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Resumo

O nitrogénio (N) desempenha papel central na regulacdo do metabolismo do carbono
e na biossintese de amido em culturas amilaceas. Este estudo investigou os efeitos
de diferentes doses de nitrogénio, DO (controle), D1 (dose recomendada) e D2 (dobro
da dose recomendada), sobre o crescimento, a produtividade, a composi¢céo
bioquimica e a expressao génica em batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.), cultivar
‘Duda’. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo e em campo. As
avaliacdes na casa de vegetacao foram realizadas aos 30, 45, 60 dias apés o plantio
(DAP), enquanto a avaliagdo em campo ocorreu aos 240 DAP. A expresséo de sete
genes-chave da via do amido foi analisada por RT-gPCR aos 45 DAP. Os resultados
indicaram que, aos 30 DAP, ndo houve diferengas na biomassa, caracterizando fase
de estabelecimento. Aos 45 DAP, o nitrogénio induziu resposta transcricional rapida e
dependente da dose, com indugédo de genes envolvidos nas etapas iniciais (IbSUS,
IbAGPase e IbAATP), e nas etapas finais (IbGBSSI, IbSSIlI, IbSBEI e IbISAI) da

biossintese de amido, sugerindo regulacdo coordenada da via. Aos 60 DAP,



observou-se redirecionamento metabdlico sob altas doses de N, com aumento da
sintese proteica e crescimento da parte aérea em detrimento da raiz. Contudo, ao final
do ciclo, aos 240 DAP, a dose D2 promoveu maior produtividade de raizes (55,42 t
ha™1) e maior rendimento estimado de etanol (11.159 L ha™), sem comprometer o teor
de amido. Os resultados demonstram que o nitrogénio atua de forma dinamica e
integrada ao longo do ciclo, modulando a expressao génica, a particdo de carbono e
o desempenho agrondmico. A cultivar ‘Duda’ apresenta elevada eficiéncia metabdlica
sob alta disponibilidade de N, destacando o0 manejo nitrogenado como estratégia-

chave para maximizar produtividade e potencial bioenergético da cultura.

Palavras-chave: Expressao génica; RT-qPCR; Culturas amilaceas; Biocombustiveis;
Bioetanol.

Introducao

A batata-doce (Ilpomoea batatas (L.) Lam.) é uma cultura de elevada
importancia alimentar e industrial, destacando-se como fonte de carboidratos e
matéria-prima para bioetanol e bioprodutos de interesse industrial (Lyu et al., 2021,
Meng; Wang; Si, 2022). Entre seus principais atributos, o acumulo de amido em raizes
tuberosas constitui um fator determinante para a produtividade e a qualidade, sendo
influenciado por condigbes ambientais e pelo manejo nutricional.

O nitrogénio (N) exerce papel central no crescimento vegetal, participando da
sintese de proteinas, da fotossintese e da assimilagéo de carbono, além de regular a
particdo de fotoassimilados entre crescimento vegetativo e armazenamento (Meng et
al., 2023; Yao et al., 2020). Dessa forma, a disponibilidade de N influencia ndo apenas
o desenvolvimento da planta, mas também o acamulo de amido em 6rgéos de reserva,
por meio de ajustes metabdlicos associados ao balango carbono/nitrogénio.

Além dos efeitos fisioldgicos, evidéncias recentes indicam que o nitrogénio atua
como regulador transcricional de genes envolvidos na biossintese do amido,
modulando a expressédo de enzimas-chave relacionadas a biossintese, ramificacéo e
organizagdo do polimero (Fan et al., 2023; Han et al., 2024; Sun et al., 2024a).
AlteracOes na disponibilidade de N podem desencadear respostas coordenadas na
expressdao génica, resultando em modificagbes no fluxo de carbono e,
consequentemente, na produtividade e na qualidade das raizes tuberosas.

Apesar dos avancgos recentes, ainda persistem lacunas na compreensao dos

mecanismos moleculares que conectam o suprimento de nitrogénio a regulacéo
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génica em batata-doce, especialmente quanto a integracdo entre respostas
transcricionais precoces e alteracdes fisioldgicas ao longo do ciclo da cultura (He et
al., 2021). Embora o nitrogénio seja reconhecido como um importante sinal regulador
capaz de modular processos metabdlicos em plantas (Han et al., 2024), ainda séo
escassos 0s estudos que elucidam como essa sinalizacao se integra as respostas ao
N e regula a expressdo de enzimas-chave da biossintese de amido em tecidos de
reserva (Peng et al., 2025; Yao et al., 2020).

Nesse contexto, o presente estudo adotou a cultivar brasileira ‘Duda’,
desenvolvida pela Universidade Federal do Tocantins. Esse genotipo combina
elevado teor de matéria seca (40,4%) com produtividade média de 65,5t ha™ em solos
tocantinenses (Silveira et al., 2014a), destacando-se como material promissor para
fins industriais e bioenergéticos (Alves; Lima; Pérto Junior, 2018). Mais recentemente,
foi identificado como o material com melhor equilibrio entre acimulo de biomassa e
teor de amido (24%) entre gendtipos industriais (Momenté et al., 2025), consolidando-
se como modelo promissor para estudos biotecnoldgicos (De Oliveira et al., 2025).
Esse conjunto de atributos, associado a elevada eficiéncia metabdlica, posiciona a
‘Duda’ como uma cultivar estratégica para investigar os mecanismos de regulacéo
transcricional que sustentam o desempenho agronémico e o rendimento industrial ao
longo do ciclo.

Parte-se da hipotese de que o suprimento de nitrogénio modula de forma
coordenada a expressdo de genes-chave da biossintese do amido e que essa
reprogramacao transcricional, detectavel nos estagios iniciais de desenvolvimento,
constitui um dos principais mecanismos associados ao incremento da produtividade e
do rendimento de etanol ao final do ciclo. Para testar essa hipétese, foi analisada a
expressao de sete genes-alvo (IbSSll, IbGBSSI, 1bSUS, IbAGPase, IbSBEI, IbAATP
e IbISAl), por RT-qPCR aos 45 dias apés o plantio (DAP), integrando esses padrdes
de regulacéo as respostas fisiologicas, bioquimicas e produtivas obtidas em condi¢des
de campo até a colheita.

As analises foram realizadas em um desenho temporal inédito para a cultura
da batata-doce, imediatamente ap0s a segunda aplicagéo de nitrogénio em cobertura,
com amostragens conduzidas em 4, 24 e 48 horas ap0s a adubacao, permitido avaliar
a dinamica precoce da resposta transcricional ao nitrogénio. Essa abordagem
integrada contribui para elucidar a regulacdo molecular do metabolismo do amido,
fornecendo subsidios para o desenvolvimento de estratégias de manejo nutricional

mais eficientes e sustentaveis na cultura da batata-doce.



Material e métodos

Caracterizacao da area experimental e infraestrutura laboratorial

Os experimentos em campo e em casa de vegetacdo foram conduzidos na area
experimental do campus de Palmas da Universidade Federal do Tocantins (UFT)
(10°10'46"S, 48°21'26"W; 220 m de altitude). As analises fisioldgicas, bioquimicas e
agrondémicas foram realizadas no Laboratério de Sistemas de Producéo de Energia a
partir de Fontes Renovaveis (LASPER) e no Laboratério de Solos e Residuos
Agroindustriais (LASOR), enquanto as andlises moleculares foram conduzidas no
Laboratorio de Andlises Moleculares (LAM). Durante o periodo experimental (28 de
novembro de 2023 a 28 de julho de 2024; correspondente a 240 dias ap0s o plantio —
DAP), as condicdes climaticas apresentaram temperaturas variando de 20,5 a 36,3
°C, com predominancia na faixa de 24 a 30 °C ao longo do ciclo. A umidade relativa
variou de 30% a 100%. Os dados meteoroldgicos foram obtidos a partir de registros
do Instituto Nacional de  Meteorologia  (INMET), disponiveis em

https://tempo.inmet.gov.br.

