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RESUMO 

 

 

 

VETTORAZZI, Renato Gobbi; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro; Fevereiro, 2016; Caracterização, estabelecimento in vitro e 
criopreservação de variedades locais de batata-doce (Ipomoea batatas L. Lam); 
Orientadora: Profª. Virginia Silva Carvalho. Conselheiras: Profª. Rosana 
Rodrigues e Profª. Telma Nair Santana Pereira. 

 
 

O êxodo rural, em consequência da modernização da agricultura, e as mudanças 

nos hábitos alimentares, provocada pelo surgimento de novas opções de 

consumo, têm contribuído para a perda da diversidade genética de genótipos de 

batata-doce (Ipomoea batatas) da região Norte do Estado do Rio de Janeiro, que 

tradicionalmente eram mantidos por agricultores. O presente trabalho objetivou 

caracterizar 30 acessos de batata-doce coletados no Norte do Estado do Rio de 

Janeiro, pertencentes à coleção de germoplasma de batata-doce da UENF, por 

meio de descritores morfológicos e marcadores moleculares; definir um protocolo 

de estabelecimento in vitro dos acessos para a implantação de uma coleção in 

vitro, com duplicatas de segurança e definir protocolos para criopreservação dos 

acessos. Para a caracterização morfológica foram utilizados sete descritores de 

parte aérea e seis de raiz, específicos para batata-doce. Na caracterização 

molecular foram utilizados 17 iniciadores do tipo ISSR. Para a desinfestação e 

estabelecimento in vitro dos acessos, foram utilizados segmentos nodais 

contendo gemas axilares de plantas mantidas em câmara de crescimento em 

substrato autoclavado. A fim de definir protocolos de criopreservação para os 



 

xiv 
 

acessos, foram montados quatro ensaios e um experimento de criopreservação, 

em que protocolos de criopreservação pré-existentes para batata-doce foram 

testados, utilizando as técnicas de vitrificação em gotículas e encapsulamento-

vitrificação. A caracterização morfológica e molecular possibilitou constatar uma 

alta variabilidade dos genótipos de batata-doce que fazem parte da Coleção de 

Germoplasma da UENF, apontando boas perspectivas para o programa de 

melhoramento genético desta cultura. Apesar de alguns acessos apresentarem 

alta contaminação, todos foram estabelecidos in vitro e a coleção de 

germoplasma de batata-doce in vitro com duplicatas de segurança foi implantada 

na UENF. Os processos de criopreservação utilizando a vitrificação em gotículas 

e o encapsulamento-vitrificação, a partir de protocolos pré-existentes para a 

batata-doce, não foram eficientes para os diferentes genótipos estudados.  

 

Palavras-chave: Coleção de Germoplasma; Coleção in vitro; Encapsulamento-

Vitrificação; Manutenção da Diversidade; Primers ISSR; Vitrificação em Gotículas. 
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ABSTRACT 

 

 

 

VETTORAZZI, Renato Gobbi; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro; February, 2016; Characterization, in vitro establishment and 
cryopreservation of sweet potato landraces (Ipomoea batatas L. Lam); Advisor: 
Virginia Silva Carvalho. Committee members: Rosana Rodrigues and Telma Nair 
Santana Pereira.  

 
 

The rural exodus, as a result of the modernization of agriculture, and changes in 

eating habits, caused by the emergence of new consumption options, have 

contributed to the genetic diversity losses of genotypes of sweet potato (Ipomoea 

batatas) in the North of Rio de Janeiro State, which were traditionally kept by 

farmers. The present work aimed to characterize thirty sweet potato accessions 

collected in the North of the State of Rio de Janeiro, from the UENF sweet potato 

germplasm collection through morphological traits and molecular markers; to 

define a protocol of in vitro establishment of accessions for the in vitro collection 

implementation, with safety duplicates and to set protocols for the accessions 

cryopreservation. For the morphological characterization were used seven shoot 

descriptors and six root descriptors specific to sweet potatoes. For molecular 

characterization were used seventeen primers type ISSR. For disinfection and in 

vitro establishment of accessions were used nodal segments containing axillary 

buds from plants kept in a growth chamber in autoclaved substrate. In order to 

define cryopreservation protocols for the accessions, four tests and 

cryopreservation experiment were assembled, where pre-existing protocols for 
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cryopreservation of sweet potato were tested using droplet-vitrification and 

encapsulation-vitrification techniques. A high variability of sweet potato genotypes, 

that are part of the UENF sweet potato germplasm collection, was found, 

indicating good prospects for the breeding program of this crop. Although some 

accessions have high contamination, all accessions were established in vitro and 

the in vitro sweet potato germplasm collection was implemented in UENF with 

safety duplicates. The cryopreservation using droplet-vitrification and the 

encapsulation-vitrification techniques from pre-existing protocols for sweet potato 

were not efficient for these different genotypes. 

 

Keywords: Germplasm Collection; In Vitro Collection; Encapsulation-Vitrification; 

Maintaining Diversity; Primers ISSR; Droplet Vitrification. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.) é uma planta pertencente à 

família Convolvulaceae, que agrupa mais de mil espécies, sendo a principal 

espécie de valor comercial dessa família no Brasil (Thompson et al., 1997). Seu 

uso na alimentação humana, animal e industrial remonta há mais de dez mil anos 

(Hirosse et al., 2012). 

O cultivo da batata-doce é amplamente difundido devido às suas 

vantagens como o baixo custo de produção, a facilidade de cultivo, a rusticidade, 

a ampla adaptação a diferentes climas e tipos de solo, a colheita prolongada, o 

ciclo curto e a proteção do solo contra a erosão, além da função social, que 

contribui para manter o produtor rural no campo (Souza, 2000; Loebenstein, 2009; 

Zhang et al., 2009).  

A produção mundial concentra-se principalmente na Ásia e na África, 

onde milhares de pessoas dependem da batata-doce para a segurança alimentar 

(Loebenstein, 2009). A China é o país que mais produz batata-doce (Zhang et al., 

2009). 

O Brasil é o principal país produtor de batata-doce no continente latino-

americano e os estados que mais produzem são: Rio Grande do Sul, Santa 

Catarina, Bahia e Paraná (Cavalcante et al., 2009).  

O êxodo rural, em consequência da modernização da agricultura, e as 

mudanças nos hábitos alimentares, provocadas pelo surgimento de novas opções 

de consumo, têm contribuído para a perda da diversidade genética de genótipos 
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de batata-doce, que tradicionalmente eram mantidos por agricultores (Cardoso et 

al., 2011). Neste sentido, esforços estão sendo realizados por alguns programas 

nacionais e por instituições internacionais para coletar e conservar o 

germoplasma de batata-doce (Sá et al., 2011). Moulin et al. (2012) caracterizaram 

os riscos e a efetiva perda genética de genótipos de batata-doce, junto a 

pequenos agricultores da região do Norte do Estado do Rio de Janeiro.  

Em consequência das limitações relacionadas aos métodos 

convencionais de conservação de germoplasma ex situ e in situ, tecnologias 

alternativas, como a conservação in vitro, têm sido desenvolvidas e aprimoradas. 

Tais alternativas são consideradas estratégias para a conservação de recursos 

genéticos vegetais (Radzan, 2003).  

Vettorazzi (2013) determinou um protocolo para conservação in vitro de 

30 acessos de batata-doce coletados na região Norte do Estado do Rio de 

Janeiro, visando aumentar o período entre os subcultivos para esta espécie. Foi 

avaliada a viabilidade das mudas de batata-doce aclimatizadas provenientes da 

conservação in vitro por cultivo mínimo e implantado um banco de germoplasma 

de batata-doce in vitro na UENF. Para o cultivo mínimo in vitro dos acessos 

implantados, recomendou-se a utilização de meio MS (Murashige e Skoog, 1962) 

com 100% da concentração de sais minerais e 0,06 mol L-1 de sacarose, à 

temperatura de 27±2°C, com subcultivos a cada 180 dias. Todos os acessos 

apresentaram 100% de sobrevivência, após o cultivo mínimo in vitro, durante a 

aclimatização. 

A conservação in vitro de espécies vegetais pode ser realizada, de 

maneira geral, a partir da técnica de cultivo mínimo para períodos curtos e 

intermediários, em que o metabolismo das plantas é reduzido por modificações do 

ambiente e das condições químicas do meio de cultivo, ou a partir da 

criopreservação, a única técnica disponível para a conservação em longo prazo 

de germoplasma de plantas que são propagadas vegetativamente (Santos e 

Salomão, 2010), como é o caso da batata-doce. 

A criopreservação é um método baseado na manutenção do material 

vegetal em condição de ausência de divisão celular ou de metabolismo zero. Para 

isso, os explantes são submetidos a temperaturas ultrabaixas, em NL a -196°C, 

ou em sua fase de vapor a -150°C, na presença ou ausência de substâncias 

crioprotetoras (Engelmann, 2004).  
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A utilização do banco criogênico permite, ainda, o armazenamento do 

material biológico por tempo indefinido, com baixos riscos ao material conservado, 

uma vez que o metabolismo celular é tão reduzido que a deterioração biológica é 

praticamente paralisada. A estabilidade genética e as características fenotípicas 

do material são mantidas (Engelmann et al., 2008).  
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2. OBJETIVOS 

 

 

 

2.1. Geral 
 

Caracterizar o germoplasma, estabelecer in vitro e definir protocolos de 

criopreservação de acessos de batata-doce coletados na região do Norte do 

Estado do Rio de Janeiro. 

 
 
2.2. Específicos 
 

 
- Analisar a diversidade genética entre os acessos de batata-doce 

coletados no Norte do Estado do Rio de Janeiro, pertencentes à Coleção de 

Germoplasma da UENF, por meio de descritores morfológicos de parte aérea e 

de raiz e por meio de marcadores moleculares do tipo ISSR; 

- Definir um protocolo de estabelecimento in vitro dos acessos de batata-

doce para a implantação de uma coleção in vitro de germoplasma de batata-doce 

na UENF e para obtenção de explantes para os experimentos de criopreservação; 

- Determinar protocolos para criopreservação de acessos de batata-doce 

coletados na região Norte Fluminense, por meio das técnicas de vitrificação em 

gotículas e encapsulamento-vitrificação. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

 

3.1. Origem e aspectos botânicos da batata-doce 

 

Os primeiros estudos sobre o cultivo da batata-doce são do período 

posterior à descoberta da América, reforçando a ideia de que a espécie, até então 

sem origem confirmada, possivelmente tenha surgido neste continente (Austin, 

1988, Rossel et al., 2000, Srisuwan et al.,  2006, Roullier  et al., 2013).  

A partir das análises de batatas-doces secas encontradas em cavernas 

localizadas em Chilca Canyon no Peru e de evidências em escritos arqueológicos 

na região Maia da América Central, sua utilização remonta há mais de dez mil 

anos (Hirosse et al., 2012).  

A espécie Ipomoea batatas pertence à família Convolvulaceae, que 

agrupa cerca de 50 a 60 gêneros e entre 1600 e 1700 espécies. É uma planta da 

classe Magnoliopsida, herbácea, com crescimento geralmente rasteiro, podendo 

ainda ser ereto ou intermediário, sendo a principal espécie de valor comercial da 

família no Brasil. A espécie I. aquatica também é cultivada como alimento, 

principalmente na Malásia e na China, sendo as folhas e brotos consumidos como 

hortaliça (Thompson et al., 1997, Daros et al., 2002).  

A batata-doce é hexaploide (2n = 6x = 90 cromossomos), alógama, 

autoincompatível e propagada vegetativamente, sendo que cada cultivar é um 

clone. O mecanismo de autoincompatibilidade presente na espécie conduz a 

polinização cruzada e, deste modo, a um alto grau de heterozigose. Isto favorece 
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a grande variabilidade genotípica nesta cultura. A polinização normalmente é feita 

por insetos e a autofecundação raramente ocorre (Oliveira et al., 2002).   

A batata-doce possui dois tipos de sistema radicular: raízes tuberosas, 

que acumulam reservas e constituem a parte comercial da planta e as raízes 

absorventes, que cumprem a função de absorção de água e nutrientes. As 

tuberosas podem apresentar vários tipos de cores de película externa e polpa, 

formatos e tamanhos (Jones, 1967; Huamán, 1992).  

O caule ou rama pode ser segmentado e utilizado na plantação e 

formação de lavouras. As ramas mais novas apresentam pouca lignina, enquanto 

que as mais velhas têm um tecido mais rígido, com paredes celulares lignificadas 

e menor número de células meristemáticas, sendo as ramas novas as mais 

indicadas para o enraizamento (Huáman, 1992).  

 

3.2. A importância econômica e nutricional da batata-doce 

 

A batata-doce é cultivada em 116 países, sendo que cerca de 80% da 

produção concentram-se na Ásia, 15% na África e 5% no restante do mundo. É 

considerada a sétima cultura mais importante do mundo e a quinta mais 

importante em países em desenvolvimento depois do arroz, trigo, milho e 

mandioca. A produção global de batata-doce foi de cerca de 103 milhões de 

toneladas no ano de 2012. No ano em destaque, a China colheu o maior volume 

mundial, cerca de 73 milhões de toneladas, seguida pela Nigéria com produção 

de 3,4 milhões de toneladas. Neste ranking, o Brasil ocupa a décima-nona 

posição (Anuário Brasileiro de Hortaliças, 2014). 

No continente latino-americano, o Brasil é o principal produtor de batata-

doce, com uma produção anual estimada de 505 mil toneladas, obtidas em uma 

área plantada de aproximadamente 40 mil hectares, ocupando o quarto lugar 

entre as hortaliças mais consumidas pela população brasileira, sendo uma das 

mais cultivadas no Nordeste e a oitava principal hortaliça exportada pelo país 

(Anuário Brasileiro de Hortaliças, 2014).  

A batata-doce é cultivada em todas as regiões brasileiras, com maior 

presença nas regiões Sul, Sudeste e Nordeste. O Rio Grande do Sul é o maior 

produtor do país, contribuindo com cerca de 32% do total colhido no ano de 2012 

(153,7 mil toneladas), seguido pelos estados Paraná (47,1 mil toneladas), São 
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Paulo (41,4 mil toneladas), Sergipe (40,6 mil toneladas) e Minas Gerais (37,5 mil 

toneladas) (Anuário Brasileiro de Hortaliças, 2014). 

O cultivo da batata-doce é amplamente difundido devido as suas 

vantagens como o baixo custo de produção, a facilidade de cultivo, a rusticidade, 

a ampla adaptação, a colheita prolongada, o ciclo curto e a proteção do solo 

contra a erosão, além da função social, que contribui para manter o produtor rural 

no campo (Souza, 2000, Loebenstein, 2009, Zhang et al., 2009). Na África e na 

Ásia, milhares de pessoas dependem da batata-doce para a segurança alimentar 

(Loebenstein, 2009, Zhang et al., 2009). 

A produção brasileira de batata-doce teve um forte declínio nos últimos 30 

a 40 anos (passando de 1,5 milhão de toneladas em 1975 para apenas 505 mil 

toneladas em 2013), em função da diminuição das áreas de cultivo, devido 

principalmente ao êxodo rural (Anuário Brasileiro de Hortaliças, 2014). Por esta 

razão grande parte do consumo de batata-doce foi substituída por hortaliças mais 

atrativas e de preparo mais fácil, como tomate, alface, pimentão e pepino (Silva et 

al., 2004). 

Além do sabor agradável, a batata-doce possui elevado valor nutritivo, 

participando do suprimento de calorias na alimentação humana. É uma excelente 

fonte de carotenoides, vitaminas A, B, C e E, além de potássio, ferro e cálcio. A 

batata-doce pode ser utilizada na culinária doméstica ou como matéria-prima em 

processos industriais, na obtenção de doces, farinhas, flocos e fécula (Roesler et 

al., 2008). A raiz pode ser consumida assada, cozida ou frita (Murilo, 1990).  

Essa olerícola também possui potencial terapêutico, sendo utilizada em 

práticas de medicina tradicional para a diabetes mellitus tipo 2. Pesquisas em 

modelos animais e humanos sugerem um possível papel da batata-doce no 

controle glicêmico (Ooi e Loke, 2012). A variedade roxa possui elevado teor de 

betacaroteno, uma substância antiviral, anticancerígena e antioxidante, que é 

convertida pelo organismo em vitamina A, um antioxidante que ajuda a combater 

o câncer (Li et al., 2013). A batata-doce, também, apresenta alto teor de vitamina 

E, essencial para a pele. As fibras desse vegetal, que se concentram 

especialmente na casca, ajudam na digestão e na redução do colesterol (Guedes, 

2004). 

Além dos aspectos mencionados, o cultivo de batata-doce apresenta 

potencial para a produção de biomassa voltada para a fabricação de 
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biocombustível, o que pode levar ao fortalecimento da agricultura familiar. 

Comparada a outras culturas como arroz, banana, milho e sorgo, a batata-doce 

tem se mostrado mais eficiente em quantidade de energia líquida gerada, tanto 

por unidade de área como por unidade de tempo. Isso ocorre devido à grande 

produção de raízes em um ciclo relativamente curto, com baixo custo, durante 

todo o ano. Cerca de oito toneladas de batata-doce fresca podem produzir uma 

tonelada de bioetanol. A produção de etanol a partir da batata-doce não compete 

com os biocombustíveis derivados da cana-de-açúcar ou do milho, mas pode se 

complementar a eles (Silva, 2002, Qiu et al., 2010, Ferrari et al., 2013, Wang et 

al., 2013, Zhang et al., 2013). A primeira usina de biocombustível a partir da 

batata-doce foi implantada em Tangará da Serra, no Mato Grosso, no ano de 

2013. Iniciativas visando à geração de etanol de batata-doce estão sendo 

desenvolvidas nos Estados do Rio Grande do Sul, do Paraná e do Tocantins 

(Anuário Brasileiro de Hortaliças, 2014). 

 

3.3. A importância da conservação do germoplasma de batata-doce 

 

O êxodo rural, em consequência da modernização da agricultura, e as 

mudanças nos hábitos alimentares, provocada pelo surgimento de novas opções 

de consumo, têm contribuído para a perda da diversidade genética de genótipos 

de batata-doce, que tradicionalmente eram mantidos por agricultores (Cardoso et 

al., 2011). 

