14 Primer HM-ATT
Primer HM15 Primer HM-CAA

Primer HM16 Primer HM-CAC
Source: From author (2023).

2.5  Profiling scoring gel

The scoring of the gels was done by viewing the photos of the gels in an Excel
spreadsheet and thus an incidence matrix was created. DNA bands representing amplifications
from different samples were scored as present (1) and absent (0) and a binary character matrix
was created to indicate the presence of each locus for MSAP analysis. The DNA bands were
analyzed for both EcoR I/Hpa Il and EcoR I/Msp |. Bands that appeared for both enzymes were
considered non-methylated (Type 1), whereas bands that appeared only in the EcoR 1/ Hpa Il
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combination were considered methylated (Type Il), and bands that appeared only in the EcoR
I/ Msp | combination were also considered methylated (Type I11). Bands that were absent in
both lanes were classified as Type IV (fully methylated). The absence of bands in both the Msp
I and Hpa Il rows can be due to hyper-methylation. Then, the percentage of methylation was
calculated (EQUATION 1).

Number of methylated bands

methylation (%) = 100 (1)

Number of total bands analyzed X

2.6  Statistical analysis

The programs GenAlEx v6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012) and the R package msap
v.3.3.1 (PEREZ-FIGUEROA, 2013) were used to investigate the level of epigenetic variation
by analyzing both types of variability between greenhouse-maintained and tissue culture plants
for each of the 36 test plants. The Principal Coordinate Analysis (PCoA) was performed in
GenAlEx v.6.5 to visualize the molecular diversity captured by MSAP profiles generated from
each primer (E and I) and enzyme combination (Hpall/EcoRI and Mspl/EcoRlI) individually.
Then, Analysis of Molecular Variance (AMOVA) was computed on GenAlEx v.6.5 to estimate
pairwise molecular distances (PhiPT) between the greenhouse-maintained and tissue culture
plants.

The significance of the observed PhiPT values was determined through random
permutation tests (999 permutations). To understand the extent to which changes in MSAP
profiles were due to genetic (DNA sequence changes) or epigenetic (DNA methylation pattern
changes) factors, the MSAP profiles generated using Hpall/EcoRI and Mspl/EcoRI were
compared to identify non-methylated loci (NML) and methylation susceptible loci (MSL) using
msap v.3.3.1. First, The Shannon diversity index (S) and Wilcoxon rank sum test were used to
estimate the statistical significance and contribution of genetic and epigenetic factors. The loci
were categorized into four groups: Type | (unmethylated), Type 11 (inner cytosine methylation),
Type 111 (hemi-methylation of the outer cytosine), and Type IV (fully methylated) using msap
v.3.3.1.

Multiple Fisher’s exact tests were used to identify loci with significantly different
methylation patterns between greenhouse maintained and tissue culture plants of each
genotype, and the obtained p-values were adjusted using the Benjamini and Hochberg method
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(BENJAMINI; HOCHBERG, 1995). Heatmaps were generated for all genotype/primer
combinations using four methylation types as color schemes. Only loci with an FDR < 0,05
were included in the analysis. Categorical variables were assessed using pairwise Gower’s
distances, and hierarchical clustering was performed using the Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean (UPGMA) as described by Akomeah et al. (2019). Analysis of variance
was performed to compare the numbers of bands among the treatments. Then, the Scott-Knott
test was applied to make comparisons between the means of these treatments. All statistical

analyses were performed on R software (Version 4.1.0 for Windows).

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1  Analysis of variance

The analysis of variance (ANOVA) was performed on the 1896 MSAP loci to compare
the differences in the presence/absence of loci between samples and the environmental
conditions. The ANOVA shows that there is a significant difference between the environment
for all locus types (TABLE 1). Specifically, the environment had a larger effect on the number
of loci observed than the genotype (variants) or the genotype by environment (GXE) interaction.
For the loci type | and |1, there was a significant difference between genotypes (variants), while

for the types 11l and 1V, only the environment had a significant effect.
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Table 1 - Analysis of variance of the bands between the conditions and genotypes.