Delineamento experimental

Foram conduzidos dois experimentos independentes, um em casa de vegetacao
e outro em campo, utilizando a cultivar de batata-doce ‘Duda’, desenvolvida pelo
Programa de Melhoramento Genético da Universidade Federal do Tocantins, com
aptidao para producéo de etanol (Embrapa Hortalicas, 2023; Silveira et al., 2014b) .
Ambos os experimentos foram implantados em 28 de novembro de 2023. O
experimento em casa de vegetacao teve duracdo de 60 dias apds o plantio (DAP),
enquanto o experimento em campo foi conduzido até a colheita final, aos 240 DAP.

Os tratamentos foram compostos por diferentes niveis de adubacao nitrogenada:
DO (auséncia de nitrogénio — controle), D1 (dose recomendada com base na analise
de solo) e D2 (dobro da dose recomendada). As doses foram definidas para
representar condicbes contrastantes de deficiéncia, adequagdo e excesso de
nitrogénio, condicbes estas amplamente associadas a alteragbes metabolicas no
acumulo de amido em raizes de reserva (Duan et al., 2021; Han et al., 2024).

Os experimentos conduzidos em casa de vegetagcdo e campo foram
desenvolvidos utilizando o mesmo delineamento experimental. Cada tratamento foi
composto por quatro repeticbes biologicas por tratamento, sendo cada repeticdo

constituida por um pool de quatro plantas. As analises moleculares (RT-gPCR) foram



realizadas com amostras provenientes do experimento em casa de vegetacao, aos 45
DAP, em triplicata técnica, conforme as diretrizes MIQE (Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) (Bustin et al., 2009, 2025) .

Em funcéo da elevada mobilidade do nitrogénio no solo, no experimento em
campo os tratamentos foram aplicados em faixas independentes, a fim de evitar
interferéncia entre as doses. Cada faixa correspondeu a um tratamento (DO, D1 ou
D2) e foi composta por 40 plantas, organizadas em quatro fileiras de 10 plantas. O
espacamento adotado foi de 0,30 m entre plantas e 1,0 m entre fileiras.

O experimento em casa de vegetacdo foi conduzido utilizando sacos plasticos
de cultivo (22 cm de diametro e 31 cm de altura), contendo 20 kg de solo peneirado
em cada um. Cada tratamento foi composto por 60 plantas, distribuidas

uniformemente.

Preparo do solo, adubacédo e manejo cultural

O solo utilizado em ambos os experimentos foi classificado como Latossolo
Vermelho-Amarelo distrofico tipico, de textura média, caracteristico do bioma Cerrado.
Amostras compostas foram coletadas na camada de 0-20 cm antes da implantacao
dos ensaios e submetidas a analise quimica e granulométrica, a qual indicou solo de
textura predominantemente arenosa (77,87% de areia), baixa matéria organica
(1,36%) e baixos teores de fosforo (0,83 mg dm™) e potassio (0,11 cmol dm™), além
de pH levemente &cido (5,45 em CacCl,), fornecendo subsidios técnicos para a
definicdo das recomendacdes de calagem e adubacao. Os resultados detalhados da
analise de solo encontram-se apresentados no material suplementar (Fig. S1).

No experimento conduzido em campo, o preparo do solo foi realizado 30 dias
antes do plantio, incluindo calagem, aracdo, gradagem e formacao das leiras. A
adubacéo foi estabelecida com base na analise quimica do solo e nas recomendacdes
agrondmicas para culturas tuberosas em solos do Cerrado brasileiro (Embrapa, 1995).

A adubacéo de base consistiu na aplicacao de 160 kg ha™ de P,0Os, utilizando
superfosfato simples, e 90 kg ha™ de K,O, na forma de cloreto de potassio. A
adubacao potassica em cobertura foi complementada com 20 kg ha™ de K,O aos 30
dias ap0s o plantio (DAP). O nitrogénio foi aplicado na forma de sulfato de aménio,
conforme os niveis experimentais definidos no estudo: DO (auséncia de nitrogénio),
D1 (dose recomendada) e D2 (dobro da dose recomendada). Na D1, foram aplicados
30 kg ha™* de N na adubacéo de base, seguidos por duas aplicacbes em cobertura de

35 kg ha™ de N aos 30 e 45 DAP, respectivamente, enquanto a D2 correspondeu ao



dobro dessas quantidades. O parcelamento da adubacdo nitrogenada foi adotado
visando reduzir perdas por lixiviagdo em funcao da elevada fragéo arenosa do solo.

No experimento conduzido em casa de vegetacdo, o solo utilizado no
preenchimento dos sacos de cultivo foi coletado na mesma area experimental utilizada
no experimento de campo, sendo previamente seco ao ar, peneirado e
homogeneizado. As quantidades de fertilizantes foram ajustadas proporcionalmente
ao volume de solo por unidade experimental, mantendo-se as mesmas relacdes
utilizadas no experimento de campo. Foram aplicados, por saco, 8,889 de fosforo no
plantio, 0,346 g de cloreto de potassio no plantio e 1,552 g em cobertura, bem como
1,5 g de sulfato de amonio na adubacéo de base e 1,75 g em cobertura aos 30 e 45
dias apds o plantio. A adubacao foi realizada manualmente e de forma localizada,
seguida de irrigacéo leve, visando favorecer a incorporacdo dos nutrientes e reduzir
possiveis perdas.

As praticas de manejo cultural foram padronizadas entre os dois ambientes. A
irrigacéo foi realizada por aspersao, sendo ajustada para manter a umidade do solo
préxima a capacidade de campo. O controle de plantas daninhas foi realizado por
capinas manuais, e o controle de pragas e insetos foi efetuado por meio de aplicacéo

de defensivos quimicos, quando necessario.

Avaliacdes experimentais

As avaliacbes experimentais integraram abordagens fisiologicas, agronémicas
e moleculares, conduzidas de forma complementar para caracterizar os efeitos de
diferentes doses de nitrogénio sobre o crescimento, a composicdo quimica, a
produtividade e a expressao génica em batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.). As
coletas foram realizadas aos 30, 45, 60 e 240 dias ap0s o plantio (DAP), em diferentes

tecidos, conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Resumo das avaliagGes experimentais realizadas nos diferentes tempos de

amostragem
Tempo (DAP) Ambiente Tecidos Tipo de avaliagao Variaveis analisadas
coletados
30 DAP Casa ~ de Raiz e parte aérea Fisiologicas Massa seca
vegetacao
45 DAP Casa ) de Raiz Molecular Expressdo génica (RT-
vegetacao gPCR)
60 DAP Casa ) de Raiz e parte aérea Fisiol6gicas Massa seca e proteina
vegetacao
Fisiologica/Agronémica | Massa seca, proteina,
240 DAP Campo Raiz e parte aérea amido, produtividade e
etanol




Avaliacdes fisiolégicas e agrondmicas

Massa seca (MS)

A quantificacdo da biomassa foi realizada com o objetivo de acompanhar a
dinAmica de crescimento e o acumulo de matéria seca sob diferentes doses de
nitrogénio. As coletas aos 30 e 60 dias apds o plantio (DAP) foram realizadas em
plantas cultivadas em sacos plasticos, sob condi¢cfes de casa de vegetacdo, enquanto
a coleta final, aos 240 DAP, foi realizada em plantas conduzidas em campo. Em cada
tempo de amostragem, os tecidos coletados foram imediatamente pesados para
determinacdo da massa fresca (MF). Posteriormente, as amostras foram secas em
estufa de circulacéo forcada a 65 °C por 72 h, ou até atingirem massa constante, para
determinacdo da massa seca (MS), conforme metodologia descrita pela Embrapa,
(2017).