Vários são os motivos associados à erosão genética que vão desde o 

abandono das lavouras até a substituição da variedade tradicional por híbridos e 

outros genótipos comerciais. No caso do abandono das lavouras, as motivações 

incluem os baixos preços pagos pelo mercado, a falta de estradas adequadas 

para o escoamento da produção e também o fato de os produtores rurais não 

incentivarem seus filhos a continuarem na atividade rural, preferindo que eles 

deixem o campo e passem a morar nas cidades. Aliada à substituição das 

variedades locais, está ocorrendo a perda dos saberes associados (erosão 

cultural), comprometendo a agrobiodiversidade na região (Cardoso et al., 2011). 

Os recursos genéticos vegetais constituem a base da cadeia alimentar do 

homem, além de atender inúmeras de suas necessidades como combustível, 

vestuário, medicamentos e habitação. Conservar estes recursos em condições 
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ideais, mantendo sua integridade física e genética, é garantir os genes para a 

sustentabilidade de trabalhos de melhoramento de plantas e assegurar o alimento 

das próximas gerações.   

Para evitar a perda da diversidade é fundamental realizar a coleta de 

germoplasma para conservação ex situ, em condições apropriadas, de forma que 

estejam disponíveis para a utilização futura (Austin, 1988, Huamán e De La 

Puente, 1988, Sá et al., 2011). Neste sentido, esforços estão sendo realizados por 

alguns programas nacionais e por instituições internacionais para coletar e 

conservar o germoplasma de batata-doce (Huamán e De La Puente, 1988).  

Moulin et al. (2012) caracterizaram os riscos e a efetiva perda de 

genótipoa de batata-doce, nas comunidades, junto a pequenos agricultores da 

região do Norte do Estado do Rio de Janeiro. A pesquisa incluiu um levantamento 

sobre o perfil socioeconômico dos agricultores familiares, a coleta de cultivares 

tradicionais mantidas por essas famílias, a caracterização morfológica, 

agronômica e molecular dos acessos coletados e a quantificação da divergência 

genética entre eles.  

 

3.4. A caracterização do germoplasma de batata-doce 

 

A caracterização morfológica de um banco de germoplasma é 

normalmente uma das formas mais acessíveis de quantificar sua diversidade 

genética e vem sendo bastante utilizada, devido a diversas vantagens, como a 

praticidade, o baixo custo e a facilidade no manejo dos dados, a depender do 

número de acessos a ser trabalhado e dos tipos das características avaliadas 

(Rabbani et al., 1998; Ritschel et al., 2002). A caracterização morfológica 

disponibiliza informações sobre o germoplasma conservado, dispondo-o de uma 

forma mais efetiva para utilização. O valor do germoplasma aumenta à medida 

que este se torna conhecido e documentado (Painting et al., 1995).  

Para batata-doce (Ipomoea batatas L. Lam), uma espécie cultivada em 

todo território nacional, alguns estudos utilizando marcadores morfológicos estão 

disponíveis na literatura, tais como Moulin et al. (2012) que caracterizaram 46 

acessos de batata-doce, coletados na região Norte do Estado do Rio de Janeiro, 

utilizando oito descritores de parte aérea e seis de raiz; Veasey et al. (2007) que 

caracterizaram 74 acessos de batata-doce, coletados na região do Vale do 
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Ribeira, utilizando 14 características morfológicas e agronômicas; Chávez et al. 

(2006) que avaliaram 52 variedades locais da Colômbia utilizando 18 descritores 

da parte aérea e raiz; e Daros et al. (2002) que avaliaram 14 acessos de batata-

doce com base em um total de 20 descritores.  

O estudo da diversidade genética entre acessos de uma cultura, além de 

possibilitar a identificação de materiais genéticos muito próximos ou duplicados, 

indica aqueles genótipos mais distantes geneticamente, os quais poderão ser 

recomendados para futuros programas de policruzamentos no desenvolvimento 

de novas cultivares (Scapim et al., 1999). 

Na avaliação da diversidade genética, destacam-se ainda, os marcadores 

moleculares, pois, quando comparados com outros tipos de marcadores, 

apresentam maior número de locos polimórficos, o que permite a distinção entre 

acessos, mesmo com morfologia similar. Algumas complicações, como o efeito 

ambiental, tempo necessário para avaliações, herança poligênica, entre outras, 

podem ser evitadas pelo uso da análise direta do genótipo por meio de 

marcadores moleculares de DNA (Carvalho et al., 2008).  

Os estudos com marcadores moleculares fazem contribuições 

significativas para compreensão da diversidade genética (Spooner et al., 2005). 

Com o uso de marcadores moleculares, pode-se gerar uma grande quantidade de 

informações que, associada às características fenotípicas, permitem o 

agrupamento de genótipos e o planejamento de cruzamentos de forma rápida e 

muito eficiente (Ferreira e Grattapaglia, 1998).  

Uma metodologia utilizada são os marcadores ISSR, desenvolvidos a 

partir dos SSR. Análises de ISSR envolvem amplificações do DNA genômico por 

PCR, utilizando sequências repetidas de di-nucleotídeo, tri-nucleotídeo, tetra-

nucleotídeos ou pentanucleotídeos (Wolfe et al., 1998). O iniciador usado pode 

estar não ancorado ou ancorado, esta última corresponde à condição mais 

frequente, com uma a quatro bases ancoradas na posição 5‟ e 3‟ do iniciador, 

dentro de sequências flanqueadas (Reddy et al., 2002).  

O ISSR utiliza iniciadores longos, geralmente de 16-25 pb, para amplificar 

principalmente entre sequências de SSR de diferentes tamanhos. Este marcador 

é composto por regiões entre dois microssatélites e não requer a informação da 

sequência do iniciador, e a sua segregação coincide com a herança mendeliana 

dominante, podendo esta ser considerada uma característica desvantajosa da 
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técnica. Entretanto, este método possui alta reprodutibilidade, grande flexibilidade, 

uso de pequenas quantidades de DNA e alto nível de polimorfismo (Joshi et al., 

2000). O ISSR possibilita a determinação da diversidade inter e intra-específica, 

confecção de mapas genéticos, estudos filogenéticos, além de caracterização e 

avaliação do germoplasma (Zietkiewicz et al., 1994; Ratnaparkhe, 1998; Huang e 

Sun, 2000).  

Poucos estudos com marcadores ISSR foram relatados até o momento 

com I.batatas. Moulin et al. (2012) utilizaram 19 marcadores ISSR para estimar a 

diversidade genética entre 82 acessos de Ipomoea coletados na região Norte do 

Estado do Rio de Janeiro (81 acessos de batata-doce e um acesso de Ipomoea 

pescaprae), gerando 135 marcas polimórficas. Considerando custos, viabilidade, 

estrutura de laboratório e disponibilidade de pessoal treinado, a técnica pode ser 

recomendada para a caracterização de recursos genéticos de batata-doce.  

No estudo de Hu et al. (2003), oito iniciadores polimórficos foram 

selecionados para estimar a diversidade genética entre 34 acessos de Ipomoea 

(28 acessos de batata-doce e seis acessos de espécies silvestres), gerando 81 

marcas polimórficas. Os acessos foram agrupados em três grupos maiores, com o 

objetivo de determinar a relação filogenética entre as espécies. Constatou-se que 

marcadores ISSR são eficientes para a obtenção de polimorfismo e posterior 

obtenção de mapas de ligação relacionando a batata-doce cultivada a espécies 

silvestres.  

 

3.5. As formas de conservação de germoplasma vegetal 

 

Há dois métodos básicos para a conservação de germoplasma: 

conservação in situ e ex situ. A conservação in situ é a manutenção e 

recuperação de populações viáveis de espécies em seu ambiente natural e, para 

espécies domesticadas ou cultivadas, nos ambientes onde tenham desenvolvido 

suas propriedades características. Os métodos de conservação ex situ consistem 

em manter as espécies em cultivo fora de seus habitats, em condições artificiais 

(Nick et al., 2010). 

A principal forma de conservação praticada pelos bancos de 

germoplasma é a ex situ, uma vez que nestes locais normalmente concentram-se 

recursos de diversas partes do globo.  Praticamente, todas as espécies podem 
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ser conservadas ex situ, desde que seja possível manter a frequência alélica, 

geração após geração. A principal crítica feita a este tipo de conservação é que 

desta forma a seleção natural fica impossibilitada de atuar, pois os genótipos não 

sofrem o processo de evolução normal em função das alterações das condições 

ambientais (Nick et al., 2010). 

 

3.6. Os bancos de germoplasma de batata-doce no Brasil e no 

mundo 

 

O número de bancos de germoplasma no mundo inteiro ultrapassa 1.750, 

com mais de 7,4 milhões de acessos armazenados em coleções mundiais ex situ 

(FAO, 2011). Cerca de 710 mil acessos de cereais, leguminosas, tubérculos, 

florestais e outras culturas são armazenados nas coleções internacionais do 

CGIAR (CGIAR, 2015).  

O maior banco de germoplasma de batata-doce fica localizado no CTCRI, 

na Índia. Este banco possui 3073 acessos, sendo 70% variedades locais, 

mantidos em condições de campo. Já a Indonésia detém a segunda maior 

coleção, mantida por diferentes instituições, com 1155 acessos, sendo que 200 

destes são mantidos in vitro, e os demais em campo. A China possui uma coleção 

com 700 acessos mantidos no campo, e o Sri Lanka mantém um banco de 

germoplasma com 135 acessos de batata-doce, também mantidos no campo 

(Fuglie et al., 1999).  

No Brasil, a EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, tornou-se 

em 2008 o quarto maior banco de germoplasma do mundo (EMBRAPA, 2008), 

com cerca de 200 mil acessos de diferentes culturas, armazenados nos 138 

bancos ativos de germoplasma (EMBRAPA, 2010). A Embrapa possui o maior 

banco ativo de germoplasma de batata-doce do Brasil, com cerca de 600 acessos 

na Embrapa Hortaliças e 50 acessos na Embrapa Clima Temperado, disponíveis 

para uso em programas de pesquisa (EMBRAPA, 2015).  

 

3.7. A conservação in vitro de germoplasma de batata-doce 

 

A manutenção de coleções in vitro é um método alternativo para 

conservação de germoplasma, indicado especialmente para espécies propagadas 
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vegetativamente, como é o caso da batata-doce (Roca et al., 1991). A 

conservação de plantas in vitro é baseada no cultivo das coleções em 

laboratórios, a partir da técnica de cultura de tecidos (George e De Klerk, 2008).  

A conservação in vitro apresenta diversas vantagens sobre o processo de 

conservação de germoplasma no campo, dentre elas destacam-se: a manutenção 

de um grande número de acessos num pequeno espaço físico, material vegetal 

asséptico, livre de patógenos e, portanto, mais produtivo; material livre das 

intempéries e riscos que existem no campo, como ataque de pragas e doenças, 

enchentes, secas ou perda de identificação, além da redução dos custos 

financeiros, entre outros (Dorion et al., 1991, Withers e Williams, 1998, Cid, 2001).  

Assim, o banco de germoplasma in vitro é um meio bastante atrativo, 

desde que se tenha uma estrutura física adequada e mão de obra qualificada 

(Withers, 1991). Uma das possíveis limitações desta conservação é a variação 

somaclonal. Esta variação genética ocorre entre indivíduos regenerados da 

cultura de tecidos como resultado do processo de cultivo in vitro. Entre outras 

limitações da conservação in vitro estão: a quantidade de material disponível para 

o uso, o risco de contaminações (tanto na introdução do material in vitro, como 

nos subcultivos) e a periodicidade entre os subcultivos das plantas (Borém e 

Miranda, 2009). 

A aplicação de técnicas biotecnológicas de cultura de tecidos tem 

permitido a formação e a conservação por longos períodos de tempo de coleções 

de germoplasma de várias espécies de plantas, como a oliveira (Olea europaea 

L.) e a bananeira (Musa spp.), possibilitando, assim, que o material vegetal de 

interesse se torne disponível para recuperação e possível utilização no futuro 

(Lambardi et al., 2002, INIBAP, 2006).  

A conservação in vitro de espécies vegetais pode ser realizada, de 

maneira geral, a partir de dois sistemas: o sistema de crescimento lento ou cultivo 

mínimo e o sistema de criopreservação. Na técnica de cultivo mínimo, o 

metabolismo das plantas pode ser reduzido pela modificação nas condições 

químicas do meio de cultivo (sem afetar sua viabilidade), pela indução de estresse 

osmótico, redução da intensidade de luz ou temperatura, acréscimo de 

reguladores de crescimento ou diminuindo a concentração dos componentes 

salinos e orgânicos do meio de cultura (Roca et al., 1991, Withers e Williams, 

1998, Fortes e Pereira, 2001, Faria et al., 2006, Sá et al., 2011). 
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O cultivo mínimo tem sido utilizado com sucesso, principalmente para a 

conservação de ápices meristemáticos de muitas espécies. O objetivo é 

desacelerar o crescimento e aumentar ao máximo o intervalo entre os subcultivos 

ou estendê-los indefinidamente, pois desta forma se reduz a mão de obra e o 

espaço necessário, além de proporcionar ao melhorista acesso imediato a todo o 

germoplasma da coleção (Roca et al., 1991, George, 1993, Tahtamouni et al., 

2001, Lemos et al., 2002, Hao e Deng, 2003, Islam et al., 2003, Sarwar e Siddiqui, 

2004, Amaral, 2005, Kovalchuk et al., 2009, Santos et al., 2011).  

Para a batata-doce, o subcultivo é feito, em média, a cada 90 dias, sendo 

este um dos aspectos que mais consomem tempo e capital na manutenção da 

coleção in vitro (Teixeira e Nascimento, 1999).  

Vettorazzi (2013) determinou um protocolo para conservação in vitro de 

30 acessos de batata-doce coletados na região Norte do Estado do Rio de 

Janeiro, visando aumentar o período entre os subcultivos para esta espécie. Foi 

avaliada a viabilidade das mudas de batata-doce aclimatizadas provenientes da 

conservação in vitro por cultivo mínimo e implantado um banco de germoplasma 

de batata-doce in vitro na UENF. Para o cultivo mínimo in vitro dos acessos 

implantados recomendou-se a utilização de meio MS (Murashige e Skoog, 1962) 

com 100% da concentração de sais minerais e 0,06 mol L-1 de sacarose, à 

temperatura de 27±2°C, com subcultivos a cada 180 dias. Todos os acessos 

apresentaram 100% de sobrevivência, após o cultivo mínimo in vitro, durante a 

aclimatização. 

Já a criopreservação é a única técnica disponível para a conservação de 

germoplasma por longos períodos de tempo de plantas que são propagadas 

vegetativamente (Santos e Salomão, 2010), como é o caso da batata-doce. 

 

3.8. A Criopreservação de germoplasma vegetal 

 

A criopreservação é um método baseado na manutenção do material 

vegetal em condição de redução da divisão celular ou de metabolismo zero. Para 

isso, os materiais vegetais dos mais variados tipos (sementes, gemas apicais, 

embriões somáticos ou zigóticos, e pólen) são submetidos a temperaturas 

ultrabaixas, geralmente em NL a -196°C, ou em sua fase de vapor a -150°C, na 

presença ou ausência de substâncias crioprotetoras (Engelmann, 2004). 
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A criopreservação foi desenvolvida para evitar as alterações genéticas 

que podem ocorrer durante a estocagem de culturas in vitro por longos períodos 

(Engelmann, 2004).  

A conservação de germoplasma em um banco criogênico é mais barata 

que os outros sistemas disponíveis in vitro, como a conservação in vitro por 

cultivo mínimo. Nele, o material criopreservado necessita de pequeno espaço 

para armazenamento, requer pouca manutenção, dispensando subcultivos e a 

variação somaclonal é reduzida (Santos, 2004). A utilização do banco criogênico 

permite o armazenamento do material biológico por tempo indefinido, com baixo 

risco ao material conservado, uma vez que o metabolismo celular é tão reduzido 

que a deterioração biológica é praticamente paralisada. A estabilidade genética e 

as características fenotípicas do material são mantidas (Engelmann et al., 2008).  

A criopreservação pode ser utilizada com sucesso na conservação de 

germoplasma de um amplo número de culturas comercialmente importantes, 

como a mandioca, o arroz, a cana-de-açúcar, a banana e o morango (Razdan, 

2003). 

Independente da técnica utilizada, de modo geral, o processo de 

criopreservação é constituído basicamente de cinco fases distintas: a) 

congelamento; b) armazenamento; c) descongelamento; d) restabelecimento dos 

explantes criopreservados; e) determinação da viabilidade. 

Os métodos de criopreservação são diferentes e incluem os métodos 

convencionais ou clássicos baseados na desidratação induzida pelo 

congelamento das células (mais dispendiosos em equipamentos), como também, 

métodos baseados na vitrificação (Sakai et al., 2008). 

As novas técnicas de criopreservação incluem: encapsulamento-

desidratação, vitrificação, encapsulamento-vitrificação, desidratação, pré-

crescimento, pré-crescimento-desidratação e vitrificação em gotículas 

(Engelmann e Dussert, 2013).  

 

3.8.1. Encapsulamento-Desidratação 

 

Encapsulamento-desidratação é baseada na tecnologia desenvolvida 

para a produção de sementes sintéticas. Os explantes são encapsulados em 

gotas de alginato de cálcio, pré-cultivados em meio líquido suplementado com 
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sacarose durante 1-7 dias, parcialmente dessecados no fluxo laminar de ar ou em 

sílica gel até um teor de água de cerca de 20% (base da massa da matéria 

fresca), em seguida, as amostras são arrefecidas rapidamente em NL. Os 

explantes criopreservados são descongelados em temperatura ambiente 

(descongelamento lento) ou em banho-maria (descongelamento rápido) e, em 

seguida, são colocados em meio de recuperação (Gonzalez-Arnao e Engelmann, 

2006, Engelmann et al., 2008).  

A sobrevivência é alta e a recuperação do crescimento das amostras 

criopreservadas é geralmente rápida e direta, sem a formação de calos. Esta 

técnica é de fácil manuseio, podendo ser utilizada para o tratamento simultâneo 

de um grande número de amostras. Nenhum equipamento especial é necessário 

e o procedimento de descongelamento é simples. O único agente crioprotetor 

utilizado é a sacarose, evitando, assim, o efeito tóxico de outros agentes 

crioprotetores, tais como o PVS2 (Engelmann et al., 2008). 