Bands

df MSq Fc p-value MSq Fc p- value
Genotype (G) 5 2284.00 2.67 0.044 2075.80 48.25 0.0028
Environment (E) 1 9771.00 1142 0.002 9954.00 231.35 0.0001
GxE 2 30050 0.35 0.707 256.00 0.60 0.5580
Residue 27 855.67 430.26
Total 35
CV (%) 22.59 17.76

Type 111 Type IV

df MSq Fc p-value  MSq Fc p- value
Genotype (G) 5 24190 034 0.885 6048.20 17.20 0.1640
Environment (E) 1 3697.00 51816 0.031 67298.00 191.59 0.0002
GxE 2 134.30 0.19 0.830 532.00 0.15 0.860
Residue 27 713.49 3512.48
Total 35
CV (%) 28.20 3.81

df= degree freedom; MSg=Mean Square; Fc= Fisher test; CV (%) = coefficient of variation.
Source: From author (2023).

The ANOVA showed that only loci of type | and Il had differences between the
genotypes (variants), so the Scott-Knott test was performed on these two parameters. The
accession Murasaki_0486 had the highest mean among all loci types, indicating that it may
have a stronger genetic expression for these loci compared to the other accessions (TABLE 2).
For loci type I, the COV_05M was found to be in the same group as Murasaki_0486, while for
type 11, the Murasaki_CA was found to be in the same group as Murasaki_0486, indicating that
they may have a similar genetic expression for these loci as well. All the remaining genotypes
were grouped together in group “B/b”. It suggests that these genotypes had an equal number of
loci amplified on the polyacrylamide gels, and their genetic variation for these loci may be
similar.

Despite not being significant loci type Il and IV, there was a general trend for
differences among the genotypes, which suggests that there may be genetic differences among
the genotypes that contribute to variations in the methylation patterns detected by these loci
types (FIGURE 1). However, further analysis would be needed to confirm these differences

and rule out other confounding factors that may contribute to the observed variation.
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Table 2 - Scott-Knott table between the conditions and genotypes for bands of type I and I,
treatments followed by the same letter there is no significative difference among

them.
Type | Type Il

Group* Treatment Mean Group* Treatment Mean
B COV_0492 112.3 b COV_0492 113.7
A COV_05M 150.3 b COV_05M 91.3
B MURASAKI_0454 122.4 b MURASAKI_0454 112.1
A MURASAKI_0486 178. 7 a MURASAKI_0486 151.3
B MURASAKI_0491 130.1 b MURASAKI_0491 108.4
B MURASAKI_CA 119.8 a MURASAKI CA  147.8

*Means followed by equal letters in the columns belong to the same grouping, at 5% probability.

Source: From author (2023).

The Boxplot analysis (FIGURE 1) showed that tissue culture plants have higher values

than greenhouse-maintained plants for loci type I, I, and 111, but not type V. However, tissue

culture plants were more stable than those in greenhouse. Additionally, Murasaki_CA has a

higher range of values for type I, Il, and Il loci when compared to the other genotypes

maintained in the greenhouse. This genotype was obtained from the mother plants kept in

greenhouse, which may suggest a higher degree of epigenetic variation leading to instability.

Akomeah et al. (2019) also identified that different profiles of methylation patterns varied

according to the genotypes. So, the conditions under which the plants are maintained can affect

the genotypes differently, which means in some genotypes the methylation patterns can be more

stable according to the environments.
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Figure 1 - Boxplot of data distribution, y-axis represents the type of bands, and the x-axis
represents the genotypes, blue boxes are plants from the greenhouse, and blank
boxes from tissue culture.
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3.2 Methylation sensitive amplification polymorphism

The fully methylated recognition sites were the most common methylation pattern
observed in the samples, with an average frequency of 53.3% (FIGURE 2). The next most
frequent methylation pattern was fully unmethylated sites with an average of 18.5%.
Hemimethylated sites, where only one DNA strand was methylated at cytosine residues, had an
average frequency of 12.1%. The least common methylation pattern observed was the one

presenting internal cytosine methylation, which had an average frequency of 16.2%.
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Figure 2 -  Comparison of methylation levels under different cultivation conditions
(GreenHouse X Tissue Culture).
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Source: From author (2023).