A partir dos valores de MF e MS, foi calculado o percentual de matéria seca

(%0MS), conforme a equacéo:

%Ms:%x 100

Determinacao do nitrogénio total e proteina bruta
O teor de nitrogénio total (%N) foi determinado em amostras secas e moidas
da parte aérea e das raizes, utilizando o método de Kjeldahl. O procedimento consistiu
na digestdo de aproximadamente 0,2 g de amostra em acido sulfdrico concentrado
(H2SO,), na presenca de catalisadores (Na,SO, e CuSQO,), seguida de destilacdo em
meio alcalino (NaOH) e titulacdo do destilado com solucéo padréao de acido cloridrico
(HCI), conforme descrito por Bremner, (1960). Os resultados foram expressos em
porcentagem de nitrogénio com base na matéria seca (%N). A partir do teor de
nitrogénio total, o teor de proteina bruta (PB%) foi estimado utilizando o fator de
converséo 6,25 (Conklin-brittain et al., 1999), considerando que as proteinas contém,
em média, 16% de nitrogénio. A proteina bruta foi calculada pela equacéo:
PB (%) = N (%) x 6,25

Determinacéo do teor de amido

O teor de amido nas raizes foi determinado por espectroscopia no
infravermelho proximo (NIR), utilizando o equipamento NIR 900 (FemWin 900). As
amostras foram previamente secas em estufa de circulacao forcada a 65 °C por 72 h,
moidas até a obtencdo de material homogéneo e acondicionadas em cubetas



apropriadas para leitura. As analises foram realizadas de acordo com as
recomendacdes do fabricante, utilizando modelo de calibracdo especifico para
determinacdo de amido. Os valores foram obtidos diretamente pelo equipamento e
expressos em porcentagem em base fresca (%), conforme fornecido pelo software
FemWin.

Produtividade de raizes

Na colheita final, realizada aos 240 dias ap0s o plantio (DAP), foi determinada
a produtividade de raizes como principal parametro de desempenho agronémico da
cultura. A massa fresca das raizes foi obtida na area util de cada parcela e utilizada
para estimar a produtividade, com extrapolacdo para hectare, conforme descrito por

Melo et al., (2020). A produtividade foi calculada pela equacéo:

Massa fresca de raizes (Kg)
Area dltil (m2)

Produtividade (t ha-1) = x 10.000

Estimativa do rendimento de etanol

A estimativa do rendimento potencial de etanol (L ha™) foi realizada a partir do
teor de amido nas raizes e da produtividade por hectare, considerando a converséo
do amido em etanol, conforme metodologia proposta por Silva, (2013). A estimativa
foi calculada por meio da equacéo:

PE = (10,349 x CA —89,349) x P

Em que:
PE — Producao estimada de etanol em L.ha-1.
CA - concentracdo de amido em %.

P — Produtividade por hectare.

Avaliagdes moleculares

As amostras destinadas as analises moleculares por RT-gPCR foram coletadas
exclusivamente em tecidos de raizes, incluindo raizes tuberosas em desenvolvimento,
aos 45 dias apos o plantio (DAP). Para capturar a resposta transcricional de curto
prazo a adubacédo nitrogenada, as coletas foram realizadas em trés tempos
especificos apds a segunda adubacéo de cobertura de N: 4 horas (4 h), 24 horas (24
h) e 48 horas (48 h). Apds a coleta, os tecidos foram imediatamente congelados em

nitrogénio liquido e armazenados a —80 °C até o momento da extracdo de RNA.



Extracdo de RNA e sintese de cDNA

A extracdo de RNA total foi realizada a partir de raizes coletadas aos 45 DAP,
utilizando um protocolo de extracdo com &cido fenol previamente otimizado para
tecidos de batata-doce por Gongalves et al., (2021), com modificacbes descritas por
Moraes et al., (2025). As etapas detalhadas do protocolo de extragcdo encontram-se
apresentadas no material suplementar (Fig. S2). A concentracdo e a pureza do RNA
foram avaliadas por espectrofotometria (NanoDrop™ One, Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, Delaware, USA), com base nas razGes A260/A280 e A260/A230,
enquanto a integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose a
1%.

As amostras consideradas adequadas foram tratadas com DNase | utilizando o
kit TURBO DNA-free™ (Ambion, Austin, Texas, USA), visando a remocédo de DNA
gendmico residual. A sintese de cDNA foi realizada a partir de 1 yg de RNA total
utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific,
Vilnius, Lithuania), de acordo com as instrucdes do fabricante. O cDNA obtido foi

armazenado a -20 °C até a realizacdo das anélises de RT-gPCR.

Identificacéo e selecdo dos genes de referéncia e genes-alvo

Os genes utilizados neste estudo foram selecionados com base em revisao
sistemética da literatura cientifica nas bases Web of Science e Scopus, considerando
estudos que investigaram a regulacdo transcricional do metabolismo do amido em
batata-doce (Ipomoea batatas L.) (Moraes et al., 2025). Foram analisados sete genes-
alvo associados a biossintese e & modulagdo do amido: IbSSII (starch synthase II),
IbGBSSI (granule-bound starch synthase 1), IbSUS (sucrose synthase), IbAGPase
(ADP-glucose pyrophosphorylase), IbSBEI (starch branching enzyme 1), IbAATP
(ADP/ATP translocator) e IbISAI (isoamylase I). Para fins de organizacao funcional,
esses genes foram agrupados de acordo com sua posi¢ao na via metabodlica em dois
conjuntos: (i) genes associados ao fornecimento de carbono e ao controle do fluxo
metabdlico (etapas inicias), incluindo 1bSUS, IbAGPase e IbAATP, e (ii) genes
relacionados a sintese e a organizacado estrutural do amido (etapas finais), como
IbGBSSI, IbSSII, IbSBEI e IbISAI. A selecado dos genes-alvo considerou sua fungéo
descrita na via metabdlica do amido, evidéncias de expressdo em tecidos de
armazenamento e sua recorréncia em estudos envolvendo batata-doce e espécies
amilaceas relacionadas (Fan et al., 2023; Han et al., 2024; Lai et al., 2016; Sun et al.,
2024b).



Andlise in silico — identificacdo da sequéncia génica

As sequéncias nucleotidicas dos genes-alvo envolvidos na biossintese e
metabolismo do amido em Ipomoea batatas (L.) Lam. foram obtidas a partir do banco
de dados GenBank (NCBI), utilizando nimeros de acesso previamente descritos na
literatura para IbSSIl (Sun et al., 2024), IbGBSSI e IbISAI (Lai et al., 2015), IbSUS
(Han et al., 2024), IbAGPase (Fan et al., 2023; Seo et al., 2015), IbSBEI (Song et al.,
2022) e IbAATP (Wang et al., 2016). A identidade e especificidade das sequéncias
génicas foram confirmadas utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (Altschul et al., 1990), por meio da comparagédo com o banco de dados
Sweetpotato Genomics Resource, disponibilizado pela Michigan State University
(EUA). Para os genes de referéncia (IbGAP e IbARF), foram utilizadas sequéncias

previamente validadas por (Moraes et al., 2025).

Desenho de primers

Os primers utilizados nas reacdes de RT-gPCR para os genes-alvo foram
redesenhados com base nas sequéncias génicas previamente identificadas no banco
Sweetpotato Genomics Resource, utilizando o software OligoPerfect (Thermo Fisher
Scientific; https://www.thermofisher.com). Para os genes de referéncia (IbGAP e
IbARF), foram utilizados os primers previamente validados por Moraes et al., (2025).
As propriedades fisico-quimicas dos primers, incluindo temperatura de melting (Tm),
tamanho do amplicon e auséncia de estruturas secundarias, foram avaliadas
utilizando a ferramenta OligoAnalyzer (Integrated DNA  Technologies;
https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). As sequéncias dos primers,
eficiéncias de amplificacdo (E%) e caracteristicas dos amplicons encontram-se

descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas dos primers utilizados nas analises de RT-gPCR, incluindo
namero de acesso, sequéncia, temperatura de melting (Tm), tamanho do amplicon
(bp), coeficiente de determinacao (R?) e eficiéncia de amplificacdo (E%) para os genes

de referéncia e genes-alvo analisados.