A técnica de encapsulamento-desidratação já foi aplicada com sucesso 

para mais de 70 espécies diferentes de plantas, dentre elas, espécies de clima 

temperado, incluindo brotos de eucalipto e uva e embriões somáticos de cenoura 

e espécies de clima tropical, como ápices meristemáticos de mandioca, cana de 

açúcar e café. A desvantagem da técnica é o tempo extenso envolvido na etapa 

da desidratação, além disso, algumas espécies não toleram altas concentrações 

de sacarose (Engelmann et al., 2008).  

 

3.8.2. Vitrificação  

 

O método preferível para a criopreservação é a vitrificação, por ser de 

fácil condução, apresentar alta porcentagem de restabelecimento do material 

vegetal, não requerer o uso de equipamentos programáveis ou ultrafreezers (-

80°C) considerados caros. O uso de soluções crioprotetoras altamente 

concentradas permite a solidificação das estruturas de forma que se mantenham 

viscosas e estáveis e evita a formação de cristais de gelo (Engelmann, 2004). 

Além disso, a criopreservação por vitrificação tem provado ser uma eficiente 

técnica para a eliminação de patógenos de plantas (Ding et al., 2008, Wang e 

Valkonen, 2009).  
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De modo geral, este procedimento consiste nos seguintes passos (Figura 

1):  

 
Figura 1. Protocolo de criopreservação pelo método de vitrificação. 
 
 

Essa técnica já foi utilizada com sucesso para armazenamento em NL de 

mais de 200 espécies e variedades, dentre elas: abacaxi, álamo, alho, ameixa, 

amendoim, amora, arroz, aspargo, banana, batata-doce, batata, beterraba, caqui, 

cenoura, centeio, cravo, crisântemo, ginseng, groselha, hortelã, inhame, jaca, 

maçã, mandioca, uva, e outros (Sakai et al., 2008). 

 

3.8.3. Encapsulamento-Vitrificação 

 

Encapsulamento-vitrificação é uma combinação de encapsulamento-

desidratação e de vitrificação. As amostras são encapsuladas em gotas de 

alginato (contendo 2-3% de alginato de cálcio, 2 mol L-1 de glicerol e 0,4 mol L-1 

de sacarose em meio de cultura sem cálcio), e em seguida, tratado seguindo um 

protocolo padrão de vitrificação, como descrito anteriormente. O principal 

interesse desta técnica é que os explantes encapsulados não estão em contato 

direto com as soluções de vitrificação altamente concentradas, diminuindo assim 

a sua toxicidade, além disso, o tempo necessário para a desidratação é reduzido. 

A técnica de encapsulamento-vitrificação é, ainda, de fácil manuseio e pode ser 
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utilizada para o tratamento simultâneo de um grande número de amostras (Sakai 

e Engelmann, 2007, Sakai et al., 2008). 

Este método foi aplicado com sucesso em ápices meristemáticos de 

algumas espécies como: abacaxi, ameixa, batata-inglesa, batata-doce, caqui, 

cenoura, cravo, framboesa, hortelã, laranja-azeda, lírio, maçã, mandioca, 

morango, violeta e embriões somáticos de cenoura e oliveira (Sakai et al., 2008). 

 

3.8.4. Desidratação 

 

A desidratação é o processo mais simples de criopreservação. Ele 

consiste em desidratar explantes (em cabine de fluxo laminar de ar, sílica gel ou 

soluções salinas saturadas), em seguida, arrefecê-los rapidamente por imersão 

direta em NL. Esta técnica é usada principalmente em sementes, embriões 

zigóticos ou eixos embrionários extraídos de sementes. Em geral, boa 

sobrevivência é obtida quando as amostras são criopreservadas entre 10% e 20% 

de teor de água (Engelmann, 1997). 

 

3.8.5. Pré-Crescimento 

 

A técnica de pré-crescimento consiste em cultivar as amostras em meio 

com crioprotetores (geralmente sacarose, podendo ser substituída por frutose ou 

glicose), seguida de arrefecimento rápido por imersão direta em NL. A técnica de 

pré-crescimento já foi testada em ápices meristemáticos de pelo menos 36 

acessos de banana, de oito diferentes grupos genômicos, podendo ser aplicada 

na maioria dos acessos (Panis et al., 2002). 

 

3.8.6. Pré-Crescimento-Desidratação 

 

No protocolo de pré-crescimento-desidratação, os explantes pré-

cultivados na presença de crioprotetores, são desidratados em gabinete de fluxo 

laminar de ar ou com sílica gel e em seguida rapidamente criopreservados. Este 

método pode ser aplicado para vários explantes de diferentes espécies, incluindo 

os segmentos de caule de aspargos (Uragami et al., 1990), os embriões 

somáticos de óleo de palma (Dumet et al., 1993), embriões zigóticos de coco 
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(Assy-Bah e Engelmann, 1992) e embriões somáticos de coentro (Popova et al., 

2010). 

 

3.8.7. Vitrificação em gotículas 

 

A vitrificação em gotículas é uma modificação do método de vitrificação. O 

termo „gotículas‟ refere-se às microgotas do crioprotetor (cerca de 5 a 10 µL de 

PVS2) que são colocadas em uma faixa de folha de alumínio, na qual os 

explantes são congelados em NL. As folhas de alumínio tornam-se um local para 

fácil alocação de grande quantidade de material, devido ao pequeno volume de 

meio crioprotetor que é utilizado. Posteriormente, os explantes são 

descongelados em meio líquido contendo 1,2 mol L-1 de sacarose. A folha de 

alumínio é um bom condutor de calor e muito importante para o reaquecimento 

das amostras, etapa que deverá ser rápida a fim de evitar o efeito danoso da 

formação de cristais de gelo que pode ocorrer durante esta fase (Sakai, 2007, 

Engelmann, 2011).  

Esta técnica é a mais recente, no entanto o número de espécies com 

resultados promissores é crescente, dentre elas: ápices meristemáticos de alho, 

banana, batata-doce, batata, chicória, crisântemo, inhame, morango, tomilho, 

tâmara e embriões somáticos de cana-de-açúcar (Sakai, 2007).  

 

3.9. A criopreservação de germoplasma de batata-doce 

 

Em relação a outras raízes e tubérculos, a batata-doce, é uma planta 

mais difícil de criopreservar, por ser uma cultura tropical sensível à desidratação 

por PVS2 e não possuir nenhuma adaptação ao frio (Takagi et al., 1998). Os 

primeiros resultados nesta espécie foram publicados por Towill e Jarret (1992) 

(Tabela 1). 

As técnicas Desidratação, Pré-Crescimento e Pré-Crescimento-

Desidratação ainda não foram relatadas na criopreservação de germoplasma de 

batata-doce. 
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Tabela 1. Criopreservação de germoplasma de batata-doce. 

Técnica Utilizada 
Tamanho dos 

Explantes 

Taxa de 

Sobrevivência 
Referência 

Vitrificação 

1 mm 23% Schnabel-Preikstas et al. (1992) 

- 47% Plessis e Steponkus (1996) 

0,5-0,7 mm 26% Golmirzaie et al. (2000) 

Vitrificação em gotículas 

0,5-0,7 mm 64% Towill e Jarrett (1992) 

0,5-1 mm 66% Pennycooke e Towill (2000) 

0,5-1 mm 93% Pennycooke e Towill (2001) 

Encapsulamento-

Desidratação 
0,5-1 mm 67% Pennycooke e Towill (2001) 

Encapsulamento-

Vitrificação 

1 mm 94% Hirai e Sakai (2003) 

1-1,5 mm 85% Wang e Valkonen (2008) 

 
 
3.9.1. Vitrificação em batata-doce 

 

Schnabel-Preikstas et al. (1992) foram os primeiros a utilizar a técnica de  

vitrificação para a criopreservação de batata-doce. Utilizando um meio de 

recuperação dos explantes composto pelos sais minerais do MS (Murashige e 

Skoog, 1962) contendo AIA e KIN, os autores conseguiram apenas 23% de 

sobrevivência dos explantes. 

Ao modificarem o meio de recuperação dos explantes por um meio 

composto por sais minerais do meio MS suplementado com KIN e GA3, Plessis e 

Steponkus (1996) obtiveram 47% de sobrevivência.  

Utilizando um meio de recuperação modificado composto de sais minerais 

do MS contendo 2 mg L-1 pantotenato de cálcio, 100 mg L-1 de arginina, 200 mg L-

1 de ácido ascórbico, 20 mg L-1 de putrescina, 20 mg L-1 de GA3, 5 mL L-1 de água  

de coco e 0,09 mol L-1 de sacarose, Golmirzaie et al. (2000) obtiveram 26% de 

sobrevivência. 

Até o momento, poucos trabalhos foram publicados sobre criopreservação 

de batata-doce, utilizando a técnica de vitrificação. Duas desvantagens principais 

estão envolvidas na técnica de vitrificação: a manipulação de pequenos explantes 

não encapsulados é problemática e a desidratação com solução de vitrificação 

requer período de tempo muito preciso e curto, o que é difícil de controlar. Nesta 

técnica é difícil tratar simultaneamente um grande número de amostras (Feng et 

al., 2011). 
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3.9.2. Vitrificação em gotículas em batata-doce 

 

A criopreservação de batata-doce pela técnica de vitrificação por gotículas 

foi primeiramente relatada por Towill e Jarret (1992). Ápices meristemáticos com 

0,5-0,7 mm de comprimento foram excisados de gemas axilares de plantas 

matrizes em cultivo in vitro, com 8 a 12 semanas de idade e, em seguida, 

submetidos à criopreservação. No entanto, os resultados foram pouco 

reprodutíveis, pois houve grande variação nas porcentagens de sobrevivência 

entre as repetições dos tratamentos (0-64%). 

Com base no protocolo proposto por Towill e Jarret (1992), Pennycooke e 

Towill (2000) desenvolveram um processo de vitrificação em gotículas modificado. 

Os ápices meristemáticos com 0,5-1,0 mm de comprimento foram excisados de 

plantas em cultivo in vitro, com 4 a 8 semanas de idade. Os ápices foram pré-

cultivados em 0,3 mol L-1 de sacarose por 24 horas. Em seguida, foram colocados 

em uma solução que consiste em 2 mol L-1 de glicerol e 0,4 mol L-1 de sacarose 

no meio de cultura contendo os sais minerais do MS por uma hora e desidratados 

por exposição ao PVS2 por 16 minutos. Após a desidratação, gotículas de 10 µL 

de PVS2 foram colocadas sobre os explantes em tiras finas (40 × 2 mm) de papel 

alumínio estéril e imersas no NL. O descongelamento foi realizado em meio 

líquido MS contendo sacarose 1,2 mol L-1 durante 20 min e, em seguida, os 

explantes foram pós-cultivados num meio MS de recuperação contendo 0,2 mg L-1 

de ANA, 1,1 mg L-1 de BA e 0,2 mg L-1 de KIN. Com alguns parâmetros 

otimizados, a sobrevivência após a criopreservação foi de aproximadamente 66%, 

a formação de calos foi pequena e os resultados foram reprodutíveis.  

Pennycooke e Towill (2001) demonstraram que a técnica de vitrificação 

por gotículas ainda poderia ser melhorada, quando os explantes descongelados 

são colocados em meio sem NH4
+ nos primeiros cinco dias após a 

criopreservação e, em seguida, transferidos para meio de recuperação contendo 

NH4
+. A taxa de sobrevivência aumentou para 93%. O NH4

+ é tóxico para as 

células congeladas e a sobrevivência dos explantes pode ser melhorada pela 

exclusão do NH4
+ do meio nos primeiros dias. 

A técnica de vitrificação por gotículas pode ser empregada para 

preservação em longo prazo de germoplasma de batata, a exemplo do que é 

realizado com 446 acessos no Centro Internacional da Batata (CIP), no Peru 
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(Panta et al., 2006) e banana (306 acessos) na Universidade Katholieke, Leuven, 

Bélgica (Panis et al., 2005). Esta técnica pode ser considerada promissora no 

armazenamento em longo prazo de batata-doce, porém estudos adicionais ainda 

são necessários para testar suas aplicações nos diferentes genótipos de batata-

doce. 

 

3.9.3. Encapsulamento-Desidratação em batata-doce 

 

Pennycooke e Towill (2001) relataram a criopreservação de batata-doce 

por encapsulamento-desidratação. Ápices meristemáticos com 0,5-1,0 mm de 

comprimento foram excisados de plantas com 4-8 semanas sob cultivo in vitro e 

encapsulados em gotas de 4-5 mm de diâmetro. Os encapsulados foram pré-

cultivados em meio MS líquido contendo concentrações crescentes de sacarose: 

0,25 mol L-1, 0,5 mol L-1 e 0,75 mol L-1, permanecendo 24 horas em cada 

concentração. Após a desidratação por secagem em fluxo laminar de ar para 

reduzir o teor de água para cerca de 18%, os encapsulados foram mergulhados 

diretamente em NL. Após o tempo de imersão em NL os encapsulados foram 

descongeladas rapidamente em meio líquido contendo os sais minerais do MS, 

0,06 mol L-1 de sacarose e, em seguida, cultivadas em meio MS sólido sem NH4
+, 

contendo 0,2 mg L-1  de ANA, 0,1 mg L-1 de BA, 0,2 mg L-1  de KINe 0,09 mol L-1 

de sacarose. Após dois dias de incubação no escuro, os ápices meristemáticos 

foram desencapsulados e cultivados à luz no mesmo meio durante três dias. Por 

fim, os explantes foram transferidos para meio MS normal para a recuperação. 

Com este protocolo, os autores conseguiram uma taxa de sobrevivência de 67% 

dos explantes. 

Para a batata-doce, o encapsulamento-desidratação como técnica de 

criopreservação foi relatado apenas por Pennycooke e Towill (2001). Portanto, 

são necessários mais estudos sobre essa técnica nesta cultura (Feng et al., 

2011). 

 

3.9.4. Encapsulamento-Vitrificação em batata-doce 

 

Hirai e Sakai (2003) foram os primeiros a descrever um protocolo de 

encapsulamento-vitrificação para criopreservação de batata-doce. Segmentos 
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nodais com cerca de 8 mm de comprimento contendo gemas foram removidos a 

partir de plantas mantidas in vitro e mantidos em meio contendo os sais minerais 

do MS, 0,09 mol L-1 de sacarose, 1 g L-1 de caseína hidrolizada e 0,5 mg L-1  de 

BA. Após 10 a 14 dias de incubação, os ápices caulinares com um milímetro de 

comprimento foram retirados das gemas e encapsulados em gotas com 4 mm de 

diâmetro. Os encapsulados foram pré-incubados em meio líquido MS 

suplementado com 0,09 mol L-1 de sacarose e 1 g L-1 de caseína hidrolizada 

durante 24 horas num agitador rotativo (90 rpm), em seguida, transferidos para 

meio líquido MS contendo sacarose 0,3 mol L-1 e pré-cultivados durante 16 h. Os 

encapsulados pré-cultivados foram colocados em meio MS líquido suplementado 

com 2 mol L-1 de glicerol e 1,6 mol L-1 de sacarose durante 3 horas num agitador 

rotativo (60 rpm), desidratados por exposição a PVS2 durante 60 min num 

agitador rotativo (60 rpm), seguido por imersão direta em NL. Os encapsulados 

criopreservados foram rapidamente aquecidos a 38 °C por 2 min, colocados em 

solução com 1,2 mol L-1 de sacarose durante 20 min, colocados em meio de 

recuperação contendo os sais minerais do MS, 0,5 mg L-1 de BA e 1 mg L-1 de 

GA3 por 7 dias e, em seguida, transferidos para um novo meio MS contendo 0,5 

mg L-1 de GA3 sem o BA. Não houve a formação de calos e a sobrevivência foi 

superior a 80%.  

O procedimento descrito por Sakai e Hirai (2003) foi testado para 

cultivares de batata-doce chinesas por Wang e Valkonen (2008) com algumas 

modificações no meio de recuperação. Resumidamente, foram utilizados ápices 

meristemáticos com 1,0-1,5 mm excisados de gemas axilares. Após o 

descongelamento, os explantes foram colocados em meio de recuperação, 

contendo os sais minerais do MS sem NH4
+ suplementado com 0,5 mg L-1 de BA. 

Depois de 5-7 dias de cultivo, os explantes foram transferidos para meio MS 

suplementado com 5-10 mg L-1 de GA3. Com este protocolo modificado, os 

autores conseguiram uma sobrevivência de 85%. 

 Essa técnica já foi aplicada com sucesso para pelo menos nove 

genótipos de batata-doce, sendo considerada promissora para a criopreservação 

dessa cultura (Feng et al., 2011). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

Os experimentos foram conduzidos no Setor de Horticultura, do LFIT, do 

CCTA da UENF. 

 

4.1. Material vegetal 

 

O material vegetal utilizado para obtenção dos explantes e posterior 

formação da coleção de germoplasma foi obtido de plantas coletadas na região 

Norte do Estado do Rio de Janeiro por Moulin (2010) e cultivadas por 18 meses 

em vasos de 1,5 L em casa de vegetação na UAP da UENF (Tabela 2). 

 
 

Tabela 2. Identificação dos acessos de batata-doce, com a respectiva 
identificação do acesso, nome comum, local de procedência, local de coleta e 
valores de latitude e longitude dos pontos de coleta (Adaptado de Moulin, 2010). 