Similar data and methylation patterns were observed in a sweetpotato study conducted

by Akomeah et al. (2021), where the majority of the analyzed loci were fully methylated

recognition sites, representing 48.2% of the total. Fully unmethylated sites followed as the

second most common methylation pattern, with a frequency of 21.5%. Hemimethylated sites

were the third most common pattern, making up 19.3% of the loci analyzed, and sites presenting

internal cytosine methylation were the least common, accounting for 11.2% of the total.

The observed pairwise Phi_ST values demonstrated that there is a significant difference

between the two groups, for MSL is 0.07018 and the corresponding p-value of 0.0009. The

pairwise Phi_ST value for NML was 0.02901 with the corresponding p-value is less than

0.0001, which also indicated a statistically significant difference between the two populations

(TABLE 3).
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Table 3 - Analysis of molecular differentiation between greenhouse maintained and tissue
culture-derived sweet potato plants.

MSL NML
Variance d.f. SSD MSD VAR SSD MSD VAR
among environments 1 143.40 143.40 4.80 80.96 80.96 1.67
within environment 34 2164.00 63.64 63.64 1840.00 54.11 54.11
Total 35 2307.00 65.92 1921.00 54.87
Phi_ST 0.07018 (p=0.0009) 0.02901 (p<0.0001)

*df=degrees of freedom; SSD=sum of squares; MSD=mean square deviation; VAR=variance; non-
methylated loci (NML) and methylation susceptible loci (MSL).
Source: From author (2023).

The observed variance (VAR) for each marker represents the amount of variation
attributed to the differences between the greenhouse maintained and tissue culture-derived
sweetpotato plants, and the variance attributed to differences within the same environment
(TABLE 3). The higher observed variance for the MSL or NML within an environment can be
explained by the differences between the two varieties analyzed, while the small variance
between environments suggests that there were similarities in the loci or methylation patterns,
regardless of genotype. These findings have implications for breeding and conservation efforts
of a sweetpotato populations with different genetic traits and adaptations. The methylation
patterns based on their maintenance must be taken into consideration when selecting plants for
these purposes.

The Shannon diversity Index (S) computed for the MSL was found to be significantly
higher (Paired sample t-test p< 0.0001) as compared to NML with values of 0.526 and 0.176,
respectively (TABLE 3). This significant difference in diversity between the two samples also
suggested that the unique factors influencing the genetic variability of each population was the
environmental conditions.

The PCoA results obtained using the similarity matrix from the presence/absence of the
combined MSAP profiles revealed a clear separation between in vitro propagated plants and
greenhouse-maintained plants of the cultivars (FIGURE 4).



Figure 4 — Principal coordinator analysis (PCoA) from MSAP profiles between tissue culture (red square) and greenhouse-maintained (green

triangles).
HPA2 MSP1
MURASAKI0491
MURASAKICA * .
-
MURASAKI0486
10
/’
MURASAKI0486 I
DASARNIUSS
-
10
MURASAKI0491
ICA v . MURASAKI0491
-/}TL"RASAKIO454 '?3-&1455\1(10491
MURASAKI0486 & i 101 * -
MURASAKI0486 RASAKI0454
0 MURASAKI0454 MURASAKI0454 . URA \.4...\. 49
* PR v o *
MURASAKI0454 R
— -
= g 4 TRASAKI049 -
& = MURASAKI0486 RASAKIO g Grupos
= S NERASATINT -
= it MURASAKI0454 + ' #  Greenhouse
S 3 . . MURASAKIO454  COVO0492 & Tissueculture
2 It MURASAKI0191
MURASAKI0486
-10
-10
* A0S
Covos4 N
*
COV0492 R
\. *
20 . .
COV0492 COV0492
/. L
COV0492 COV0492
-10 0 10 20 -20 -10 0 10 20

PCo 1(18.66%)

Source: From author (2023).

PCo 1 (23.79%)

6.