Gene Accession _ Tm  Amplico
Primer sequence (5-3") R2 E (%)
name number (°C) n (bp)
JX177362. Fw: 64,4
IbGAP 151 0,999 91,7
1 CGCTCACTTGAAGGCTGGT 63,9



IbARF

IbSSII

IbGBSS
I

IbSUS

IbAGPa
se

IbSBEI

IbAATP

JX177359.

U44126.1

AB009300.
1

G505.11

AJ252316.
1

DQ066739
1

ABO035153.

Rv:
AGGAGCAAGGCAGTTGGTAG
Fw:
TGTTGGTGGTCAGGACAAGA
Rv:
CTCAATTCATCCTCATTCAGCA
T

Fw:
TGAAGTCCAGTCAAGTGATGC

Rv:
TGCCATTGAAGAGGAGGAAGG
A

Fw:
ATGAGGGTGGAATGGCAGCA
Rv:
GACCCACCTCACATCCCACA
Fw:
AACGACCCTCCAACCCGAAA
Rv:
CACATGCTCAGCGGTGTCAC
Fw:
AGCCCACAGAGAAACAGATGC
Rv:
TGAGACCAAAGGCAGTGGCA
Fw:
CGGCTTTGATGTTGGACAAGG

Rv:
AGGAAACGCAGGACTTCCCA
Fw:
GGCGAAACCGTTTGATGGGT
Rv:
TCTGAGCAACCAACGAAGGC

63,3
61,2

60,5
61,1

61,8
61,4

61,7
61,9

60,6
61,9

61,5
61,4

61,5
60,8

150

107

81

97

80

120

89

1,000

1,000

1,000

1,000

0,996

0,996

1,000

88,1

94,9

87,4

89,4

97,3

90,6

93,8



Fw:
DQ074643 GTGGTGGTGGAGAAGCCTCT 61,4
IbISAI 1 R 617 104 0,998 93,6
. V: )

TTGATCCCGCCGTCTCTAGC

Analise de RT-qPCR

As reacdes de RT-gPCR foram realizadas em termociclador ABI PRISM 7500
Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Foster City, California, USA),
utiizando o reagente PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Thermo Fisher
Scientific, Vilnius, Lithuania) e o cDNA obtido neste estudo. Cada reacéo foi preparada
em volume final de 10 uL, contendo 1,0 yL de cDNA (diluido 1:5), 0,2 pyL de cada
primer (10 uM), 5,0 yL de Master Mix e 3,6 uL de agua livre de DNase/RNase. Foram
utilizadas quatro repeticdes bioldgicas e trés repeticbes técnicas por amostra. As
condi¢cOes de amplificagédo consistiram em 2 min a 50 °C, 5 min a 95 °C, seguidos por
40 ciclos de 15sa 95 °C e 1 min a 60 °C. Curvas de dissociacao (melt curves) foram
geradas ao final de cada reacdo (60-95 °C; incremento de 1 °C a cada 5 s) para
verificar a especificidade dos produtos amplificados. Os valores de ciclo de
guantificacdo (Cq) foram obtidos por meio do software 7500 System SDS v2.0.5
(Thermo Fisher Scientific, Foster City, California, USA), utilizando limiar de
fluorescéncia fixado em 0,1. A quantificacdo relativa da expressao génica foi realizada
pelo modelo matematico proposto por Pfaffl, (2001), considerando as eficiéncias dos
conjuntos de primers. A normalizacdo dos dados foi realizada utilizando a média
geométrica dos genes de referéncia |IbGAP (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) e IbARF (ADP-ribosylation factor), previamente validados por Moraes
et al., (2025) como os genes mais estaveis para a condi¢cao estudada. O estudo de
validagc&o encontra-se depositado no database RGeasy (De Souza et al., 2024)

Analise Estatistica

Os dados provenientes das avaliagbes fisiologicas, bioquimicas,
agrondmicas foram inicialmente submetidos a analise de variancia (ANOVA),
considerando-se o delineamento experimental adotado em cada ensaio. Para os
dados envolvendo apenas os niveis de adubacdo nitrogenada, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software Sisvar

versao 5.6 (Ferreira, 2019).



Os dados de expressdo génica obtidos por RT-qgPCR (Pfaffl, 2001) também
foram submetidos a ANOVA. Nesse caso, as médias foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade, devido ao maior nimero de tratamentos resultante
da combinacdo entre doses de nitrogénio e tempos de avaliacdo, o que gerou
multiplas médias experimentais. A utilizagdo do teste de Scott-Knott permitiu uma
melhor discriminacao e interpretacao dos grupos formados, facilitando a visualizacéo
dos resultados de expresséo génica.

Os gréficos foram gerados no software RStudio (Posit Team, 2025), utilizado o
pacote ggplot2 (Wickham, 2016).

Resultados

Avaliac6es Agronémicas e Bioquimicas

Massa seca da raiz e parte aérea (30, 60 e 240 DAP)

Aos 30 dias ap6s o plantio (DAP), a massa seca da raiz ndo foi
significativamente influenciada pelas doses de nitrogénio (p = 0,5705), apresentando
meédias de 1,52 g (D2), 1,73 g (D0) e 1,89 g (D1) por planta. De forma semelhante, a
massa seca da parte aérea também ndo apresentou diferencas significativas entre os
tratamentos (p = 0,1128), com valores médios de 12,30 g (D0), 16,08 g (D2) e 18,82
g (D1) por planta (Fig. 1A-B). As imagens representativas da parte aérea e do sistema
radicular evidenciam crescimento vegetativo semelhante entre os tratamentos neste

estagio inicial (Fig. 2A—F).
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Figura 1. Massa seca da raiz (A) e da parte aérea (B) de plantas de batata-doce aos
30 dias apods o plantio (DAP) sob diferentes doses de nitrogénio. Barras representam
média * desvio padrao. Letras diferentes indicam diferencgas significativas pelo teste
de Tukey (p < 0,05).



Figura 2. Imagens representativas da parte aérea (A—C) e do sistema radicular (D—

F) de plantas de batata-doce aos 30 dias ap0s o plantio (DAP) sob diferentes doses
de nitrogénio. Os tratamentos correspondem a Dose 0 (A, D), Dose 1 (B, E) e Dose

2 (C, F). Barras de escala: 10 cm.

Aos 60 dias apos o plantio (DAP), a massa seca da raiz foi significativamente
influenciada pelas doses de nitrogénio, com menor valor observado em D2 (12,50 g),
diferindo de D1 (18,75 g) e DO (22,50 g), que também diferiram entre si (Fig. 3A).
Essas diferencas foram acompanhadas por alteracdes visuais no desenvolvimento
radicular entre os tratamentos, evidenciando modificagdes no desenvolvimento e na
distribuicdo das raizes em resposta as doses de nitrogénio aplicadas (Fig. 4A—C).
Para a massa seca da parte aérea, também foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos, com maior acumulo em D1 (176,25 g), seguido por
D2 (95,00 g) e DO (75,00 g), sendo D1 superior aos demais tratamentos (Fig. 3B).
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Figura 3. Massa seca da raiz (A) e da parte aérea (B) de plantas de batata-doce aos

60 dias apods o plantio (DAP) sob diferentes doses de nitrogénio. Barras representam

meédia * desvio padrao. Letras diferentes indicam diferencgas significativas pelo teste
de Tukey (p < 0,05).




Figura 4. Imagens representativas do sistema radicular de plantas de batata-doce aos
60 dias apds o plantio (DAP) sob diferentes doses de nitrogénio. Os tratamentos
correspondem a Dose 0 (A), Dose 1 (B) e Dose 2 (C). Observam-se diferengas no
desenvolvimento, distribuigao e arquitetura radicular entre os tratamentos em resposta

as doses de nitrogénio aplicadas. Barras de escala: 10 cm.