Identificação 
do Acesso 

Nome 
comum 

Local de 
Procedência 

Local de coleta Latitude Longitude 

UENF 1917 
 

Três meses Campos dos 
Goytacazes 

Bajuru 
 

21°54'27.3" 41°02'30.2" 

UENF 1920 
 

Comum Campos dos 
Goytacazes 

Baixa Grande 21°57'08.5" 
 

41°08'19.2" 

UENF 1922 
 

Branca Campos dos 
Goytacazes 

Assentamento 
Zumbi IV 

21°37'21.4" 
 

41°13'12.2" 

UENF 1923 
 

Marron Campos dos 
Goytacazes 

Assentamento 
Zumbi IV 

21°37'21.4" 
 

41°13'12.2" 

UENF 1925 
 

Banha de 
Galinha 

Campos dos 
Goytacazes 

Campelo 21°39'01.7" 41°11'20.2" 



25 

 

Cont. Tabela 2 

Identificação 
do Acesso 

Nome 
comum 

Local de 
Procedência 

Local de coleta Latitude Longitude 

UENF 1927 Comum Espírito Santo Rive Desconhecida Desconhecida 

UENF 1928 Comum Espírito Santo Pedra Lisa Desconhecida Desconhecida 

UENF 1931 
 

Comum Campos dos 
Goytacazes 

Feira da roça 
da Record 

21°46'30.8" 41°18'35.2" 
 

UENF 1932 
 

Comum São João da 
Barra 

Feira da roça 
da UENF 

21°45'41.2" 41°17'26.7" 
 

UENF 1935 
 

Comum São João da 
Barra 

Mercado 
Municipal 

21°45'29.3" 41°19'33.6" 
 

UENF 1937 
 

Comum 
 

São João da 
Barra 

Hortifruti João e 
Maria 

21°46'31.6" 41°19'11.1" 
 

UENF 1939 
 

Comum Cabo Frio Supermercado 
Esperança 

21°45'38.8" 
 

41°19'41.5" 

UENF 1940 
 

Comum Espírito Santo Hortifruti 
Campos 

21°44'23.6" 41°21'04.4" 
 

UENF 1941 
 

Comum São João da 
Barra 

Hortifruti das 
Palmeiras 

21°44'56.7" 
 

41°19'34.3" 

UENF 1942 
 

Comum Espírito Santo Supermercado 
Super Romão 

21°43'25.5" 
 

41°19'15.8" 

UENF 1944 
 

Comum Espírito Santo Supermercado 
Top de Linha 

21°42'58.4" 41°19'26.9" 
 

UENF 1945 
 

Comum Espírito Santo Supermercado 
Super Líder 

21°35'59.4" 
 

41°19'01.2" 

UENF 1947 
 

Comum Espírito Santo Feira da roça 
da Rodoviária 

21°45'43.2" 
 

41°19'34.3" 

UENF 1949 
 

Vermelha Campos dos 
Goytacazes 

 

Projeto de 
Assentamento 
Che Guevara 

21°57'05.1" 41°03'45.7" 
 

UENF 1953 
 

Três 
meses 

São João da 
Barra 

Barra do Açu 21°56'03.2" 40°59'28.0" 
 

UENF 1960 
 

Rainha Campos dos 
Goytacazes 

Matutu 21°36'33.6" 
 

41°18'59.2" 

UENF 1962 
 

Comum Campos dos 
Goytacazes 

Caixeta 21°38'08.6" 41°16'32.3" 
 

UENF 1965 
 

Penquinha Campos dos 
Goytacazes 

Projeto de 
Assentamento 

Zumbi IV 

21°37'07.4" 41°13'23.4" 
 

UENF 1969 
 

Costa São João da 
Barra 

Rua Nova 21°43'48.1" 41°07'48.8" 
 

UENF 1970 Penquinha São João da 
Barra 

Campo de Areia 21°54'28.8" 41°05'46.6" 

UENF 1987 Rosada Campos dos 
Goytacazes 

Dores de 
Macabu 

21°58'43.6" 41°29'42.2" 

UENF 1988 Comum Campos dos 
Goytacazes 

Dores de 
Macabu 

21°58'43.6" 41°29'42.2" 

UENF 1990 
 

Comum Campos dos 
Goytacazes 

Dores de 
Macabu 

21°58'28.8" 
 

41°29'19.0" 

UENF 1994 „Princesa‟ Brasília Cultivar 
desenvolvida 
pela Embrapa 

- - 

UENF 1997 
 

„Brazlândia 
Rosada‟ 

Brasília 
 

Cultivar 
desenvolvida 
pela Embrapa 

- - 
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4.2. Caracterização morfológica dos acessos coletados 

 

A caracterização morfológica foi realizada por meio de descritores de 

parte aérea e de raiz na UAP do CCTA da UENF.  

Para a caracterização por descritores de parte aérea, foram analisados 30 

acessos de batata-doce em pleno desenvolvimento, com 18 meses de idade, 

coletados na região Norte do Estado do Rio de Janeiro e pertencentes à coleção 

de germoplasma de batata-doce da UENF (Tabela 2). Os dados referentes às 

características de folhas e de pecíolos foram obtidos da parte central das ramas 

(folhas maduras), utilizando-se três folhas por planta e três plantas de cada 

acesso.  

Os acessos foram caracterizados por descritores morfoagronômicos 

específicos para batata-doce, que estão disponíveis em Bioversity International 

(Descriptors for sweet potato), propostos por Huamán (1991). Foram utilizados 

sete descritores qualitativos de parte aérea: 

a) Perfil geral da folha: 1 – redonda; 2 – reniforme; 3 – cordada; 4 – triangular; 5 – 

lanceolada; 6 – lobulada; 7 – quase dividida;  

b) Tipo de lóbulo da folha: 0 – ausência de lóbulos; 1 – muito superficiais; 3 – 

superficiais; 5 – moderados; 7 – profundos; 9 – muito profundos;  

c) Número de lóbulos da folha: obtido pela contagem dos lóbulos de cada folha;  

d) Forma do lóbulo central de cada folha: 1 – dentada; 2 – triangular; 3 – 

semicircular; 4 – semi-elíptica; 5 – elíptica; 6 – lanceolada; 7 – oblongo-

lanceolada; 8 – linear, ou ausente;  

e) Cor da folha imatura - descrita pela coloração geral da folha, pela escala: 1 – 

verde amarelado; 2 – verde; 3 – verde com bordas roxas; 4 – verde cinzento; 5 – 

verde com nervuras roxas na face; 6 – ligeiramente roxa; 7 – muito roxa; 8 – 

verde na face superior e roxa na inferior; 9 – roxa em ambas as superfícies;  

f) Tamanho da folha - medida pelo tamanho das três folhas localizadas na seção 

mediana da planta, e classificada como: 3 – pequena (< 8 cm); 5 – média (8-15 

cm); 7 – grande (16-25 cm); 9 – muito grande (> 25 cm);  

g) Pigmentação do pecíolo - descrita pela coloração geral do pecíolo, pela escala: 

1 – verde; 2 – verde com segmentos roxos na extensão do pecíolo; 3 – verde com 

segmentos roxos próximos às folhas; 4 – verde com nervuras roxas nas duas 

extremidades; 5 – verde com manchas roxas ao longo do pecíolo; 6 – verde com 
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estrias roxas; 7 – roxa com segmentos verdes próximos às folhas; 8 – alguns 

pecíolos verdes, outros roxos; 9 – totalmente ou maioria roxo. 

Para a caracterização por descritores de raiz, foram caracterizados e 

analisados 28 acessos. Os dados referentes às características das raízes foram 

obtidos de plantas com 18 meses de idade, sob cultivo em vasos de 1,5 L em 

casa de vegetação, utilizando-se três raízes de cada acesso. Para facilitar a 

caracterização das raízes, elas foram colhidas, etiquetadas e lavadas. Os 

acessos UENF 1969 e UENF 1988 não foram analizados, pois os mesmos não 

apresentaram raízes em casa de vegetação. 

Os acessos foram caracterizados por descritores morfoagronômicos 

específicos para batata-doce, que estão disponíveis em Bioversity International 

(Descriptors for sweet potato), propostos por Huamán (1991). Foram utilizados 

seis descritores qualitativos de raiz: 

a) Formato das raízes - determinado por meio de uma escala de notas: 1 – 

redonda; 2 – redonda elíptica; 3 – elíptica; 4 – oval; 5 – oboval; 6 – oblonga; 7 – 

oblonga longa; 8 – longa elíptica; e, 9 – longa irregular ou com curvaturas; 

b) Defeitos de superfície - determinado por meio de uma escala de notas: 0 – 

ausente; 1 – pele semelhante a jacaré; 2 – veias; 3 – constrições horizontais 

superficiais; 4 – constrições horizontais profundas; 5 – fendas horizontais 

superficiais; 6 – fendas horizontais profundas; e, 7 – constrições e fendas 

profundas; 

c) Cor da pele – determinado por meio de uma escala de notas: 1 – branca; 2 – 

creme; 3 – amarela; 4 – laranja; 5 – marrom alaranjado; 6 – rosa; 7 – vermelha; 8 

– vermelha arroxeada; e, 9 – roxa escura; 

d) Intensidade da cor da pele – determinado por meio de uma escala de notas: 1 

– pálida; 2 – intermediária; e, 3 – escura; 

e) Cor da polpa – determinado por meio de uma escala de notas: 1 – branca; 2 – 

creme; 3 – creme escura; 4 – amarelo pálida 5 – amarelo-escura 6 – laranja 

pálida; 7 – laranja intermediária; 8 – laranja escura; e, 9 – pigmentado fortemente 

com antocianinas; 

f) Cor secundária da polpa – determinado por meio de uma escala de notas: 0 – 

ausente; 1 – branca; 2 – creme; 3 – amarelo; 4 – laranja; 5 – rosa; 6 – vermelha; 7 

– vermelha arroxeada; 8 – roxa; e, 9 – roxa escura; 
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As características foram observadas, e suas notas, registradas em uma 

planilha. Os dados qualitativos de parte aérea e de raiz foram analisados com 

auxílio do programa Genes (Cruz, 2013) para obtenção das matrizes de 

dissimilaridade, e pelo programa R (http://www.rproject.org) para obtenção dos 

dendrogramas. Para análise das características qualitativas de parte aérea e de 

raiz, utilizou-se a distância de Cole-Rodgers (1997) e os dendrogramas foram 

obtidos com o método UPGMA. 

 

4.3. Caracterização molecular dos acessos coletados  

 

As análises moleculares foram realizadas no Setor de Melhoramento de 

Plantas, do LMGV do CCTA da UENF. Foram analisados 30 acessos de batata-

doce do Norte do Estado do Rio de Janeiro, pertencentes à coleção de 

germoplasma da UENF (Tabela 2). 

 

4.3.1. Preparo das amostras 

 

Plantas provenientes de conservação in vitro mantidas em tubo de ensaio 

(25x150 mm) com 10 mL de meio de cultura, contendo sais minerais do meio MS 

(Murashige e Skoog, 1962) na concentração de 100% e sacarose 0,06 mol L-1, 

incubadas em sala de cultivo à temperatura de 27±2°C, irradiância de 25 μmol m-2 

s-1 e fotoperíodo de 16h durante 180 dias, foram coletadas nas primeiras horas da 

manhã. As plantas mantidas no escuro acumulam menos polifenois (Sharma et 

al., 2008, Borges et al., 2009). As plantas correspondentes a cada acesso foram 

enroladas em papel alumínio, identificadas e imediatamente mergulhadas em NL 

para que não ocorresse a degradação do DNA. Em seguida, este material foi 

macerado em NL até formar um pó bastante fino. 

 

4.3.2. Extração do DNA 

 

Cerca de 100 mg de tecido macerado foram transferidos para tubos de 

1,5 mL e imersos em NL para a extração de DNA, de acordo com o protocolo de 

Sharma et al. (2008), com modificações descritas a seguir. Foram adicionados 

aos tubos contendo as amostras 1 mL do tampão de extração pré-aquecido 
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contendo 2% de CTAB, 1,4% NaCl, 20 mmol L-1 de EDTA, 100 mmol L-1 Tris-HCl 

(pH 8,0), 1% de PVP e 2% β- mercaptoetanol, estes dois últimos necessários para 

remoção dos compostos fenólicos. Em seguida, foram adicionados 10 µL de 

proteinase K (10 mg mL-1) em cada uma das amostras. Este material foi incubado 

a 37°C por 30 minutos e agitado suavemente a cada 10 minutos e, 

posteriormente, incubado a 65°C por mais 40 minutos. Em seguida, as amostras 

foram centrifugadas a 14.000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante (cerca de 

700 µL) foi transferido para um novo tubo devidamente identificado e adicionado 

igual volume de clorofórmio - álcool isoamílico (24:1), para efetuar-se a 

desproteinização. Este material sofreu suaves inversões durante 

aproximadamente 10 minutos até ficar turvo. A fase orgânica foi separada por 

centrifugação, a 14.000 rpm por 5 minutos. 

Os ácidos nucleicos foram precipitados pela adição de 2/3 do volume de 

isopropanol gelado, e incubados por 30 minutos a -70 °C. O precipitado foi 

sedimentado por centrifugação, a 14.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado lavado com 200 µL etanol 70% gelado, para retirada 

de sal presente. O material foi centrifugado a 14.000 rpm durante 5 minutos. Mais 

uma vez, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 200 µL etanol 

95%. O material foi centrifugado a 14.000 rpm durante 5 minutos. Após o descarte 

do último sobrenadante, o material foi seco em condições naturais, até que o 

etanol fosse removido. Em seguida, o material foi ressuspendido em 100 mL de 

solução TE (Tris-EDTA - 10 mmol L-1 Tris-HCl, 1 mmol L-1 EDTA, pH 8,0) com 

RNAse em uma concentração final de 40 µg mL-1 e incubado em banho-maria a 

37 °C por 40 minutos. Logo após, o material foi armazenado a - 20 °C até o uso. 

 

4.3.3. Quantificação do DNA 

 

A quantificação do DNA foi realizada em geis de agarose 1%, sendo a 

concentração das bandas determinada pelo Programa Image, utilizando-se como 

padrão um marcador de 250 pb. Posteriormente, o DNA foi diluído (5 ng mL-1) 

para as PCRs. 
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4.3.4. Condições de Amplificação 

 

As reações de amplificação foram completadas para um volume final de 

13 µL, contendo os seguintes reagentes: 10 mmol L-1 Tris HCl, pH 8,3; 50 mmol L-

1 KCl; 2,4 mmol L-1 MgCl2; 100 µmol L-1 de cada um dos dNTP‟s; 0,4 µmol L-1 de 

oligonucleotídeos iniciadores; 5 ng de DNA genômico e 0,75 unidade de Taq DNA 

polimerase. Foram aplicadas 2 µL de DNA e, posteriormente, adicionado o mix 

(11 µL) descrito acima. 

As reações de PCR (VeritiTM 96 Well Thermal Cycler - Applied 

Biosystems) foram conduzidas da seguinte forma: 3 min a 94 ºC para 

desnaturação inicial, seguindo-se 40 ciclos, cada um consistiu de 94 ºC por 1 min, 

40-55 °C por 1 min (dependendo do iniciador utilizado), 72 ºC por 3 min, e uma 

extensão final a 72 ºC por 7 min. Os fragmentos amplificados foram então 

separados em gel de agarose 1,5%, corados com GelRedTM, e submetidos à luz 

UV para visualização dos resultados (Fotodocumentador MF-ChemiBIS 3.2 – Bio-

imaging System). As imagens dos géis foram capturadas para posterior análise. 

 

4.3.5. Os iniciadores 

 

Foram utilizados 17 iniciadores (UCB - Columbia, Canadá), propostos por 

Hu et al. (2003). Os iniciadores foram validados e a temperatura de anelamento 

foi otimizada por Moulin et al. (2012) (Tabela 3). 

 
 
Tabela 3. Iniciadores de ISSR utilizados e temperaturas de anelamento, no 
estudo da diversidade genética entre 30 acessos de batata-doce da Coleção de 
Germoplasma da UENF. Campos dos Goytacazes - RJ, 2016. 

Sequência 5’ - 3’ Temperatura de anelamento 

(GAGA)3CC 40°C 

(GT)6CC 45°C 

(CAC)3GC 45°C 

(AG)8YT 42°C 

(AC)8CG 55°C 

(AC)8CT 47°C 

(CT)8RG 42°C 

(GGAT)3GA 41°C 

(GAA)6AA 48°C 

(AG)8C 45°C 

(CT)8G 44°C 
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Cont. Tabela 3 

Sequência 5’ - 3’ Temperatura de anelamento 

(AC)8T 50°C 

(AG)8YA 47°C 

(GA)8YT 47°C 

(GT)8YC 47°C 

(AC)8YC 52°C 

(ATG)6 50°C 

R= A,G; Y=C,T 
 

 
 
4.3.6. Análise dos fragmentos amplificados 

 

Os dados foram obtidos pela avaliação visual das bandas mais 

consistentes e evidentes nos 30 acessos estudados. Estes foram utilizados para 

elaboração de uma matriz de dados binários, utilizada para calcular a matriz de 

dissimilaridade, em que o número 1 correspondeu à presença de banda, o zero, à 

ausência de banda, e quando não foi possível determinar se a banda estava 

presente ou não em função da não amplificação de um dado acesso para um 

determinado iniciador, foi computado como número 2. 

A análise de todos os dados foi feita pelo programa Genes (Cruz, 2013), 

com exceção dos dendrogramas que foram obtidos pelo método UPGMA, e 

gerados com o auxílio do programa R (www.r-project.org). Posteriormente, foi 

realizada a correlação cofenética entre a matriz de agrupamento e a matriz de 

distância. 

 

4.3.7. Divergência Genética 

 

Após a exclusão dos marcadores monomórficos, estimou-se a 

dissimilaridade genética entre os acessos de batata-doce. Para obtenção da 

matriz de dissimilaridade foi utilizado o complemento aritmético do Índice de 

Jaccard. Esse coeficiente consiste na comparação do número de presenças de 

bandas comuns e o número total de bandas envolvidas, excluindo o número de 

ausências conjuntas. Este coeficiente é definido pela expressão: 

Dij = 1 - Sij 

Onde: 
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a = número de bandas presentes nos acessos i, j; 

b = número de bandas presentes no acesso i e ausentes no acesso j; 

c = número de bandas presentes no acesso j e ausentes no acesso i. 

 

O agrupamento foi realizado a partir dos dados dessa matriz. Para esta 

análise foi utilizado o método hierárquico de UPGMA. Segundo Cruz e Regazzi 

(2004), este método permite ao pesquisador verificar o grau de similaridade entre 

genitores, genitores e grupos similares, ou entre grupos distintos. 

No método UPGMA, a distribuição dos indivíduos no dendrograma não 

segue um critério de formação de grupos, uma vez que o principal aspecto deste 

método consiste nas ramificações que são obtidas. Os indivíduos são agrupados 

aos pares, utilizando-se médias aritméticas da dissimilaridade. O dendrograma 

prioriza os genótipos com maior similaridade, e as distâncias entre um indivíduo e 

um grupo formado pelos indivíduos i e j são calculadas por: 

 

d(ij)k = distância média entre o grupo ij e o indivíduo k; 

dik = distância entre os indivíduos i e k; 

djk = distância entre os indivíduos j e k. 