80

It also validated that the environmental condition can change the methylation patterns
of sweetpotato plants. Previous research on many crops, such as grapevine (BARANEK et al.,
2010), tomato (SEYMOUR et al., 2008), triticale (MACHCZYNSKA; ZIMNY; BEDNAREK,
2015), barley (LI et al., 2007), and sweetpotato (AKOMEAH et al., 2019) have shown that
different propagation methods lead to distinct methylation profiles. The PCoA analysis also
highlighted a higher degree of variability among the samples where they were not grouped on
the same eigenspace. Although only two varieties were analyzed, the differences among the six
variants were observed by the methylation patterns. The mirroring observed between the graphs
is due to the regions of action of each enzyme.

The cluster analysis showed that samples of Murasaki_CA, which came from repeated
cutting of a mother plant had higher variation among themselves. They were grouped into many
subgroups, even being from the same clone (FIGURE 5). On the other hand, the plants
maintained in tissue culture were more stable and could be grouped on the same branch
frequently. Even though the plants from tissue culture had varying degree of methylation

profile, they had more epigenectic stability than those maintained in the greenhouse.

Figure 5 - Comparative UPGMA Cluster Analysis of Methylation Patterns in Two Genotypes
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Source: From author (2023).

It has been shown that abiotic stress factors play a crucial role in inducing stress memory
in plants through DNA methylation (WIBOWO et al., 2016). The tissue culture system has
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been reported to provide stressful condition for plants (LONG et al., 2022). Plants response to
stresses are expressed as signal products such as proteins and amino acids (OZTURK et al.,
2020). Evidence suggests that alterations in DNA methylation patterns are linked to the
response of plants to stress (YONG-VILLALOBOS et al., 2015). The higher level of
unmethylated bands under tissue culture can be related to stress-responsive genes, which are
higher expressed in tissue culture-induced stress via a stress-signaling process. Sham et al.
(2015) reported that Arabidopsis plants under tissue culture stress showed an increased
expression of genes involved in stress responsive pathways. In a comprehensive study on
Arabidopsis, it was observed that many genes related to chromatin regulation were
differentially expressed in cell suspension cultures compared to seedling plants (TANURDZIC
et al., 2008)

Based on the analysis proposed by Akomeah et al. (2020), 33 significative loci were
identified as displayed below (FIGURE 6). In the heatmap, the samples from tissue culture
plants (blue box) had fewer loci of type IV than from greenhouse plants (red box). Studies have
shown that in vitro culture-induced stress can also lead to changes in DNA methylation patterns
through demethylation, indicating a potential link between tissue culture conditions and stress-
induced DNA methylation (MACHCZYNSKA; ZIMNY; BEDNAREK, 2015; CORONEL et
al., 2018; ORLOWSKA and BEDNAREK, et al., 2020; BEDNAREK, and ORLOWSKA et
al., 2020).

Figure 6 - Heatmap of significant MSAP bands in sweet potato plants under different
environmental conditions [tissue culture plants (blue box) and greenhouse plants
(red box)].
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The duration of the plants under in vitro culture also influences the mediation between
DNA demethylation of the CG sites due to the presence of copper and silver ions in the medium
(BEDNAREK; ORLOWSKA, 2020). According to Gonzales Benito et al. (2020),
demethylation events were most frequently reported after storage. Ortowska et al. (2016) found
that stressful conditions experienced by plants during regeneration through tissue culture can
have negative effects on both the resulting regenerants and their offspring. This stress led to an
increase in global DNA methylation in both recombinant (Rs) and parental (Ps) plants, with a
higher methylation level in Rs than in Ps. Additionally, the increased methylation level

observed in regenerants remained unchanged in their offspring as shown by RP-HPLC data.

4 CONCLUSIONS

The results from the present study demonstrated that both tissue culture and greenhouse
conditions can affect the methylation profiles of sweetpotato plants. However, greenhouse
conditions resulted in more variation in plants in situ while tissue culture showed a consistent
pattern of methylation changes. Thus, the study evidently suggested that tissue culture is a more
reliable method for maintaining genotypes or producing seedlings in comparison with the plants

maintained in greenhouse from either tissue culture or cutting from single mother plant.
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