Aos 240 dias apods o plantio (DAP), a massa seca da raiz foi significativamente
influenciada pelas doses de nitrogénio, com maior acumulo observado em D2 (27,81
t ha™), diferindo de DO (10,90 t ha™), enquanto D1 (15,01 t ha™) apresentou
comportamento intermediario (Fig 5A). Para a massa seca da parte aérea, também
foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos, com maiores valores
em D2 (29,25 t ha™), seguidos por D1 (27,87 t ha™) e DO (19,40 t ha™) (Fig 5B). A
relagéo raiz/parte aérea foi significativamente afetada pelas doses de nitrogénio, com
maior valor em D2 (0,97), menor em D1 (0,55) e comportamento intermediario em DO

(0,60), evidenciando alteracbes na alocagao de biomassa entre os 6rgaos (Fig. 5C).
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Figura 5. Massa seca da raiz (A), massa seca da parte aérea (B) e relacdo raiz/parte
aérea (C) de plantas de batata-doce aos 240 dias ap6és o plantio (DAP), sob diferentes
doses de nitrogénio. Barras representam média + desvio padréo. Letras diferentes

indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05).



Produtividade, teor de amido e estimativa de etanol (240DAP)

Aos 240 dias apos o plantio (DAP), a produtividade da raiz foi significativamente
influenciada pelas doses de nitrogénio, com maior valor observado em D2 (55,42 t
ha™), diferindo de DO (24,21 t ha™), enquanto D1 (34,66 t ha™') apresentou
comportamento intermediario, ndo diferindo dos demais tratamentos (Fig. 6A). De
forma semelhante, a produtividade da parte aérea também foi significativamente
afetada pelas doses de nitrogénio (p = 0,0274), com maiores valores em D2 (106,25 t
ha™), diferindo de DO (67,50 t ha™), enquanto D1 (100,25 t ha™) apresentou

comportamento intermediério (Fig. 6B).
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Figura 6. Produtividade da raiz (A) e da parte aérea (B) de plantas de batata-doce aos
240 dias apdés o plantio (DAP) sob diferentes doses de nitrogénio. As barras
representam a meédia + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferencas

significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05).



O teor de amido foi significativamente influenciado pelas doses de nitrogénio,
com menores valores observados em D1 (23,54%), diferindo de DO (27,07%) e D2
(28,34%), que nao diferiram entre si (Fig. 7A).

De forma semelhante, o rendimento estimado de etanol também foi
significativamente afetado pelas doses de nitrogénio, com maior valor observado em
D2 (11.159 L ha™), diferindo de DO (4.638 L ha™) e D1 (5.362 L ha™), que nao
diferiram entre si (Fig. 7B).
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Figura 7. Teor de amido (A) e rendimento estimado de etanol (B) de raizes tuberosas
de batata-doce aos 240 dias ap0s o plantio (DAP) sob diferentes doses de nitrogénio.
As barras representam a média + desvio padréo. Letras diferentes indicam diferencas

significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Proteina da raiz e parte aérea (60 e 240 DAP)



O teor de proteina na raiz, aos 60 dias apos o plantio (DAP), foi
significativamente influenciado pelas doses de nitrogénio, com maior valor observado
em D2 (11,23%), diferindo de DO (4,19%) e D1 (5,29%), que nao diferiram entre si
(Fig. 8A). De forma semelhante, a proteina na parte aérea também foi
significativamente afetada, com maiores valores em D2 (25,95%), diferindo de DO
(15,59%) e D1 (16,90%), que nao diferiram entre si (Fig. 8B).

Aos 240 DAP, o teor de proteina na raiz ndo apresentou diferencgas significativas
entre os tratamentos, com médias de 5,64% (D0), 6,30% (D1) e 6,12% (D2) (Fig. 8C).
Para a parte aérea, foram observadas diferengas significativas, com maior valor em
D2 (25,68%), diferindo de DO (22,38%), enquanto D1 (25,10%) apresentou

comportamento intermediario (Fig. 8D).
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Figura 8. Teor de proteina naraiz (A, C) e na parte aérea (B, D) de plantas de batata-
doce aos 60 (A, B) e 240 dias apds o plantio (DAP) (C, D) sob diferentes doses de
nitrogénio. As barras representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam

diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Avaliacdes Moleculares

Anélise transcricional em raizes tuberosas (45 DAP)

Aos 45 dias ap6s o plantio (DAP), a expressao dos genes envolvidos na
biossintese de amido foi significativamente influenciada pelo suprimento nitrogenado.
Para fins de organizagéao dos resultados, os genes foram agrupados de acordo com
sua posicdo na via metabdlica em dois conjuntos: (i) genes associados ao

fornecimento de carbono e ao controle do fluxo metabdlico (etapas iniciais), incluindo



IbSUS, IbAGPase e IbAATP, e (i) genes relacionados a sintese e a organizagéo
estrutural do amido (etapas finais), como IbGBSSI, IbSSIl, IbSBEI e IbISAL.

Genes associados ao fornecimento de carbono e ao controle do fluxo
metabdlico (etapas iniciais)

A expressao relativa dos genes associados ao fornecimento de carbono e ao
controle do fluxo metabdlico (IbSUS, IbAGPase e IbAATP) foi significativamente

influenciada pelas doses de nitrogénio e pelos tempos de avaliacéo (Fig. 9A-C).
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Figura 9. Expresséo relativa dos genes associados ao fornecimento de carbono e ao
controle do fluxo metabdlico IbSUS (A), IbAGPase (B) e IbAATP (C) em raizes de
batata-doce aos 45 dias apds o plantio (DAP), em resposta as doses de nitrogénio
(DO, D1 e D2) nos tempos de 4, 24 e 48 h. As barras representam a média * desvio

padrdo. Letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas entre doses



dentro de cada tempo, enquanto letras minusculas diferentes indicam diferencas
significativas entre tempos dentro de cada dose, de acordo com o teste de Scott-Knott
(p =0,05).

Para o gene IbSUS, observou-se aumento consistente dos niveis de expressao
com o incremento das doses de nitrogénio em todos os tempos avaliados. Em 4 h, a
expressao relativa foi de 3,52 (D0), 102,14 (D1) e 291,54 (D2), com D2 superior as
demais doses. Padrao semelhante foi observado em 24 h, com expressao de 2,77
(DO), 71,94 (D1) e 230,21 (D2). Em 48 h, os maiores niveis de expressao foram
registrados, atingindo 3,88 (D0), 181,28 (D1) e 375,47 (D2). Ao longo do tempo, a
expressado manteve-se estavel em DO, enquanto nas doses D1 e D2 houve incremento
progressivo, com maior expressdo em 48 h (Fig. 9A).

Para o gene IbAGPase, também foi observado aumento da expressdo em
resposta ao incremento das doses de nitrogénio. Em 4 h, a expressao relativa foi de
1,29 (DO0), 13,99 (D1) e 54,52 (D2). Em 24 h, os niveis de expressao corresponderam
a de 3,21 (DO0), 25,82 (D1) e 83,69 (D2), enquanto em 48 h foram registrados 1,95
(D0), 69,01 (D1) e 97,56 (D2). A variagéo temporal foi mais evidente nas doses D1 e
D2, com maiores niveis de expressao observados em 48 h (Fig. 9B).

Para o gene IbAATP, verificou-se aumento acentuado da expressédo génica
com o incremento das doses de nitrogénio. Em 4 h, a expressao relativa foi de 1,25
(D0), 40,16 (D1) e 126,59 (D2). Em 24 h, os niveis de expressao foram de 2,78 (D0),
62,49 (D1) e 110,03 (D2). Em 48 h, registraram-se valores de expressao de 2,33 (DO0),
90,53 (D1) e 124,98 (D2). Em relacdo ao tempo, a expressdo manteve-se estavel em
DO, enquanto nas doses D1 e D2 houve incremento progressivo, com maior expressao
observada em 48 h (Fig. 9C).