  

4.4. Desinfestação e estabelecimento in vitro dos acessos coletados  

 

Com o objetivo de reduzir a taxa de contaminação in vitro ocasionada 

pelas condições dos explantes oriundos da casa de vegetação, foram feitas 

mudas a partir desse material, que foram mantidas em câmara de crescimento 

(Tabela 2).  As ramas dos acessos utilizados, foram coletadas em casa de 

vegetação e desinfestadas em solução de NaClO na concentração de 0,1% por 5 

minutos. Em seguida, foram retiradas estacas com 3-4 entre-nós e 6-8 cm de 

comprimento e colocadas para enraizar em substrato comercial Basaplant 

Hortaliças®. O substrato utilizado, foi previamente autoclavado durante 30 

minutos, a 121°C e 105 kPa por três vezes com intervalo de 24 horas entre as 

autoclavagens. Após o plantio em copos descartáveis transparentes de 200 mL, 

as estacas foram levadas para câmara de crescimento com fotoperíodo de 16:8 

horas luz: escuro e irradiância de 25 mol m-2 s-1 fornecidas por lâmpadas 

fluorescentes luz do dia (OSRAM®). A temperatura da câmara de crescimento foi 
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mantida em 27±2°C e as plantas foram irrigadas diariamente. Foram feitas três 

mudas para cada acesso (Figura 2). 

 
 

 

Figura 2. Mudas de batata-doce em câmara de crescimento após 30 dias de 
plantio. Campos dos Goytacazes - RJ, 2016. 

 
 
Após 30 dias do plantio das estacas, foram coletados segmentos nodais 

das mudas de batata-doce, contendo gemas axilares formadas nesta nova 

condição de cultivo. Os segmentos nodais foram desinfetados em álcool 70% por 

1 minuto, seguido por 15 minutos em solução de NaClO 0,5% e três enxágues em 

água desionizada estéril. Em seguida, as gemas axilares foram retiradas e então 

colocadas in vitro no meio de cultura. Os explantes foram colocados em meio 

autoclavado composto por sais minerais do meio MS (Murashige e Skoog, 1962), 

0,06 mol L-1 de sacarose e 0,8% de ágar bacteriológico Vetec® com pH ajustado 

para 5,7, com 15 repetições para cada um dos 30 acessos. Cada repetição 

consistiu de um tubo de ensaio (25x150 mm) com 10 mL de meio contendo uma 

gema axilar. Após a incubação, os tubos de ensaio foram fechados com filme de 

PVC e mantidos em sala de cultivo com fotoperíodo de 16:8 horas luz: escuro, 

irradiância de 25 mol m-2 s-1 fornecida por lâmpadas fluorescentes luz do dia 

(OSRAM®) e temperatura de 27±2°C. 
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Aos 30 dias foi avaliada a porcentagem de contaminação dos explantes 

de cada acesso e aqueles não contaminados foram subcultivados em um novo 

meio de cultura nas mesmas condições anteriores, onde ficaram por mais 90 dias 

para o crescimento das plantas e multiplicação dos explantes para os 

experimentos de criopreservação. 

 

4.5. Os ensaios e o experimento de criopreservação 

 

Quatro ensaios e um experimento para o procedimento de 

criopreservação da batata-doce foram conduzidos no Setor de Horticultura, do 

LFIT, CCTA, UENF. 

 

4.5.1. 1° Ensaio: Vitrificação em gotículas 

 

O primeiro ensaio foi conduzido utilizando o procedimento para 

criopreservação de batata-doce descrito por Pennycooke e Towill (2000), com 

modificação apenas no meio de recuperação dos explantes, onde foram 

suprimidos os fitoreguladores. Neste ensaio foram utilizadas gemas axilares de 

batata-doce do acesso UENF 1990, escolhido ao acaso, dentre os 30 acessos 

pertencentes à coleção de germoplasma de batata-doce da UENF, provenientes 

de plantas multiplicadas em meio sólido contendo os sais minerais do MS, 0,06 

mol L-1 de sacarose e 0,8% de ágar bacteriológico Vetec®, com pH 5,7 e 

incubadas na sala de cultivo a 27±2°C  com fotoperíodo de 16:8 horas luz/escuro 

e irradiância de 25 mol m-2 s-1 fornecidas por lâmpadas fluorescentes luz do dia 

(OSRAM®).  

As gemas axilares passaram por um pré-cultivo, onde foram cultivadas 

em frascos (65 x 125 mm) contendo meio líquido com os sais minerais do MS e 

0,3 mol L-1 de sacarose, com pH 5,7 e incubadas na sala de cultivo a 27±2°C  por 

cerca de 48h nas mesmas condições de fotoperíodo e irradiância descritas 

anteriormente. 

O procedimento de vitrificação consistiu na imersão dos explantes em 

solução aquosa de meio MS com 2 mol L-1 de glicerol e 0,4 mol L-1 de sacarose 

(Solução Crioprotetora), por 1h a 27°C. O excesso desta solução foi removido e 

em seguida os explantes foram submetidos a uma desidratação por exposição ao 
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PVS2 (Solução de Vitrificação, que consiste em 0,4 mol L-1 de sacarose, 3,26 mol 

L-1 de glicerol, 1,92 mol L-1 de DMSO e 2,42 mol L-1 de etileno glicol em meio 

contendo os sais minerais do MS, pH 5,7) por 16 min a 27°C. O excesso desta 

solução foi removido e em seguida as gemas axilares foram colocadas em 

conjunto com uma pequena quantidade (cerca 25 µL) da solução de vitrificação 

PVS2, em tiras finas de folha de alumínio estéril. As tiras de alumínio foram 

dobradas, fechadas e, então, imersas em NL por 1 h. Após esse tempo, as tiras 

de folhas de alumínio contendo as gemas axilares foram aquecidas rapidamente 

por imersão em 3,0 mL de meio MS com 1,2 mol L-1 de sacarose (Solução 

Osmocondicionante) durante 20 min a 27°C. Em seguida, as gemas axilares 

foram retiradas da folha de alumínio e transferidas para frascos de cultivo (65 x 

125 mm) contendo meio de recuperação composto de meio MS sólido contendo 

0,09 mol L-1 de sacarose, onde foram incubadas no escuro por dois dias, seguida 

por mais três dias sob luz fraca (irradiância de 15 mol m-2 s-1) e finalmente 

incubadas na luz usual (irradiância de 25 mol m-2 s-1) fornecidas por lâmpadas 

fluorescentes luz do dia (OSRAM®), em câmara de crescimento tipo BOD 

(ELETROlab® - Modelo EL 202/4).  

Os tratamentos do ensaio foram os seguintes: 

TRATAMENTO 1 - Pré-tratamento dos explantes, seguido pelo procedimento de 

vitrificação e imersão em NL; 

CONTROLE 1 - Procedimento de vitrificação, seguido pela imersão em NL; 

CONTROLE 2 - Pré-tratamento dos explantes e imersão direta em NL; 

CONTROLE 3 - Pré-tratamento dos explantes, seguido pelo procedimento de 

vitrificação e não imersão em NL; 

CONTROLE 4 - Gemas axilares em meio de recuperação. 

Foram feitas quatro repetições para cada tratamento, sendo que cada 

repetição consistiu de um frasco de cultivo (65 x 125 mm) contendo cinco gemas 

axilares.  

Após oito semanas a altura, o número de folhas e a taxa de sobrevivência 

dos explantes foram avaliados. 
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4.5.2. 2° Ensaio: Vitrificação em gotículas 

 

O segundo ensaio foi conduzido utilizando o procedimento para 

criopreservação de batata-doce descrito por Pennycooke e Towill (2000), com 

modificação apenas no meio de pré-tratamento que foi sólido ao invés de líquido. 

Neste segundo ensaio foi utilizado o meio de recuperação original do protocolo 

descrito por Pennycooke e Towill (2000). 

Neste ensaio foram utilizadas gemas axilares de batata-doce do acesso 

UENF 1937, escolhido ao acaso, dentre os 30 acessos pertencentes à coleção de 

germoplasma de batata-doce da UENF, provenientes de plantas multiplicadas em 

meio sólido contendo os sais minerais do MS, 0,06 mol L-1 de sacarose e 0,8% de 

ágar bacteriológico Vetec®, com pH 5,7 e incubadas na sala de cultivo a 27±2°C  

com fotoperíodo de 16:8 horas luz/escuro e irradiância de 25 mol m-2 s-1 

fornecidas por lâmpadas fluorescentes luz do dia (OSRAM®). 

As gemas axilares passaram por um pré-cultivo, onde foram cultivadas 

em frascos (65 x 125 mm) contendo meio sólido com os sais minerais do MS, 0,3 

mol L-1 de sacarose e 0,8% de ágar bacteriológico Vetec®, com pH 5,7 e 

incubados na sala de cultivo a 27±2°C por cerca de 48h nas mesmas condições 

de fotoperíodo e irradiância descritas anteriormente. 

O procedimento de vitrificação consistiu na imersão dos explantes em 

solução aquosa de meio MS com 2 mol L-1 de glicerol e 0,4 mol L-1 de sacarose 

(Solução Crioprotetora), por 1h a 27°C. O excesso desta solução foi removido e 

em seguida os explantes submetidos a uma desidratação por exposição a PVS2 

(Solução de Vitrificação, que consiste em 0,4 mol L-1 de sacarose, 30% de 

glicerol, 15% de DMSO e 15% de etileno glicol em meio contendo os sais 

minerais do MS, pH 5,7) por 16 min a 27°C. O excesso desta solução foi removido 

e em seguida as gemas axilares foram colocadas em conjunto com uma pequena 

quantidade (cerca 25 µL) da solução de vitrificação PVS2, em tiras finas de folha 

de alumínio estéril. As tiras de alumínio foram dobradas, fechadas e, então 

imersas em NL por 1 h. Após esse tempo, as tiras de folhas de alumínio contendo 

as gemas axilares foram aquecidas rapidamente por imersão em 3,0 mL de meio 

MS com 1,2 mol L-1 de sacarose (Solução Osmocondicionante) durante 20 min a 

27°C. Em seguida, as gemas axilares foram retiradas da folha de alumínio e 

transferidas para frascos de cultivo (65 x 125 mm) contendo meio de recuperação 
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composto de meio MS sólido contendo 0,09 mol L-1 de sacarose e suplementado 

com 1,0 µmol L-1 de ANA, 0,5 µmol L-1 de BA e 0,1 µmol L-1 de KIN, onde foram 

incubadas no escuro por dois dias, seguida por mais três dias sob luz fraca 

(irradiância de 15 mol m-2 s-1) e finalmente incubadas na luz usual (irradiância de 

25 mol m-2 s-1) fornecidas por lâmpadas fluorescentes luz do dia (OSRAM®), em 

câmara de crescimento tipo BOD (ELETROlab® - Modelo EL 202/4).  

Os tratamentos do ensaio foram os seguintes: 

TRATAMENTO 1 - Pré-tratamento dos explantes, seguido pelo procedimento de 

vitrificação e imersão em NL; 

CONTROLE 1 - Procedimento de vitrificação, seguido pela imersão em NL; 

CONTROLE 2 - Pré-tratamento dos explantes e imersão direta em NL; 

CONTROLE 3 - Pré-tratamento dos explantes, seguido pelo procedimento de 

vitrificação e não imersão em NL; 

CONTROLE 4 - Gemas axilares em meio de recuperação. 

Foram feitas quatro repetições para cada tratamento, sendo que cada 

repetição consistiu de um frasco de cultivo (65 x 125 mm) contendo cinco gemas 

axilares.  

Após oito semanas a altura, o número de folhas e a taxa de sobrevivência 

dos explantes foram avaliados. 

 

4.5.3. 3° Ensaio: Vitrificação em gotículas 

 

O terceiro ensaio foi conduzido utilizando o procedimento para 

criopreservação de batata-doce descrito por Pennycooke e Towill (2001), com 

modificação apenas no meio de pré-tratamento dos explantes, que foi sólido ao 

invés de líquido. O meio de recuperação foi o mesmo utilizado no protocolo 

descrito por Pennycooke e Towill (2001), uma vez que os autores demonstraram 

que a técnica de vitrificação por gotículas poderia ser melhorada, quando os 

explantes descongelados eram colocados em meio sem NH4
+, nos primeiros cinco 

dias após a criopreservação. Segundo estes autores, o NH4
+ seria tóxico para as 

células congeladas e a sobrevivência dos explantes poderia ser melhorada pela 

exclusão deste composto do meio de cultura nos primeiros dias após o 

descongelamento.  
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Neste ensaio foram utilizadas gemas axilares de batata-doce do acesso 

UENF 1935, escolhido ao acaso, dentre os 30 acessos pertencentes à coleção de 

germoplasma de batata-doce da UENF, provenientes de plantas multiplicadas em 

meio sólido contendo os sais minerais do MS, 0,06 mol L-1 de sacarose e 0,8% de 

ágar bacteriológico Vetec®, com pH 5,7 e incubadas na sala de cultivo a 27±2°C 

com fotoperíodo de 16:8 horas luz/escuro e irradiância de 25 mol m-2 s-1 

fornecidas por lâmpadas fluorescentes luz do dia (OSRAM®). 

As gemas axilares passaram por um pré-cultivo, onde foram cultivadas 

em frascos (65 x 125 mm) contendo meio sólido com os sais minerais do MS, 0,3 

mol L-1 de sacarose e 0,8% de ágar bacteriológico Vetec®, com pH 5,7 e 

incubados na sala de cultivo a 27±2°C por cerca de 48h nas mesmas condições 

de fotoperíodo e irradiância descritas anteriormente. 

O procedimento de vitrificação consistiu na imersão dos explantes em 

solução aquosa de meio MS com 2 mol L-1 de glicerol e 0,4 mol L-1 de sacarose 

(Solução Crioprotetora), por 1h a 27°C. O excesso desta solução foi removido e 

em seguida os explantes submetidos a uma desidratação por exposição a PVS2 

(Solução de Vitrificação, que consiste em 0,4 mol L-1 de sacarose, 30% de 

glicerol, 15% de DMSO e 15% de etileno glicol em meio contendo os sais 

minerais do MS, pH 5,7) por 16 min a 27°C. O excesso desta solução foi removido 

e em seguida as gemas axilares foram colocadas em conjunto com uma pequena 

quantidade (cerca 25 µL) da solução de vitrificação PVS2, em tiras finas de folha 

de alumínio estéril. As tiras de alumínio foram dobradas, fechadas e, então 

imersas em NL por 1 h. Após esse tempo, as tiras de folhas de alumínio contendo 

as gemas axilares foram aquecidas rapidamente por imersão em 3,0 mL de meio 

MS com 1,2 mol L-1 de sacarose (Solução Osmocondicionante) durante 20 min a 

27°C. Em seguida, as gemas axilares foram retiradas da folha de alumínio e 

transferidas para frascos de cultivo (65 x 125 mm) contendo meio de recuperação 

composto de meio MS sólido modificado sem o amônio (NH4
+) contendo 0,09 mol 

L-1 de sacarose e suplementado com 1,0 µmol L-1 de ANA, 0,5 µmol L-1 de BA e 

0,1 µmol L-1 de KIN, onde foram incubadas no escuro por dois dias, seguida por 

mais três dias sob luz fraca (irradiância de 15 mol m-2 s-1) e finalmente incubadas 

na luz usual (irradiância de 25 mol m-2 s-1) fornecidas por lâmpadas 

fluorescentes luz do dia (OSRAM®), em câmara de crescimento tipo BOD 

(ELETROlab® - Modelo EL 202/4). 
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No quinto dia de incubação, as gemas axilares foram transferidas para um 

novo meio de recuperação composto de meio MS sólido com o amônio (NH4
+) 

contendo 0,09 mol L-1 de sacarose e suplementado com 1,0 µmol L-1 de ANA, 0,5 

µmol L-1 de BA e 0,1 µmol L-1 de KIN. 

Os tratamentos do ensaio foram os seguintes: 

TRATAMENTO 1 - Pré-tratamento dos explantes, seguido pelo procedimento de 

vitrificação e imersão em NL; 

CONTROLE 1 - Procedimento de vitrificação, seguido pela imersão em NL; 

CONTROLE 2 - Pré-tratamento dos explantes e imersão direta em NL; 

CONTROLE 3 - Pré-tratamento dos explantes, seguido pelo procedimento de 

vitrificação e não imersão em NL; 

CONTROLE 4 - Gemas axilares em meio de recuperação. 

Foram feitas quatro repetições para cada tratamento, sendo que cada 

repetição consistiu de um frasco de cultivo (65 x 125 mm) contendo cinco gemas 

axilares.  

Após oito semanas a altura, o número de folhas e a taxa de sobrevivência 

dos explantes foram avaliados. 

 

4.5.4. 4° Ensaio: Encapsulamento-Vitrificação  

 

O quarto ensaio foi conduzido utilizando exatamente o mesmo 

procedimento para criopreservação de batata-doce descrito por Hirai e Sakai 

(2003). Neste ensaio foram utilizados segmentos nodais de batata-doce do 

acesso UENF 1917, escolhido ao acaso, dentre os 30 acessos pertencentes à 

coleção de germoplasma de batata-doce da UENF, provenientes de plantas 

multiplicadas em meio sólido contendo os sais minerais do MS, 0,06 mol L-1 de 

sacarose e 0,8% de ágar bacteriológico Vetec®, com pH 5,7 e incubadas na sala 

de cultivo a 27±2°C  com fotoperíodo de 16:8 horas luz/escuro e irradiância de 25 

mol m-2 s-1 fornecidas por lâmpadas fluorescentes luz do dia (OSRAM®). Neste 

ensaio foi testada a técnica de encapsulamento-vitrificação. 

Estacas caulinares com dois segmentos nodais de plantas cultivadas in 

vitro foram repicadas e colocadas em frascos (65 x 125 mm) contendo meio MS 

sólido de multiplicação (Meio de Multiplicação I), composto por 0,09 mol L-1 de 

sacarose, 0,1% de caseína hidrolisada e 0,8% de ágar bacteriológico Vetec®, com 
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pH 5,7 e incubados na sala de cultivo a 27±2°C nas mesmas condições de 

fotoperíodo e irradiância descritas anteriormente. Após 14 dias, as estacas 

caulinares contendo os segmentos nodais foram transferidas para um novo meio 

MS sólido de multiplicação (Meio de Multiplicação II), composto por 0,09 mol L-1 

de sacarose e suplementado com 2,22 µmol L-1 de BA por mais 14 dias.  