Genes relacionados a sintese e a organizacéao estrutural do amido (etapas finais)
A expressdo relativa dos genes relacionados a sintese e a organizagédo
estrutural do amido (IbGBSSI, IbSSIl, IbSBEI e IbISAI) foi significativamente

influenciada pelas doses de nitrogénio e pelos tempos de avaliacéo (Fig. 10A-D).
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Figura 10. Expresséo relativa dos genes estruturais da biossintese de amido
IbGBSSI (A), IbSSII (B), IbSBEI (C) e IbISAI (D) em raizes de batata-doce aos 45 dias
apos o plantio (DAP), em resposta as doses de nitrogénio (D0, D1 e D2) nos tempos
de 4, 24 e 48 h. As barras representam a média * desvio padrado. Letras maiusculas
diferentes indicam diferengas significativas entre doses dentro de cada tempo,
enquanto letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas entre tempos

dentro de cada dose, de acordo com o teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Para o gene IbGBSSI, observou-se aumento dos niveis de expressdo com o
incremento das doses de nitrogénio em todos os tempos avaliados. Em 4 h, a
expressao relativa foi de 2,65 (D0), 37,05 (D1) e 90,26 (D2). Em 24 h, os niveis de
expressado foram de 3,87 (D0), 78,97 (D1) e 193,66 (D2), enquanto em 48 h
corresponderam a 3,35 (D0), 105,76 (D1) e 168,01 (D2). Ao logo do tempo, a
expressao manteve-se estavel em DO, enquanto nas doses D1 e D2 foram observados
maiores niveis de expressdo em 24 e 48 h (Fig. 10A).

Para o gene IbSSilI, a expressao génica também aumentou com o incremento
das doses de nitrogénio. Em 4 h, a expressao relativa foi de 0,78 (D0), 16,32 (D1) e
43,19 (D2). Em 24 h, os niveis de expresséao corresponderam a 1,05 (D0), 21,31 (D1)
e 65,01 (D2), enquanto em 48 h foram registrados de 0,46 (DO0), 20,99 (D1) e 57,97
(D2). A variacdo temporal foi mais evidente nas doses D1 e D2, com maiores niveis

de expresséao observados em 24 e 48 h (Fig. 10B).



Para o gene IbSBEI, observou-se aumento da expressao principalmente na
maior dose de nitrogénio. Em 4 h, a expresséo relativa foi de 1,10 (DO0), 19,99 (D1) e
75,65 (D2). Em 24 h, os niveis de expressao foram de 1,77 (DO0), 22,61 (D1) e 92,70
(D2), enquanto em 48 h corresponderam de 0,82 (DO0), 30,97 (D1) e 106,95 (D2). Nao
foram observadas variagoes temporais expressivas da expressao dentro de cada dose
(Fig. 10C).

Para o gene IbISAI, a expressdo aumentou com o incremento das doses de
nitrogénio em todos os tempos avaliados. Em 4 h, a expresséao relativa foi de 3,14
(DO), 64,17 (D1) e 195,18 (D2). Em 24 h, os niveis de expressao corresponderam a
2,47 (DO), 53,15 (D1) e 195,49 (D2), enquanto em 48 h foram registrados 2,80 (DO0),
91,83 (D1) e 234,96 (D2). Em relacédo ao tempo, a expressdo manteve-se estavel em
DO e D1, enquanto na dose D2 foram observados maiores niveis de expressao em 48
h (Fig. 10D).

Discussao

Avaliac6es Agrondmicas e Bioquimicas

Massa Seca da Raiz e Parte aérea (30, 60 e 240)

A auséncia de diferencas significativas na massa seca da raiz e da parte aérea
aos 30 DAP indica que a cultura se encontra em fase inicial de estabelecimento, com
priorizacdo do crescimento vegetativo. Nesse estagio, os recursos séo direcionados
para a expansao foliar e consolidacdo da capacidade fotossintética, em concordancia
com Chiewchankaset et al., (2022), que descrevem o predominio do crescimento da
parte aérea antes da formacdo de Orgaos de reserva. Esses resultados também
corroboram os achados Plunkert et al., (2024), ao indicar que, embora o nitrogénio ja
atue na regulacdo fisiologica, seus efeitos ainda nédo se refletem em acumulo
mensuravel de biomassa.

Aos 60 DAP, a redugdo da massa seca radicular na maior dose de nitrogénio
(D2) (12,50 g) em relagéo ao controle (22,50 g) evidencia alteragéo na relagéo fonte—
dreno. Esse padrao confirma os resultados de Yao et al., (2020), que relatam inibicéo
do crescimento radicular sob altas doses de N em fases iniciais da cultura. De forma
complementar, os resultados sao consistentes com os achados de Farhan et al.,

(2024), sugerindo que o excesso de N favorece o crescimento da parte aérea, como



observado pelo maior acumulo de biomassa aérea, reduzindo a alocacdo de
assimilados para as raizes de reserva.

Aos 240 DAP, observa-se uma inversdo desse padrdo, com maior biomassa
radicular e maior relacédo raiz/parte aérea na dose D2. Esse comportamento esta
alinhado as observagfes de Ahmad et al.,, (2026), segundo 0s quais 0 nitrogénio
modula a forga dos drenos ao longo do ciclo da cultura. No entanto, os resultados
deste estudo ampliam essa interpretacdo ao indicar que, em ciclos mais longos, o
maior crescimento vegetativo inicial pode atuar como fonte sustentada de assimilados,
favorecendo o acumulo tardio de biomassa nas raizes. Dessa maneira, semelhante,
(Varga et al., 2025), associam o suprimento de nitrogénio a manutenc¢éo da atividade
foliar e ao prolongamento da fase de enchimento, resultando em maior acumulo final

de biomassa.

Produtividade, teor de amido e estimativa de etanol (240DAP)

Aos 240 DAP, a dose D2 proporcionou a maior produtividade de raizes (55,41
t ha™), superando significativamente o controle (DO) e evidenciando a elevada
capacidade da cultura em converter a disponibilidade nutricional em biomassa final.
Esse resultado reforca as observacbes de Lemma et al.,, (2023), que destacam a
manutencao de elevada demanda nutricional desde o inicio do enchimento das raizes
tuberosas até o final do ciclo. De forma semelhante, a produtividade da parte aérea
atingiu 106,25 t ha™* em D2, em concordancia com Shu et al., (2024) que relacionam
o0 aumento da disponibilidade de nitrogénio a maior capacidade fotossintética e ao
incremento do indice SPAD (indicador indireto do teor de clorofila foliar), fatores
essenciais para sustentar o crescimento em ciclos prolongados.

A elevada resposta produtiva ao final do ciclo esta associada a maior eficiéncia
na alocacdo de fotoassimilados para as raizes de reserva. O fato de a maxima
produtividade ocorrer em colheita tardia reforca a interpretacéo de Dong et al., (2022),
de que a demanda por nitrogénio é mais elevada durante a fase de crescimento das
raizes do que na fase de iniciacdo. Além disso, o alto rendimento observado em D2
sugere que o nitrogénio também atua na regulagéo de processos estruturais, uma vez
gue seu fornecimento adequado pode retardar a lignificacao radicular, prolongando a
atividade cambial e permitindo a expanséo continua das células de reserva até os 240
DAP, conforme descrito por Meng; Wang; Si, (2022).

Durante a condugdo do experimento, observou-se infestacéo de herbivoros

popularmente conhecidos como “vaquinha”, com predominancia de Diabrotica



bY

speciosa, associada a desfolha foliar em plantas de batata-doce. Embora a
intensidade do ataque nao tenha sido monitorada quantitativamente entre os
tratamentos, a literatura demonstra que a maior disponibilidade de nitrogénio (N) pode
elevar a atratividade e a qualidade nutricional dos tecidos vegetais para insetos
mastigadores (Carneiro et al., 2022). Nesse contexto, a reducéo do teor de amido em
D1 (23,54%) e sua subsequente recuperacdo em D2 (28,34%) sugerem que niveis
intermediarios de N podem ter acentuado o desequilibrio metabdlico entre
crescimento, defesa e particdo de reservas. Adicionalmente, D. speciosa pode reduzir
a area fotossintética por desfolha e comprometer tecidos radiculares, limitando o
aporte de fotoassimilados para os érgaos de reserva (Cabral; Haseeb; Soares, 2024;
Costa et al.,, 2022). O incremento da proteina radicular em D1 (5,29%) reforca a
hipotese de maior demanda metabdlica associada a manutencéo celular e respostas
adaptativas a herbivoria, em detrimento da sintese de amido. Tal comportamento
diverge parcialmente de Du et al.,, (2020), que, ao aplicarem a dose de manejo
convencional (CM: 100 kg N ha™), considerada excessiva em seu sistema por reduzir
a taxa de acumulo, relataram queda no rendimento de amido. No entanto, 0s
resultados convergem parcialmente com Shu et al., (2024), que, em seu nivel mais
elevado de adubacgéo (N4: 240 kg N ha™), observaram incrementos continuos nos
teores de amido e proteina nos tubérculos, indicando que o aumento da biomassa
foliar pode otimizar o fornecimento de assimilados as raizes tuberosas mesmo sob
alta disponibilidade de nitrogénio.

Como consequéncia, a estimativa de producéo de etanol em D2 (11.159 L ha™)
foi significativamente superior, mais que duplicando os valores observados nas
demais doses. Esse resultado reforca o potencial da batata-doce como matéria-prima
estratégica para a bioeconomia (Zhang et al., 2025), evidenciando que a elevada
eficiéncia na conversdo do amido em substratos fermentaveis constitui um fator
determinante para a expansdo de sistemas produtivos voltados a producéo

sustentavel de bioenergia.

Proteina daraiz e parte aérea (60 e 240 DAP)

Aos 60 DAP, a maior dose de nitrogénio (D2) elevou significativamente o teor
de proteina na raiz (11,22%) e na parte aérea (25,95%), corroborando Mahboob;
Yang; Irfan, (2023), que destacam o papel do N na sintese proteica e na sustentacao
da capacidade fotossintética inicial. O maior acimulo de proteina na parte aérea indica

maior alocacdo de recursos para 0 crescimento vegetativo e evidencia, de forma



integrada, um redirecionamento do metabolismo do carbono sob alta disponibilidade
de N. Neste sentindo, (Drapal; Gerrish; Fraser, 2022; Lal et al., 2022), relatam que a
intensificacdo da sintese de compostos nitrogenados ocorre em detrimento do
acumulo de reservas, refletindo a regulacéo da particdo carbono—nitrogénio em fases
de crescimento ativo.

Aos 240 DAP, o teor de proteina nas raizes néo diferiu entre as doses, apesar
do aumento da biomassa, o0 que esta parcialmente com o efeito de diluicdo descrito
por Lal et al., (2022). Os resultados do presente estudo ampliam essa interpretacéo
ao indicar que, em batata-doce, a reducdo relativa da proteina esta associada a
intensificacdo do dreno metabdlico para sintese e acumulo de amido, como também
sugerido por Pan et al., (2026b). Em contraste, a manutencéo de maiores teores de
proteina na parte aérea em D2 até o final do ciclo corrobora os achados de (Duan et
al., 2024; Fathi, 2022), indicando retardamento da senescéncia e prolongamento da
atividade fotossintética. Adicionalmente, os dados aqui apresentados sugerem que a
manutencao da parte aérea atua como fonte sustentada de assimilados, favorecendo
0 acumulo de reservas nas raizes tuberosas sem comprometer seu desenvolvimento..

De forma integrada, os resultados evidenciam que o nitrogénio regula
dinamicamente a particdo de carbono ao longo do ciclo, estimulando a sintese
proteica em estagios iniciais e favorecendo o acumulo de reservas em fases tardias.
Esse padrdo corrobora os modelos classicos de relacdo fonte—dreno e reforca que a
manutencdo da atividade da parte aérea sob maior disponibilidade de N é

determinante para sustentar o processo de tuberizacdo das raizes de reserva.

Avaliacdes Moleculares

Analise transcricional em raizes tuberosas (45 DAP)

Genes associados ao fornecimento de carbono e ao controle do fluxo
metabdlico (etapas iniciais)

A resposta transcricional observada nas primeiras 48 horas apo0s a adubacéao
nitrogenada aos 45 DAP evidencia que o nitrogénio atua como um regulador-chave e
imediato do metabolismo de carbono em batata-doce, promovendo aumento
expressivo e dose-dependente na expressao de IbSUS, IbAGPase e IbAATP. Esse
padrdo corrobora modelos atuais que posicionam a sucrose synthase como um

importante determinante da for¢a de dreno, ao intensificar a clivagem da sacarose e



o fornecimento de precursores para a biossintese de amido (Cai et al., 2022; Jiang et
al., 2024), bem como o papel da AGPase como enzima limitante diretamente
associada ao acumulo de amido e a produtividade (Abdulsalami; Lim; Cho, 2024; Pan
et al., 2026a).

Entretanto, os resultados divergem parcialmente dos reportados por Han et al.,
(2024), que observaram repressao transcricional desses genes sob excesso de
nitrogénio em estagios de desenvolvimento radicular, indicando que o efeito do N é
fortemente dependente do estagio fisiolégico. Nesse contexto, o presente estudo
amplia a literatura ao evidenciar uma fase precoce de ativagao transcricional positiva,
na qual o nitrogénio atua como indutor da capacidade metabdlica e do fortalecimento
do dreno.

Adicionalmente, a forte inducdo de IbAATP, em associacdo com IbSUS e
IbAGPase, expande os achados de Wang et al., (2016), que demonstraram que 0
nitrogénio ndo apenas estimula o fornecimento de carbono, mas também coordena o
suporte energético plastidial necessario a sintese de amido. Essa ativacdo simultanea
desses genes sugere um mecanismo integrado de coordenacdo entre suprimento
energético e fluxo de carbono, no qual a oferta de substratos e energia ocorre de forma
coordenada, aspecto pouco explorado em estudos anteriores.

Em contraste com condi¢cdes de estresse, nas quais genes-chave da via da via
de biossintese de amido frequentemente apresentam represséao transcricional (Sheng
et al., 2023), os resultados indicam o estabelecimento de uma resposta transcricional
positiva ao longo do periodo avaliado sob disponibilidade adequada de N. Dessa
forma, o presente estudo ndo apenas corrobora o conhecimento estabelecido sobre a
regulacdo da biossintese de amido, mas também demonstra que o nitrogénio
coordena, de forma integrada e hierarquica, os componentes das etapas iniciais da
via metabolica, estabelecendo as bases para a intensificacéo da forca de dreno e da

eficiéncia metabdlica em raizes tuberosas.

Genes relacionados a sintese e a organizacéo estrutural do amido (etapas finais)

A ativagdo dos genes IbGBSSI, IbSSII, IbDSBEI e IbISAI nas primeiras 48 horas
apos a adubacao nitrogenada sugere que a disponibilidade de N influencia as etapas
finais da biossintese e da organizacdo estrutural do amido em raizes tuberosas,
favorecendo a converséao do fluxo metabdlico previamente estabelecido em polimeros
estruturalmente organizados. O aumento significativo na expressdo de IbGBSSI e

IbSSII com o incremento das doses de N esta de acordo com estudos que associam



a IbGBSSI a sintese de amilose e as starch synthases ao processo de elongacao das
cadeias de amilopectina (Cai et al., 2022; Kitahara et al., 2017; Otani et al., 2007).

A inducéo expressiva de IbSBEI, principalmente sob a maior dose de N (D2)
amplia os achados previamente reportados por Song et al, (2022), sugerindo que a
formacgéo de ramificagcbes pode depender de um limiar minimo de disponibilidade de
N e de fluxo de carbono metabolicamente ativo. De forma complementar, o aumento
de IbISAI corrobora estudos que destacam o papel da isoamilase na organizacéo,
maturacéo e cristalizacdo do granulos de amido (Lai et al., 2016; Wang et al., 2022),
indicando que a disponibilidade de N pode influenciar ndo apenas a sintese polimero,
mas também a organizacao estrutural.