Após 28 dias, os novos segmentos nodais crescidos nos meios de 

multiplicação foram repicados e suspensos em solução de alginato de sódio 

(composta por sais do meio MS e sem o Ca2+, suplementado com 2% de alginato 

de sódio e 0,09 mol L-1 sacarose). Uma pipeta estéril de 1000 µL foi utilizada para 

distribuir uma gota de solução de alginato de sódio (80 µL) contendo um 

segmento nodal na solução de cloreto de cálcio (composta por sais do meio MS, 

suplementado com 0,09 mol L-1 de sacarose e 0,1 mol L-1 de CaCl2). Os explantes 

foram mantidos na solução de cloreto de cálcio durante 30 min, para permitir a 

conclusão do processo de encapsulamento. 

Após o processo de encapsulamento, os encapsulados foram pré-

cultivados em 40 mL de meio MS líquido suplementado com 0,09 mol L-1 de 

sacarose e 0,1% de caseína hidrolisada (Solução de Pré-Cultivo I) em frascos 

erlenmeyers de 100 mL durante 24 horas em agitador (Nova Ética, Mod. 109) (90 

rpm). Em seguida foram transferidos para um meio MS líquido contendo 0,3 mol 

L-1 de sacarose (Solução de Pré-Cultivo II) e pré-cultivados por mais 16 h em 

agitador (Nova Ética, Mod. 109) (90 rpm).  

A crioproteção dos encapsulados pré-cultivados foi realizada por 

incubação em meio MS líquido suplementado com 1,6 mol L-1 de sacarose e 2 

mol L-1 de glicerol (Solução Crioprotetora) durante 3 horas em agitador (Nova 

Ética, Mod. 109) (60 rpm). 

Os encapsulados foram desidratados em 20 mL de PVS2 (Solução de 

Vitrificação, que consiste em 0,4 mol L-1 de sacarose, 30% de glicerol, 15% de 

DMSO e 15% de etileno glicol em meio contendo os sais minerais do MS, pH 5,7) 

num erlenmeyer de 100 mL num agitador rotativo (60 rpm) durante 60 min. Após a 

desidratação, os encapsulados foram transferidos em conjunto (8 encapsulados 

por criotubo) para criotubos de 1 mL e suspendidos em 0,5 mL de PVS2. Os 

criotubos foram então mergulhados diretamente em NL e mantidos por pelo 

menos 1 h. 
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Depois de retirados do NL, os criotubos foram rapidamente aquecidos em 

água morna (38°C) por 2 min. O PVS2 foi drenado dos criotubos e os 

encapsulados incubados em 40 mL de solução osmocondicionante (composta por 

sais do meio MS com 1,2 mol L-1 de sacarose) durante 20 min em agitador (Nova 

Ética, Mod. 109) (90 rpm). 

Em seguida, os encapsulados foram transferidos para frascos de cultivo 

(65 x 125 mm) contendo meio de recuperação composto de sais do meio MS 

sólido contendo 0,09 mol L-1 de sacarose e suplementado com 2,22 µmol L-1 de 

BA e 2,9 µmol L-1 de GA3 (Meio de Recuperação I), onde foram incubados por 7 

dias em câmara de crescimento tipo BOD (ELETROlab® - Modelo EL 202/4) a 

27±2°C com fotoperíodo de 16:8 horas luz/escuro e irradiância de 25 mol m-2 s-1 

fornecidas por lâmpadas fluorescentes luz do dia (OSRAM®). 

No sétimo dia de incubação os encapsulados foram transferidos para um 

novo meio de recuperação (meio de recuperação II) composto de sais do meio 

MS sólido contendo 0,09 mol L-1 de sacarose e suplementado com 1,45 µmol L-1 

de GA3, sem o BA. 

Os tratamentos do ensaio foram os seguintes: 

TRATAMENTO 1 - Encapsulamento, pré-cultivo, crioproteção, vitrificação e 

imersão em NL; 

CONTROLE 1 - Encapsulamento, crioproteção, vitrificação e imersão em NL; 

CONTROLE 2 - Encapsulamento, pré-cultivo e imersão em NL; 

CONTROLE 3 - Encapsulamento e imersão em NL;  

CONTROLE 4 - Gemas axilares em meio de recuperação. 

Foram feitas cinco repetições para cada tratamento, sendo que cada 

repetição consistiu de um frasco de cultivo (65 x 125 mm) contendo 16 explantes.  

Após oito semanas a altura, o número de folhas e a taxa de sobrevivência 

dos explantes foram avaliados. 

 

4.5.5. Experimento de Encapsulamento-Vitrificação  

 

Para o experimento de criopreservação de batata-doce foi utilizado o 

procedimento descrito por Hirai e Sakai (2003), com modificação da temperatura 

em alguns tratamentos, em que foi utilizado o banho de gelo (0°C) ao invés da 

temperatura ambiente (27°C) e a diminuição do tempo de exposição ao PVS2 de 
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60 minutos para 30 minutos. Visto que, no quarto ensaio, os explantes tratados 

em temperatura ambiente (27°C) e expostos ao PVS2 por 60 minutos não 

sobreviveram.  

Neste experimento foram utilizados segmentos nodais de batata-doce do 

acesso UENF 1987, escolhido ao acaso, dentre os 30 acessos pertencentes à 

coleção de germoplasma de batata-doce da UENF, provenientes de plantas 

micropropagadas multiplicadas em meio MS sólido, contendo 0,06 mol L-1 de 

sacarose e 0,8% de ágar, com pH 5,7 e incubadas na sala de cultivo a 27°C ±2 

com fotoperíodo de 16:8 horas luz/escuro e irradiância de 25 mol m-2 s-1 

fornecidas por lâmpadas fluorescentes luz do dia (OSRAM®). Neste experimento 

foi testada a técnica de encapsulamento-vitrificação.  

Os segmentos nodais foram repicados e suspensos em solução de 

alginato de sódio (composta por sais inorgânicos do meio MS e sem o Ca2+, 

suplementado com 2% de alginato de sódio e 0,09 mol L-1 de sacarose). Uma 

pipeta estéril de 1000 µL foi utilizada para distribuir uma gota de solução de 

alginato de sódio (100 µL) contendo um único segmento nodal na solução de 

cloreto de cálcio (composta por sais do meio MS, suplementado com 0,09 mol L-1 

de sacarose e 0,1 mol L-1de CaCl2). Os explantes foram mantidos na solução de 

cloreto de cálcio durante 30 min, para permitir a conclusão do processo de 

encapsulamento. 

Após o processo de encapsulamento, foi feita a crioproteção dos 

encapsulados, por incubação destes em meio MS líquido suplementado com 1,6 

mol L-1 de sacarose e 2 mol L-1 de glicerol (Solução Crioprotetora) durante 3 horas 

em agitador (Nova Ética, Mod. 109) (60 rpm). 

Os encapsulados foram transferidos em conjunto para criotubos de 1 mL 

(6 encapsulados por criotubo) e desidratados em 0,5 mL de PVS2 (Solução de 

Vitrificação, que consiste em 0,4 mol L-1 de sacarose, 30% de glicerol, 15% de 

DMSO e 15% de etileno glicol em meio contendo os sais minerais do MS, pH 5,7), 

durante os tempos de 30 e 60 min, em temperatura ambiente (27°C) e em banho 

de gelo (0°C). Após a desidratação, os criotubos foram então mergulhados 

diretamente em NL e mantidos por pelo menos 1 h. 

Depois de armazenados em NL, os criotubos foram rapidamente 

aquecidos em água morna (38°C) por 2 min. O PVS2 foi drenado dos criotubos e 

os encapsulados incubados em 40 mL de solução osmocondicionante (composta 
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por sais do meio MS com 1,2 mol L-1 de sacarose) durante 20 min em agitador 

(Nova Ética, Mod. 109) (60 rpm). 

Em seguida, os encapsulados foram transferidos para frascos de cultivo 

(65 x 125 mm) contendo meio de recuperação composto de sais do meio MS 

sólido contendo 0,09 mol L-1 de sacarose e suplementado com 2,22 µmol L-1 de 

BA e 2,9 µmol L-1 de GA3 (meio de recuperação I), onde foram incubados por sete 

dias em câmara de crescimento tipo BOD (ELETROlab® - Modelo EL 202/4) a 

27±2°C  com fotoperíodo de 16:8 horas luz/escuro e irradiância de 25 mol m-2 s-1 

fornecidas por lâmpadas fluorescentes luz do dia (OSRAM®). 

No sétimo dia de incubação os encapsulados foram transferidos para um 

novo meio de recuperação (meio de recuperação II) composto de sais do meio 

MS sólido contendo 0,09 mol L-1 de sacarose e suplementado com 1,45 µmol L-1 

de GA3, sem o BA. 

Os tratamentos do experimento foram os seguintes: 

TRATAMENTO 1 - Encapsulamento, crioproteção, PVS2 (30‟ a temp. ambiente) e 

imersão em NL; 

TRATAMENTO 2 - Encapsulamento, crioproteção, PVS2 (30‟ a 0°C) e imersão 

em NL; 

TRATAMENTO 3 - Encapsulamento, crioproteção, PVS2 (60‟ a temp. ambiente) e 

imersão em NL; 

TRATAMENTO 4 - Encapsulamento, crioproteção, PVS2 (60‟ a 0°C) e imersão 

em NL; 

CONTROLE 1 - Repicagem dos explantes e inoculação no meio de recuperação; 

CONTROLE 2 – Encapsulamento e inoculação no meio de recuperação; 

CONTROLE 3 - Encapsulamento, imersão em NL; 

CONTROLE 4 - Encapsulamento, crioproteção, PVS2 (0‟) e imersão em NL; 

CONTROLE 5 - Encapsulamento, crioproteção, PVS2 (0‟) e não imersão em NL; 

Foram feitas cinco repetições para cada tratamento, sendo que cada 

repetição consistiu de um frasco de cultivo (65 x 125 mm) contendo seis 

explantes.  

Após oito semanas, foram avaliados altura, número de folhas e taxa de 

sobrevivência dos explantes. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

5.1. Caracterização morfológica dos acessos coletados 

 

Observou-se variação para os sete caracteres qualitativos da parte aérea 

dos 30 acessos de batata-doce estudados (Figura 3). Foram observados os 

seguintes formatos de folha: triangular (53,5%), lobulada (43,5%) e cordada (3%). 

Moulin et al. (2012), analisando 80 acessos de batata-doce (dentre eles os 30 

acessos do presente estudo) e um de Ipomoea pescaprae constataram, também, 

que os formatos triangular, lobulado e cordado eram predominantes. Além das 

formas de variações observadas, Moulin et al. (2012) também observaram a 

forma lanceolada (cerca de 3,7%) e a forma redonda (cerca de 1,2%). Isto se 

deve ao fato da coleção de germoplasma possuir um número maior de acessos 

naquela época (80 acessos). 

O tipo de lóbulo foi uma característica com grande variabilidade entre os 

acessos, sendo encontradas cinco das seis formas de variações: ausência de 

lóbulos (36,5%), lóbulos muito superficiais (17%), superficiais (3%), moderados 

(26,5%), e profundos (17%). Mesmo trabalhando com um maior número de 

acessos, as mesmas formas de variações de lóbulos também foram observadas 

por Moulin et al. (2012). Diferentemente, Veasey et al. (2007), ao avaliarem a 

diversidade fenotípica de 74 acessos de batata-doce em propriedades do Vale do 

Ribeira em São Paulo, observaram uma predominância maior de lóbulos muito 

superficiais (40%). 
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Figura 3. Classes fenotípicas da parte aérea e frequências observadas 

para 30 acessos de batata-doce do Norte do Estado do Rio de Janeiro. Campos 
dos Goytacazes - RJ, 2016. 
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Foram observadas três categorias para o número de lóbulos: apenas um 

lóbulo (45%), três lóbulos (17%) e cinco lóbulos (38%). As frequências 

observadas por Moulin et al. (2012) para número de lóbulos (41,5%, 19,5% e 39% 

para um lóbulo, três lóbulos e cinco lóbulos, respectivamente) foram semelhantes 

às observadas neste trabalho. Ritschel e Huamán (2002) classificaram 38,2% dos 

acessos com apenas um lóbulo e 36,4% com cinco lóbulos, sendo estas, também, 

as duas maiores frequências observadas pelos autores.  

O aspecto central do lóbulo da folha foi caracterizado como: dentado 

(13%), triangular (47%), semi-elíptico (30%) e elíptico (10%). Moulin et al. (2012) 

também encontraram as mesmas formas de variações observadas. Resultados 

divergentes a este trabalho foram obtidos por Cavalcante (2008), ao avaliar a 

diversidade fenotípica de duas variedades e nove clones de batata-doce do 

município de Junqueiro em Alagoas, caracterizando os genótipos de batata-doce 

em apenas duas categorias: 63,7% como sendo semi-elíptico e 36,3% como 

sendo triangular. 

Para coloração da folha imatura, as folhas verdes foram predominantes 

(70%), sendo o restante representado por folhas verdes com bordas roxas (23%) 

e com nervuras roxas na face (7%). As mesmas formas de variação foram 

observadas por Moulin et al. (2012), com frequências similares. Veasey et al. 

(2007), ao avaliarem a diversidade fenotípica de 74 acessos de batata-doce em 

propriedades do Vale do Ribeira em São Paulo, classificaram para coloração da 

folha imatura, 50% das folhas como verdes com bordas roxas, 20% para folhas 

verdes, as demais colorações foram também obtidas, mas em frequências 

menores. 

Foram observadas duas classes para tamanho da folha: pequena (37%) e 

média (63%). O tamanho médio da folha também foi observado em maior 

frequência em outros trabalhos de caracterização de germoplasma de batata-

doce (Ritschel e Huamán, 2002; Daros et al., 2002; Moulin et al., 2012). 

Para a variável coloração do pecíolo constataram-se os seguintes tipos: 

verde (33,5%), verde com seguimentos roxos próximos às folhas (43,5%), verde 

com nervuras roxas em ambas as extremidades (20%) e verde com manchas 

roxas ao longo do pecíolo (3%). Outros trabalhos também constataram uma 

grande variabilidade de colorações do pecíolo, detectando uma grande 
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heterogeneidade para esta característica (Daros et al., 2002; Veasey et al., 2007; 

Moulin et al., 2012). 

Os descritores mais úteis na discriminação dos acessos da coleção foram 

a forma do lóbulo central, o tipo de lóbulo da folha e a pigmentação do pecíolo. 

Além destes descritores, para Moulin et al. (2012), o descritor formato da folha 

também foi útil na discriminação dos acessos. 

A técnica UPGMA foi eficiente no ajuste entre as distâncias, com 

correlação cofenética de 0,82 para as associações entre a matriz de distância e o 

dendrograma das variáveis qualitativas (Figura 4). O ajuste adequado é avaliado 

pelos valores de correlação cofenética superiores a 0,80, conforme sugerem 

Bussab et al. (1990).  

 
 

 
Figura 4. Dendrograma de dissimilaridade genética, obtido pelo método 

hierárquico de médias ponderadas, com base em descritores qualitativos da parte 
aérea, entre 30 acessos de batata-doce do Norte do Estado do Rio de Janeiro. 
Campos dos Goytacazes - RJ, 2016.  
 
 

Foi realizado um corte a uma distância de 1,0 proporcionando a formação 

de cinco grupos (Figura 4). Nesta análise, o grupo I reuniu o maior número de 

acessos, correspondendo 11 acessos; o grupo II por cinco acessos; o grupo III 

por dois acessos e os grupos IV e V apresentaram seis acessos cada. Neste 

trabalho não foi observada uma definição dos grupos de acordo com os locais de 

coleta, assim como Moulin et al. (2012). 

Por intermédio da caracterização da parte aérea foram detectadas três 

possíveis duplicatas (a primeira entre os acessos UENF 1922 e UENF 1923, a 

segunda entre os acessos UENF 1920, UENF 1942 e UENF 1945 e a terceira 
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entre os acessos UENF 1939, UENF 1940 e UENF 1949) (Figura 4) e constatada 

uma elevada variabilidade fenotípica para os descritores (Figura 5). Estes 

resultados estão próximos aos obtidos por Moulin et al. (2012). 

 
 

 

Figura 5. Variabilidade fenotípica das folhas dos acessos de batata-doce do Norte 

do Estado do Rio de Janeiro. Campos dos Goytacazes - RJ, 2016. 
 
 

Observou-se variação para os seis caracteres qualitativos de raízes dos 

28 acessos de batata-doce estudados, com diferentes frequências para cada 

classe fenotípica (Figura 6). 

Para o formato das raízes, foi constatada uma grande variabilidade, 

apresentando seis variações: redonda (3,6%), redonda elíptica (7,1%), elíptica 

(3,6%), oboval (14,3%), longa elíptica (10,7%) e longa irregular (60,7%). Outros 

trabalhos também constataram uma grande variabilidade de formato de raízes. 

Moulin et al. (2012) observaram sete classes para os 80 acessos avaliados, já 

Ritschel e Huamán (2002) encontraram oito classes para os 324 acessos 

estudados. Esse aumento do número de classes em outros trabalhos deve-se ao 

fato destes autores terem trabalhado com um maior número de acessos. 
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Figura 6. Classes fenotípicas dos descritores para raiz e frequências observadas 
para 28 acessos de batata-doce do Norte do Estado do Rio de Janeiro. Campos 
dos Goytacazes - RJ, 2016. 

 
 
Para a variável defeitos da superfície foram observadas raízes sem 

defeitos (82,1%), com pele de jacaré (3,6%), com defeitos tipo veia (10,7%) e 

constrições horizontais superficiais (3,6%). Resultados similares foram obtidos por 

Daros et al. (2002), Cavalcante (2008) e Moulin et al. (2012), que observaram as 

classes descritas neste trabalho em distintas proporções.  