Entretanto, observa-se um contraste relevante com o modelo de supressao
metabdlica proposto por Han et al., (2024). Enquanto esses autores relatam que o
excesso de nitrogénio compromete a biossintese de amido em raizes tuberosas,
nossos resultados indicam que, aos 45 DAP, as etapas finais via biossintética
permanecem metabolicamente responsivas, com a dose mais elevada (D2)
promovendo a maior expressdo dos genes estruturais. Esse padrdo sugere que,
nesse estagio fisioldgico, a disponibilidade de N ainda atua de forma positiva sobre a
formacgéo do polimero, precedendo possiveis efeitos limitantes descritos em fases
posteriores do desenvolvimento.

Em contraste com condicfes de estresse, como a deficiéncia hidrica, que
reduzem a expressao desses genes e comprometem a formacao do granulo (Sheng
et al., 2023), os resultados aqui obtidos demonstram uma resposta coordenada e
sustentada, caracterizada pela ativacdo simultdnea de enzimas de sintese,
ramificacdo e remodelamento.

Dessa forma integrada, os achados do presente estudo sustentam a hipotese
de que a disponibilidade precoce de N promove uma regulacéo integrada coordenada
das etapas finais da via de biossintese de amido, favorecendo simultaneamente a
guantidade e a organizagdo estrutural do amido em resposta a disponibilidade

nutricional.

Relagao entre ativagao transcricional precoce e desempenho produtivo ao final
do ciclo

A ativagao transcricional observada aos 45 DAP apresenta forte coeréncia
fisioldgica com os resultados agronémicos e bioquimicos obtidos ao final do ciclo,

sugerindo que as respostas moleculares induzidas precocemente pela disponibilidade



de N podem ter contribuido diretamente para o maior desempenho produtivo
observado em D2 aos 240 DAP. A indugdo simultdnea de genes associados ao
fornecimento de carbono (IbSUS, IbAGPase e IbAATP) e de genes relacionados as
etapas finais da biossintese de amido (/IbGBSSI, IbSSIl, IbSBEI e IbISAl) indica o
estabelecimento precoce de um metabolismo orientado ao fortalecimento da forga de
dreno e ao acumulo eficiente de reservas.

Essa resposta coordenada esta em concordancia com o maior acumulo de
biomassa radicular (27,81 t ha™), maior produtividade de raizes (55,42 t ha™) e
manutencao de elevados teores de amido (28,34%) observados sob a maior dose de
N ao final do ciclo. De forma adicional, o maior rendimento estimado de etanol (11.159
L ha™) reforgca que a ativacdo precoce da maquinaria molecular relacionada a
biossintese e organizagao estrutural do amido pode ter repercussdes diretas sobre o
potencial industrial da cultura.

Embora a abundancia transcricional, isoladamente, nao reflita
necessariamente a atividade enziméatica, o acumulo efetivo de amido ou a dinamica
real da particdo de carbono nos tecidos em desenvolvimento, a forte associacao
temporal entre a ativagdo molecular precoce e o desempenho agrondémico observado
ao final do ciclo sustenta a hipotese de que o nitrogénio atua como um sinal metabdlico
capaz de modular, de forma integrada, eventos moleculares e fisioldgicos
determinantes para a produtividade e o potencial bioenergético das raizes tuberosas
de batata-doce.

Conclusao

De forma integrada, os resultados indicam que a ativagcdo molecular precoce
induzida pelo N contribui para o estabelecimento de um sistema fonte—dreno mais
eficiente e sustentado ao longo do ciclo da cultura. A forte associacao entre a resposta
transcricional observada aos 45 DAP e o maior desempenho agronémico e
bioenergético ao final do ciclo sugere que o nitrogénio atua como um importante
modulador metabolico do acumulo de reservas carbonadas em raizes tuberosas de
batata-doce.

Além disso, este estudo apresenta evidéncias inéditas sobre a dinamica
transcricional precoce de genes relacionados ao fornecimento de carbono, suporte
energético e biossintese de amido em raizes tuberosas submetidas a adubacéo
nitrogenada, considerando respostas em 4, 24 e 48 h apds aplicacdes sucessivas de
N ao longo da fase inicial de desenvolvimento da cultura. Assim, a elevada



plasticidade fisiolégica observada na cultivar ‘Duda’ reforca o potencial da cultura
como matéria-prima estratégica para sistemas de producéo voltados a bioenergia sob
adequado manejo nitrogenado. Entretanto, estudos futuros envolvendo diferentes
genotipos e condicbes ambientais serdo importantes para validar a estabilidade

dessas respostas sob distintas interacdes genotipo x ambiente.
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MATERIAL SUPLEMENTAR S1

Figura S1. Analise quimica e granulométrica do solo coletado na camada de 0-20 cm no
Campos Experimental da UFT, em Palmas/TO, utilizado nos experimentos de campo e casa
de vegetacdo. O solo foi classificado como Latossolo Vermelho-Amarelo distroéfico,

apresentando textura arenosa, baixa matéria organica e baixos teores de fosforo e potassio.
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MATERIAL SUPLEMENTAR S2

Figura S2. Protocolo de extragdo de RNA total a partir de raizes tuberosas de batata-doce
utilizando método de fenol acido a quente modificado, incluindo maceragao em nitrogénio
liquido, extracdo organica sequencial (fenol e cloroférmio), precipitagdo com isopropanol e

purificacao com etanol, conforme descrito no protocolo experimental.

LAM

Letoretn de Fraisas Moocues

PROTOCOLO EXTRACAO DE RNA
METODO DE FENOL ACIDO A QUENTE - MODIFICADO
BATATA-DOCE (RAIZ TUBEROSA)

1. Macerar as amostras com nitrogémio liquido e adicionar 0.5 mL de tecido macerado em
fubos de 2 mL.

2. Adicionar 850 pl de Fenol acido (saturar ponteiwa), 750 pl de TES e 150 de fi-
mercaptanol e vortex por 1 minuto,

Obs. Agitar bem o acido fenol

3. Lacrar os tubos com parafilme e levar ao banho maria (65°) por 40 minutos, A cada 20
minutos, levar ao vortex por 30 segundos.

4. Centrifugar por 10 min/14.000 rpm/4°C.

5. Transferir a fase supenor (fase aquosa, 700 ul) para um novo microtubo de 1,5 mL,
adicionar 700 pl de Fenol acido (saturar ponteira) e vortex por 1 minuto.

6. Centrifugar 10 min/14.000 rpm/4°C,

7. Transferir a fase superior (fase aquosa, S00 pl) para um novo microtubo de 1,5 mL
8. Adicionar 500 pl de cloroformio e vortex por 30 segundos

9. Centrifugar 10 min/14.000 rpny/4°C.

10. Transfenir delicadamente a fase supenor (fase aquosa, 300 pl) para um novo microtubo
de 1,5 mL.

OBS:. Juntar no mesmo tubo duas amostras idénticas, totalizando um volume final
de 600 pl. E essencial que isso seja feito antes da adicdo do isopropanol.

11. Adicionar 600 pl 1sopropanol, misturar por inversao 12 vezes.
12. Incubar por 40min a -20°C.
13. Centrifugar 30 min/14.000 rpm/4°C.

14. Descartar o sobrenadante e lavar o precipitado com 800 pl de etanol 75% e centrifugar
8 min/14.000 rpm/4°C.

15. Descartar o sobrenadante. Dar um spin (30seg/14.000 rpm/4°C) e retira todo o excesso
de alcool. tendo cuidado para nao puxar o pellet.

16. Levar para a estufa (tubos abertos) por 7 mina 37°C.

17. Ressuspender em 20 pl de H>O comercial.

e TES:10 mM de Tns-HCl pH 7.5, 10 mM de EDTA ¢ 0,5% SDS.