As cores predominantes da pele da raiz dos acessos caracterizados 

foram classificadas como creme (35,7%) e roxa escura (35,7%), constatando-se 
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ainda as colorações rosa (14,3%) e branca (14,3%). Chávez et al. (2006) e 

Veasey et al. (2007) observaram predominância da coloração creme. Já Daros et 

al. (2002) e Moulin et al. (2012) encontraram a cor rosada como predominante, 

enquanto que Ritschel e Huamám (2002) classificaram a cor da pele como sendo 

branca para 41,2% dos acessos. 

A intensidade da cor da pele foi caracterizada como pálida para 39,3% 

dos acessos, intermediária para 32,1% e escura para 28,6%. Da mesma forma, 

Daros et al. (2002), Cavalcante (2008) e Moulin et al. (2012) encontraram todas 

as intensidades para cor da pele da raiz, com predominância da intensidade 

intermediária. 

Para a característica coloração da polpa da raiz, os acessos 

apresentaram: cor creme (49,9%), branca (35,7%), amarelo pálida (3,6%), laranja 

pálida (3,6%), laranja intermediária (3,6%) e pigmentado fortemente com 

antocianinas (3,6%). Outros autores também constataram uma grande 

diversidade de cores para polpa, com predominância da cor creme, em 

consonância com este trabalho (Ritschel e Huamán, 2002; Chávez et al., 2006; 

Veasey et al., 2007; Moulin et al., 2012). 

A característica coloração secundária da polpa foi caracterizada como 

branca (39,3%), creme (53,5%), amarela (3,6%) e laranja (3,6%). Diferente dos 

dados obtidos no presente estudo, Moulin et al. (2012), ao caracterizarem a 

mesma coleção de germoplasma de batata-doce da UENF, porém com um 

número maior de acessos (80), observaram a ausência da coloração secundária 

da polpa em 76,1% dos acesssos. Essa diferença na coloração secundária da 

polpa pode ser explicada pelo fato de Moulin et al. (2012) terem utilizado raízes 

de batata-doce coletadas diretamente no campo, nas propriedades rurais onde 

foram coletados os acessos, enquanto que no presente estudo foram utilizadas 

raízes de plantas cultivadas em vasos de 1,5 L em casa de vegetação. Além da 

diferença de ambientes em condições de casa de vegetação, o desenvolvimento 

radicular dos acessos é restrito. 

Os descritores mais úteis na discriminação dos acessos da coleção foram 

o formato da raiz e a cor da polpa. Além desses, para Moulin et al. (2012) o 

descritor defeitos de superfície também foi útil. 

Os dados foram agrupados pelo método UPGMA, e por meio da matriz 

gerada pela distância de Cole-Rodgers obteve-se o agrupamento apresentado no 
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dendrograma da Figura 7. Foi obtida uma correlação cofenética de 0,65. Alguns 

autores justificam que coeficientes com valores compreendidos entre 0,6 e 0,8 

são provenientes do pequeno número de variáveis utilizadas. Segundo Santos 

(2010), existem outros fatores que também podem influenciar nos valores dos 

coeficientes como tipo e quantidade das variáveis qualitativas e a qualidade dos 

dados obtidos. 

 
 

 
Figura 7. Dendrograma de dissimilaridade genética, obtido pelo método 
hierárquico de médias ponderadas, com base em descritores qualitativos de raiz, 
entre 28 acessos de batata-doce do Norte do Estado do Rio de Janeiro. Campos 
dos Goytacazes - RJ, 2016. 
 
 

Foi realizado um corte a uma distância de 1,0 proporcionando a formação 

de sete grupos (Figura 7). Nesta análise, os grupos I e II foram formados por um 

acesso cada, o grupo III por dois acessos, o grupo IV por 12 acessos, o grupo VI 

por seis acessos e os grupos V e VII apresentaram três acessos cada. Neste 

trabalho não foi observada uma definição dos grupos de acordo com os locais de 

coleta, assim como no trabalho de Moulin et al. (2012). 

Por intermédio da caracterização das raízes foram detectadas duas 

possíveis duplicatas (a primeira entre os acessos UENF 1945, UENF 1953, UENF 

1960 e UENF 1970 e a segunda entre os acessos (UENF 1937 e UENF 1994) 

(Figura 7). Foi constatada uma elevada variabilidade fenotípica para os 

descritores de raiz (Figura 8). Estes resultados estão próximos aos obtidos por 

Moulin et al. (2012). 
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Figura 8. Variabilidade fenotípica das raízes dos acessos de batata-doce do 
Norte do Estado do Rio de Janeiro. Campos dos Goytacazes - RJ, 2016. 
 
 

5.2. Caracterização molecular dos acessos coletados 

 

Um total de 17 iniciadores foram testados e avaliados quanto ao número 

de bandas geradas e ao polimorfismo verificado para estas bandas. Foi obtido um 

total de 114 bandas, sendo 68 polimórficas (59,65%) e 46 monomórficas 

(40,35%). O número médio de fragmentos polimórficos produzidos por iniciador foi 

de quatro (Tabela 4). O iniciador mais polimórfico foi o (GA)8YT, gerando oito 

bandas (Figura 9).  
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Tabela 4. Marcadores ISSR na análise da diversidade genética entre 30 acessos 

de batata-doce da Coleção de Germoplasma da UENF. Campos dos Goytacazes 
- RJ, 2016. 

 
Marcadores ISSR 

Número de iniciadores 17 

Número total de bandas 114 

Bandas polimórficas 68 

Bandas monomórficas 46 

Média de bandas polimórficas por iniciador 4 

Maior distância 0,53 (UENF 1941 e UENF 1927) 

Menor distância 0,07 (UENF 1965 e UENF 1969) 

Distância média 0,32 (±0,07) 

Correlação cofenética 0,83 

 
 

 

Figura 9. Perfil de um gel de ISSR utilizando o iniciador de sequência (GA)8YT 
para os 30 acessos de batata-doce da Coleção de Germoplasma da UENF. 
Campos dos Goytacazes - RJ, 2016. 
 
 

O nível de polimorfismo observado para o marcador ISSR, neste trabalho, 

foi elevado, semelhante ao de He et al. (2007) e Moulin et al. (2012). He et al. 

(2007), trabalhando com 100 acessos de batata-doce, obtiveram 239 marcas 

polimórficas usando 14 iniciadores de ISSR, com uma média de 17 bandas 

polimórficas por iniciador. Este elevado polimorfismo pode ser justificado pela 

procedência dos acessos, que foram coletados na China, Nova Guiné e 

Indonésia, que são considerados centros secundários de diversidade genética da 

batata-doce. Moulin et al. (2012), usando 19 iniciadores de ISSR previamente 

selecionados para 82 acessos de Ipomoea (81 acessos de batata-doce 

pertencentes a coleção de germoplasma da UENF e um de Ipomoea pescaprae), 

obtiveram 135 marcas polimórficas, em média, 7,1 bandas polimórficas por 

iniciador.  
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A técnica de ISSR foi eficiente para acessar a variabilidade genética da 

população de batata-doce, conforme já descrito em outros trabalhos com batata-

doce (Qiang et al., 2008; Moulin et al., 2012). Os genótipos apresentaram uma 

distância média de 0,32 (±0,07). A matriz de dissimilaridade de Jaccard 

demonstrou que os acessos UENF 1941 e UENF 1927 são os mais distantes, 

com distância de 0,53. Por outro lado, UENF 1965 e UENF 1969 foram 

considerados os acessos mais próximos, com uma distância de 0,07 (Tabela 4) 

(Figura 10). De forma semelhante Moulin et al. (2012) obtiveram uma distância 

genética que variou de 0,05 a 0,69, com uma distância média de 0,27.  

 
 

 

Figura 10. Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir da matriz de 
dissimilaridade expressa pelo complemento aritmético de Jaccard entre 30 
acessos de batata-doce da Coleção de Germoplasma da UENF, com base em 68 
fragmentos polimórficos amplificados por marcador ISSR. Campos dos 
Goytacazes - RJ, 2016. 
 
 

He et al. (2007) obtiveram uma distância genética que variou de 0,17 a 

1,48, com uma distância média de 0,57. Qiang et al. (2008) obtiveram uma 

distância genética que variou de 0,16 a 0,92, com uma distância média de 0,57. A 

diferença das distâncias genéticas entre os trabalhos é devida, principalmente, à 

origem dos acessos estudados. He et al. (2007) e Qiang et al. (2008) trabalharam 

com acessos de diferentes regiões do mundo. Já Moulin et al. (2012) e o presente 

estudo trabalharam com acessos de batata-doce da mesma região (Norte 

Fluminense - RJ). 

Na caracterização molecular, os marcadores ISSR demonstraram 

polimorfismo entre os acessos estudados e não foram detectadas duplicatas, o 
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que permitiu desconsiderar a hipótese de duplicatas, observada anteriormente na 

caracterização morfológica dos acessos (Figura 10). Os marcadores moleculares 

são mais confiáveis que descritores morfológicos, pois não sofrem interferência 

do ambiente (Carelli, 2003). 

A técnica UPGMA foi eficiente no ajuste entre as distâncias, com 

correlação cofenética de 0,83 (Tabela 4) para as associações entre a matriz de 

distância e o dendrograma das variáveis. Estima-se que houve um bom ajuste 

entre as distâncias, pois o ajuste adequado é avaliado pelos valores de correlação 

cofenética superiores a 0,80, conforme sugerem Bussab et al. (1990). 

Foi realizado um corte a uma distância de 0,35 proporcionando a 

formação de seis grupos (Figura 10). Nesta análise, os grupos I, II, IV e V foram 

formados por um acesso cada, o grupo III por dois acessos e o grupo IV reuniu o 

maior número de acessos, correspondendo a 24 acessos. Neste trabalho não foi 

observada uma definição dos grupos de acordo com os locais de coleta, assim 

como Moulin et al. (2012). 

Foi constatada uma alta variabilidade para os genótipos de batata-doce 

que fazem parte da Coleção de Germoplasma de batata-doce da UENF (Figura 

10), corroborando com outros trabalhos realizados com batata-doce (Elameen et 

al., 2008; Veasey et al., 2008; Lin et al., 2009; Moulin et al., 2012).  

 

5.3. Desinfestação e estabelecimento in vitro dos acessos coletados 

 

De modo geral, a taxa de contaminação dos explantes por fungos foi de 

29% (Figura 11). Após 30 dias, apenas o acesso UENF 1970 não apresentou 

contaminação in vitro. Quatro dos 30 acessos apresentaram porcentagem de 

contaminação superior a 50%, sendo eles: UENF 1922 (71,4%), UENF 1925 

(60%), UENF 1927 (60%) e UENF 1990 (65%) (Figura 12).  

Em trabalhos anteriores de desinfestação visando o estabelecimento in 

vitro, dos mesmos acessos aqui estudados, foi constatada uma alta taxa de 

infestação por fungos (100%), quando os explantes desinfestados e inoculados in 

vitro eram coletados diretamente da casa de vegetação, e apesar do tratamento 

das plantas matrizes com fungicidas, não houve eficácia para a redução da 

contaminação in vitro (dados não publicados). 
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Vettorazzi (2013), com o objetivo de reduzir a taxa de contaminação in 

vitro ocasionada pelas condições dos explantes oriundos da casa de vegetação, 

utilizou explantes de brotações provenientes de ramas de batata-doce coletadas 

em casa de vegetação, desinfestadas em solução de hipoclorito de sódio (0,1%) e 

enraizadas em substrato comercial previamente autoclavado, formadas em 

câmara de crescimento, com luz e temperatura controlada. Essa metodologia foi 

eficiente e reduziu a alta taxa de infestação por fungos de 100% para 54,8%. No 

presente trabalho, essa metodologia mostrou-se ainda mais eficiente com uma 

taxa de contaminação dos explantes por fungos de apenas 29%. 

Assim sendo, os procedimentos de desinfestação das ramas e a 

formação de novas brotações em câmara de crescimento para a retirada dos 

explantes com o objetivo de reduzir a contaminação in vitro foi eficiente para 

reduzir a contaminação destes acessos. 

Apesar destas contaminações, todos os acessos foram estabelecidos in 

vitro e a coleção in vitro de germoplasma de batata-doce foi implantada. 

 
 

 

Figura 11. Contaminação por fungos em explantes de batata-doce in vitro, em 
meio contendo sais minerais do meio MS e 0,06 mol L-1 de sacarose. Campos dos 
Goytacazes - RJ, 2016. 
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Figura 12. Porcentagem de contaminação dos explantes de acessos de batata-
doce in vitro, em meio contendo sais minerais do meio MS e 0,06 mol L-1 de 
sacarose. Campos dos Goytacazes - RJ, 2016. 
 
 

5.4. Os ensaios e o experimento de criopreservação 

 

De forma geral, os explantes não responderam aos diferentes tratamentos 

de criopreservação nos quatro ensaios (Figuras de 13 a 16 / Tabelas de 5 a 8) e 

no experimento de encapsulamento-vitrificação (Figura 17 / Tabela 9). Os 

explantes de batata-doce de todos os tratamentos mantiveram-se, durante as oito 

semanas de avaliação, com o mesmo aspecto que apresentavam quando foram 

inoculados no meio de recuperação. Ocorreu a morte de todos os explantes, 

exceto em alguns controles, nos quatro ensaios e no experimento de 

encapsulamento-vitrificação.  

Neste trabalho, o pré-cultivo dos explantes foi feito em meio contendo 

sacarose com a concentração de 0,3 mol L-1, por 48 horas para os três primeiros 

ensaios (vitrificação em gotículas) (Figuras de 13 a 15) e por 16 horas para o 

quarto ensaio (encapsulamento-vitrificação) (Figura 16). Para Pennycooke e 

Towill (2000), a eliminação da etapa de pré-cultivo em meio contendo sacarose 

resultou na morte de todos os explantes criopreservados. O pré-cultivo em meio 

contendo sacarose é essencial para a sobrevivência dos explantes de batata-

doce criopreservados (Pennycooke e Towill, 2001; Hirai e Sakai, 2003). Apesar de 
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a batata-doce tolerar soluções com até 1,0 mol L-1 de sacarose, Pennycooke e 

Towill (2000), observaram que a concentração de 0,3 mol L-1 de sacarose é a 

mais indicada para essa cultura. Os benefícios da sacarose são bem conhecidos, 

pois, além do efeito osmótico, ela é capaz de penetrar em grandes quantidades 

nas células, durante a pré-incubação. O acúmulo de açúcar nos tecidos está 

associado à tolerância ao congelamento, mas não é uma garantia de viabilidade 

dos tecidos após a criopreservação (Adela e Deliu, 2006). 

 
 

 

Figura 13. Gemas axilares de batata-doce do acesso UENF 1990 
criopreservados no 1° ensaio de vitrificação em gotículas (Pennycooke e Towill, 
2000, modificado) após oito semanas em meio de recuperação. T1: Pré-
tratamento + Vitrificação + nitrogênio líquido (NL); C1: Vitrificação + NL; C2: Pré-
tratamento +NL; C3: Pré-tratamento + Vitrificação; C4: Explante em meio de 
recuperação. Barra 65 mm. Campos dos Goytacazes - RJ, 2016. 
 
 
Tabela 5. Sobrevivência (%), altura (cm) e n° de folhas de gemas axilares de 
batata-doce do acesso UENF 1990 criopreservados no 1° ensaio de vitrificação 
em gotículas (Pennycooke e Towill, 2000, modificado) após oito semanas em 
meio de recuperação. NL = Nitrogênio Líquido. Campos dos Goytacazes - RJ, 
2016. 
 

Tratamentos Sobrevivência (%) Altura (cm) N° de Folhas 

T1 - Pré-tratamento + Vitrificação + NL 0 0 0 

C1 - Vitrificação + NL 0 0 0 

C2 - Pré-tratamento +NL 0 0 0 

C3 - Pré-tratamento + Vitrificação 0 0 0 

C4 - Explante em meio de recuperação 100 9 7 
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Figura 14. Gemas axilares de batata-doce do acesso UENF 1937 
criopreservados no 2° ensaio de vitrificação em gotículas (Pennycooke e Towill, 
2000, modificado) após oito semanas em meio de recuperação. T1: Pré-
tratamento + Vitrificação + nitrogênio líquido (NL); C1: Vitrificação + NL; C2: Pré-
tratamento +NL; C3: Pré-tratamento + Vitrificação; C4: Explante em meio de 
recuperação. Barra 65 mm. Campos dos Goytacazes - RJ, 2016. 
 
 
Tabela 6. Sobrevivência (%), altura (cm) e n° de folhas de gemas axilares de 
batata-doce do acesso UENF 1937, criopreservados no 2° ensaio de vitrificação 
em gotículas (Pennycooke e Towill, 2000, modificado) após oito semanas em 
meio de recuperação. NL = Nitrogênio Líquido. Campos dos Goytacazes - RJ, 
2016.  
 

Tratamentos Sobrevivência (%) Altura (cm) N° de Folhas 

T1 - Pré-tratamento + Vitrificação + NL 0 0 0 

C1 - Vitrificação + NL 0 0 0 

C2 - Pré-tratamento +NL 0 0 0 

C3 - Pré-tratamento + Vitrificação 0 0 0 

C4 - Explante em meio de recuperação 100 7,5 8 
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Figura 15. Gemas axilares de batata-doce do acesso UENF 1935, 
criopreservados no 3° ensaio de vitrificação em gotículas (Pennycooke e Towill, 
2001) após oito semanas em meio de recuperação. T1: Pré-tratamento + 
Vitrificação + nitrogênio líquido (NL); C1: Vitrificação + NL; C2: Pré-tratamento 
+NL; C3: Pré-tratamento + Vitrificação; C4: Explante em meio de recuperação. 
Barra 65 mm. Campos dos Goytacazes - RJ, 2016. 
 
 
Tabela 7. Sobrevivência (%), altura (cm) e n° de folhas de gemas axilares de 
batata-doce do acesso UENF 1935, criopreservados no 3° ensaio de vitrificação 
em gotículas (Pennycooke e Towill, 2001) após oito semanas em meio de 
recuperação. NL = Nitrogênio Líquido. Campos dos Goytacazes - RJ, 2016.  
 

Tratamentos Sobrevivência (%) Altura (cm) N° de Folhas 

T1 - Pré-tratamento + Vitrificação + NL 0 0 0 

C1 - Vitrificação + NL 0 0 0 

C2 - Pré-tratamento +NL 0 0 0 

C3 - Pré-tratamento + Vitrificação 0 0 0 

C4 - Explante em meio de recuperação 100 6,1 8 
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Figura 16. Gemas axilares de batata-doce do acesso UENF 1917, 
criopreservados no 4° ensaio de encapsulamento-vitrificação (Hirai e Sakai, 2003) 
após oito semanas em meio de recuperação. T1: Encapsulamento + Pré-cultivo + 
Crioproteção + Vitrificação + nitrogênio líquido (NL); C1: Encapsulamento + 
Crioproteção + Vitrificação + NL; C2: Encapsulamento + Pré-cultivo + NL; C3: 
Encapsulamento + NL; C4: Explante em meio de recuperação. Barra 65 cm. 

Campos dos Goytacazes - RJ, 2016. 
 
 
Tabela 8. Sobrevivência (%), altura (cm) e n° de folhas de gemas axilares de 

batata-doce do acesso UENF 1917, criopreservados no 4° ensaio de 
encapsulamento-vitrificação (Hirai e Sakai, 2003) após oito semanas em meio de 
recuperação. NL = Nitrogênio Líquido. Campos dos Goytacazes - RJ, 2016.  
 

Tratamentos Sobrevivência (%) Altura (cm) N° de Folhas 

T1 - Encapsulamento + Pré-cultivo + 

Crioproteção + Vitrificação + NL 
0 0 0 

C1 - Encapsulamento + Crioproteção + 

Vitrificação + NL 
0 0 0 

C2 - Encapsulamento + Pré-cultivo + NL 0 0 0 

C3 - Encapsulamento + NL 0 0 0 

C4 - Explante em meio de recuperação 100 4,1 5 
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Figura 17. Gemas axilares de batata-doce do acesso UENF 1987, 

criopreservados no experimento de encapsulamento-vitrificação após oito 
semanas em meio de recuperação. T1: Encapsulamento + Crioproteção + PVS2 
(30‟ a 27°C) + NL; T2: Encapsulamento + Crioproteção + PVS2 (30‟ a 0°C) + NL; 
T3: Encapsulamento + Crioproteção + PVS2 (60‟ a 27°C) + NL; T4: 
Encapsulamento + Crioproteção + PVS2 (60‟ a 0°C) + NL; C1: Explante em meio 
de recuperação; C2: Explante encapsulado em meio de recuperação; C3: 
Encapsulamento + NL; C4: Encapsulamento + Crioproteção + PVS2 (0‟) + NL; C5: 
Encapsulamento + Crioproteção + PVS2 (0‟). Barra 65 mm. Campos dos 
Goytacazes - RJ, 2016. 
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Tabela 9. Sobrevivência (%), altura (cm) e n° de folhas de gemas axilares de 

batata-doce do acesso UENF 1987, criopreservados no experimento de 
encapsulamento-vitrificação após oito semanas em meio de recuperação. NL = 
Nitrogênio Líquido. Campos dos Goytacazes - RJ, 2016.  
 

Tratamentos Sobrev. (%) Altura (cm) N° de Folhas 

T1 - Encapsulamento + Crioproteção + PVS2 (30‟ a 27°C) + NL 0 0 0 

T2 - Encapsulamento + Crioproteção + PVS2 (30‟ a 0°C) + NL 0 0 0 

T3 - Encapsulamento + Crioproteção + PVS2 (60‟ a 27°C) + NL 0 0 0 

T4 - Encapsulamento + Crioproteção + PVS2 (60‟ a 0°C) + NL 0 0 0 

C1 - Explante em meio de recuperação 100 1 3 

C2 - Explante encapsulado em meio de recuperação 100 1,5 4 

C3 - Encapsulamento + NL 0 0 0 

C4 - Encapsulamento + Crioproteção + PVS2 (0‟) + NL 0 0 0 

C5 - Encapsulamento + Crioproteção + PVS2 (0‟) 0 0 0 

 
 
No presente estudo, dois tipos de meios de pré-cultivo contendo sacarose 

foram testados: meio de pré-cultivo na forma líquida no primeiro ensaio (Figura 13 

/ Tabela 5) e meio de pré-cultivo na forma sólida no segundo e terceiro ensaios 

(Figuras 14 e 15 / Tabelas 6 e 7). Tanto o meio líquido quanto o meio sólido de 

pré-cultivo não foram eficientes para induzir a tolerância ao congelamento. O 

primeiro ensaio seguiu o protocolo de Pennycooke e Towill (2000), no qual os 

autores utilizaram meio de pré-cultivo na forma líquida, não informando se houve 

agitação do meio. No segundo e terceiro ensaios foi utilizado meio de pré-cultivo 

sólido que teve por objetivo melhorar a oxigenação dos explantes de batata-doce. 

Nos quatro ensaios (Figuras de 13 a 16) e no experimento (Figura 17), os 

explantes antes de serem expostos ao PVS2, foram imersos em solução 

contendo glicerol e sacarose (Solução Crioprotetora). Nos três primeiros ensaios 

(de vitrificação em gotículas) (Figuras 13 a 15), os explantes foram imersos em 

solução crioprotetora por uma hora, enquanto que no quarto ensaio (Figura 16) e 

no experimento de encapsulamento-vitrificação (Figura 17), a imersão foi de três 

horas.  

Segundo Pennycooke e Towill (2000), o efeito tóxico do PVS2 também 

pode ser atenuado por meio da imersão dos explantes em solução crioprotetora, 

antes da exposição ao PVS2. Hirai e Sakai (2003) observaram uma maior taxa de 
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recuperação de explantes para aqueles imersos em solução crioprotetora 

(contendo glicerol e sacarose), em comparação com os explantes que não 

passaram por essa solução. Ao trabalharem com a técnica de encapsulamento-

vitrificação, Hirai e Sakai (2003) otimizaram o tempo de imersão dos explantes de 

batata-doce em solução crioprotetora para três horas, o mesmo tempo utilizado 

no experimento de encapsulamento-vitrificação, no presente trabalho. 

O efeito tóxico do PVS2 fica bem evidente quando os explantes 

submetidos à solução de PVS2 e não imersos em NL, não sobreviveram (C3 no 

1º, 2º e 3º ensaios - Figuras de 13 a 15 e C5 no experimento de encapsulamento-

vitrificação - Figura 17). Os explantes submetidos ao PVS2 e imersos em NL 

sofreram um estresse ainda maior ao serem submetidos à baixa temperatura e 

também não sobreviveram (T1 e C1 no 1º, 2º, 3º e 4º ensaios - Figuras de 13 a 16 

e T1, T2, T3, T4, C4 e C5 no experimento de encapsulamento-vitrificação - Figura 

17). O PVS2 apresentou elevada toxicidade, danificando os explantes de batata-

doce. É provável que o tempo de exposição ao PVS2, mesmo nos tratamentos 

que não foram submetidos ao NL, tenha resultado em danos irreversíveis às 

células. No trabalho de Towill e Jarret (1992), a exposição direta dos explantes de 

batata-doce ao PVS2, sem imersão em NL, também ocasionou 100% de 

mortalidade, no entanto, a taxa de sobrevivência pôde ser aumentada para 54% 

quando os autores expuseram os explantes gradativamente (60%, 80% e por fim 

100%) em soluções de PVS2 diluídas em meio MS líquido.  

A adição de diferentes reguladores de crescimento (ANA, BA e KIN no 2° 

e 3° ensaios; BA e GA3 no 4° ensaio e no experimento) (Figuras de 14 a 17 / 

Tabelas de 6 a 9) ou não adição (no 1° ensaio) (Figura 13 / Tabela 5) no meio de 

recuperação dos explantes não foi suficiente para o desenvolvimento dos 

mesmos após a criopreservação. Diferentes concentrações de reguladores de 

crescimento foram utilizadas por Pennycooke e Towill (2000), no meio de 

recuperação de gemas axilares de batata-doce, de um genótipo proveniente da 

Southern Regional Plant Introduction Station em Griffin, no estado da Georgia - 

EUA. Pennycooke e Towill (2000) observaram que a concentração de reguladores 

composta por 1,0 µmol L-1 de ANA, 0,5 µmol L-1 de BA e 0,1 µmol L-1 de KIN, foi a 

que proporcionou melhor recuperação dos explantes, sem a formação de calos. 

Enquanto que, no presente estudo, utilizando a mesma concentração para ANA, 

BA e KIN, no 2º e 3º ensaios, a recuperação dos explantes não foi observada. 
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A retirada do amônio no terceiro ensaio nos primeiros cinco dias de 

recuperação dos explantes não foi suficiente para que os mesmos 

criopreservados sobrevivessem (Figura 15 / Tabela 7). O amônio foi retirado do 

meio de recuperação, pois segundo Pennycooke e Towill (2001), o amônio é 

tóxico para as células congeladas e a sobrevivência dos explantes pode ser 

melhorada pela exclusão deste no meio de recuperação nos primeiros dias. 

Pennycooke e Towill (2001), ao trabalharem com quatro genótipos pertencentes à 

Southern Regional Plant Introduction Station em Griffin, no estado da Georgia – 

EUA, obtiveram taxas de recuperação entre 62 a 93% nos diferentes genótipos 

estudados. A taxa de sobrevivência dos explantes criopreservados foi aumentada 

em até três vezes, quando os mesmos eram colocados em meio MS sem amônio 

durante os primeiros cinco dias de recuperação, em relação àqueles cultivados 

diretamente em meio MS contendo amônio. 

A presença de luz no quarto ensaio (Figura 16 / Tabela 8) e no 

experimento de encapsulamento-vitrificação (Figuras 17 / Tabelas 9), ou a 

ausência de luz nos três primeiros ensaios (de vitrificação em gotículas) (Figuras 

13 a 15 / Tabelas 5 a 7), nos primeiros dias em meio de recuperação, também 

não causou efeito positivo na sobrevivência dos explantes. Pennycooke e Towill 

(2000), trabalhando com a técnica de vitrificação em gotículas obtiveram 66% de 

sobrevivência em explantes de batata-doce, quando os mesmos foram 

submetidos à ausência de luz nos primeiros dias de recuperação. Hirai e Sakai 

(2003), trabalhando com a técnica de encapsulamento-vitrificação em batata-

doce, também obtiveram bons resultados de sobrevivência dos explantes, 

utilizando a luz desde os primeiros dias de recuperação. A luz pode ser um fator 

determinante no desenvolvimento dos explantes após o congelamento, podendo 

contribuir para as respostas variáveis à criopreservação, observadas 

frequentemente em batata-doce (Pennycooke e Towill, 2000). 

Para a montagem dos quatro ensaios e do experimento de 

encapsulamento-vitrificação, foram utilizadas gemas axilares (1°, 2° e 3° ensaios) 

e segmentos nodais (4° ensaio e experimento de encapsulamento-vitrificação) 

com comprimento aproximadamente entre 0,5 e 2 mm (retirados a olho nu), 

provenientes de plantas conservadas in vitro com idade de doze semanas. Em 

seus trabalhos, Pennycooke e Towill (2000 e 2001), utilizaram gemas axilares 

com comprimento entre 0,5 e 1 mm, provenientes de plantas conservadas in vitro 
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com idade de oito semanas. Já Hirai e Sakai (2003), utilizaram segmentos nodais 

com aproximadamente 1 mm, provenientes de plantas conservadas in vitro, 

porém a idade das plantas, para a retirada dos explantes, não foi informada. 

Segundo Takagi (2000), o explante mais adequado para o sucesso da 

criopreservação consiste do meristema apical com um primórdio foliar, medindo 

de 0,5 a 2 mm de comprimento, dependendo da espécie, sendo que, no presente 

estudo, foi utilizado o mesmo comprimento para as gemas axilares e segmentos 

nodais.  

No presente estudo, a retirada das gemas axilares (1°, 2° e 3° ensaios) e 

dos segmentos nodais (4° ensaio e experimento de encapsulamento-vitrificação) 

das plantas cultivadas in vitro ocorreu independentemente da posição na planta e 

a distribuição dos mesmos entre os tratamentos foi aleatória. Segundo 

Pennycooke e Towill (2000), a posição dos explantes na planta in vitro também 

tem efeito na sobrevivência dos mesmos após a criopreservação. Os autores 

sugerem que isto pode estar relacionado com os níveis endógenos de açúcares e 

ao tamanho dos explantes. Porém, é uma prática comum entre os autores, a 

retirada dos explantes das plantas cultivadas in vitro, independente da posição e a 

distribuição aleatória dos mesmos entre os tratamentos. No presente estudo, não 

foram utilizadas gemas axilares próximas à base das plantas, pois Pennycooke e 

Towill (2000) observaram que os explantes próximos à base das plantas 

apresentavam taxa de sobrevivência de 0% após a exposição ao PVS2 e ao NL. 

O sucesso da criopreservação não é apenas determinado pela técnica da 

criopreservação em si, mas também pela condição dos explantes. O explante 

extraído deve estar em um estado fisiológico adequado para aquisição da 

osmotolerância à desidratação e ao congelamento (Sakai, 1998). Portanto, o 

tamanho ideal combinado com o adequado estado fisilógico do explante é um dos 

fatores essenciais para obtenção de alta taxa de sobrevivência após o 

descongelamento (Takagi, 2000).  

Em virtude dos resultados negativos obtidos com a técnica de vitrificação 

em gotículas nos três primeiros ensaios (Figuras 13 a 15), foi utilizada a técnica 

de encapsulamento-vitrificação, no quarto ensaio (Figura 16) e no experimento 

(Figura 17), pois nesta técnica os explantes encapsulados não ficam em contato 

direto com o PVS2, diminuindo, assim, a sua toxicidade. O encapsulamento dos 

explantes (sem exposição ao PVS2) (C2) não impediu o desenvolvimento dos 
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mesmos, uma vez que a altura e o número de folhas foram maiores no controle, 

onde os explantes foram encapsulados (C2) em relação ao controle onde os 

explantes não foram encapsulados (C1) (Figura 17 / Tabela 9). Os explantes 

encapsulados sofrem uma desidratação mais lenta durante a exposição ao PVS2. 

Além disso, os explantes encapsulados são mais fáceis de manipular e permitem 

uma maior flexibilidade na manipulação de grandes quantidades de material, pois 

o intervalo de tempo nas etapas desta técnica é maior em relação à vitrificação 

em gotículas (Sakai e Engelmann, 2007, Sakai et al., 2008). 

Apesar de todas as vantagens envolvendo a técnica de encapsulamento-

vitrificação, a mesma também não foi eficiente na criopreservação dos acessos de 

batata-doce, uma vez que ocorreu a morte dos explantes em todos os 

tratamentos, tanto quando os explantes foram submetidos ao PVS2 em 

temperatura ambiente (27°C), como também quando os explantes foram 

submetidos ao PVS2 no banho de gelo (0°C), nos tempos 0‟, 30‟ e 60‟ (Figura 17 / 

Tabela 9). Em seus trabalhos, Pennycooke e Towill (2000 e 2001) e Hirai e Sakai 

(2003) submeteram os explantes de batata-doce ao PVS2 sempre em 

temperatura ambiente (27°C), pois os autores alegaram que a batata-doce é uma 

planta sensível ao frio e a utilização de temperaturas mais baixas podem provocar 

lesões nos explantes afetando a taxa de sobrevivência, o que pode ser 

corroborado no presente estudo. A batata-doce se desenvolve melhor em locais 

ou épocas em que a temperatura média é superior a 24 ºC (Silva et al., 2004) e no 

seu ambiente natural (condições ex vitro), ela não suporta bem as baixas 

temperaturas, mantendo esta característica quando cultivada in vitro (Vettorazzi, 

2013). 

As diferentes técnicas de criopreservação, tanto a vitrificação em 

gotículas (Pennycooke e Towill, 2000; Pennycooke e Towill, 2001) quanto o 

encapsulamento-vitrificação (Hirai e Sakai, 2003), não foram eficientes para os 

diferentes genótipos de batata-doce estudados (Figuras 13 a 17). Mesmo 

baseando-se em protocolos pré-existentes para a espécie, estes não funcionaram 

para os acessos de batata-doce em estudo, uma vez que o material era 

geneticamente diferente do material dos protocolos pré-existentes, além do 

material também ser de locais distintos (Tabela 2). Pennycooke e Towill (2000 e 

2001) utilizaram em seus trabalhos, genótipos provenientes da Southern Regional 

Plant Introduction Station em Griffin, no Estado da Georgia - EUA, enquanto que 
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Hirai e Sakai (2003) trabalharam com genótipos provenientes do Kagoshima 

Biotechnology Institute de Kagoshima – Japão. Ambos os trabalhos utilizam 

genótipos provenientes de regiões com temperaturas menores em relação à 

temperatura do país onde o estudo foi realizado (Brasil). Em regiões mais frias, a 

tolerância do material a ser criopreservado será maior, por isso os protocolos 

originais, proveniente de locais com temperaturas mais baixas obtiveram sucesso 

na criopreservação de batata-doce, enquanto que no presente estudo, sendo os 

genótipos de batata-doce provenientes de local com elevadas temperaturas não 

houve eficiência na técnica de criopreservação.  

Em uma revisão sobre criopreservação de germoplasma de batata-doce 

publicada por Feng et al. (2011), os autores relatam que a última publicação sobre 

criopreservação de batata-doce foi no ano de 2008 por Wang e Valkonen, 

utilizando a técnica de encapsulamento-vitrificação.  

 Os protocolos utilizados no presente trabalho devem ser testados em 

outros acessos de batata-doce, além disso, deve ser testada a exposição gradual 

dos explantes em soluções de PVS2 diluídas em meio MS líquido, com o objetivo 

de diminuir o efeito tóxico do PVS2. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

 

- A caracterização morfológica e molecular possibilitou inferir uma alta 

variabilidade dos acessos de batata-doce que fazem parte da Coleção de 

Germoplasma de batata-doce da UENF, apontando boas perspectivas para o 

programa de melhoramento genético desta cultura.  

- Apesar das contaminações, todos os acessos foram estabelecidos in 

vitro e a coleção de germoplasma de batata-doce in vitro foi implantada na UENF.  

- As técnicas de vitrificação em gotículas e de encapsulamento-vitrificação 

baseadas em protocolos pré-existentes para a espécie não foram eficientes para 

a criopreservação dos diferentes genótipos de batata-doce estudados. 

- A não sobrevivência dos explantes de batata-doce criopreservados 

deve-se, provavelmente,  à toxidade do PVS2 e à origem dos genótipos utilizados 

nos experimentos. 
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