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RESUMO

ANDRADE, E.K.V. de. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE
GENOTIPOS DE BATATA-DOCE. 2014. 59p. (Dissertacdo - Mestrado em Producio
Vegetal) — Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, 2014.

Objetivou-se realizar a caracterizagdo morfologica e molecular de gen6tipos de batata-doce do
banco de germoplasma da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
(UFVJIM). Para a caracterizacdo morfoldgica, o experimento foi conduzido no Setor de
Olericultura da UFVJM sendo avaliados 60 gendtipos de batata-doce, utilizando 24 descritores
morfolégicos, tanto da parte aérea quanto da parte radicular. As avaliacbes da parte aérea
foram realizadas 60 e 90 dias ap6s o plantio, e as avaliacbes da parte radicular foram
realizadas apds a colheita aos 150 dias ap0s o plantio. Para a caracterizacdo molecular foram
utilizadas amostras foliares de 60 acessos oriundos do banco de germoplasma-UFVJIM. A
extracdo do DNA foi realizada no Laboratdrio de Genética e Biotecnologia Florestal
(UFVIM), utilizando o método Fenol-Cloroférmio. Para a amplificacdo do DNA, foram
utilizados onze primers microssatélites especificos para a batata-doce. A diversidade
morfolégica e molecular foi obtida por meio da geracdo de matrizes de dissimilaridade
baseando-se no coeficiente de coincidéncia simples e indices de Jaccard, respectivamente.
Para o estudo da divergéncia recorreu-se ao dendrograma ilustrativo obtido pelo método
UPGMA e ao agrupamento de Tocher. Para as matrizes de dissimilaridade obtida com os
dados morfologicos e moleculares foram estimadas distancias genéticas variando de 0,08 a
0,92 com média 0,52 e 0,14 a 1, com média 0,76, respectivamente. Observou-se pelos
dendrogramas de dissimilaridade e pelo agrupamento de Tocher, que 0s acessos de batata-
doce do banco de germoplasma da UFVJM apresentaram diversidade genética e fenotipica,

sendo promissores em programas de melhoramento desta cultura.

Palavras-chave: Ipomoea batatas (L.), marcadores morfol6gicos, microssatélites, diversidade

genética, Convolvulaceae.



ABSTRACT

ANDRADE, E.K.\V. de. MOLECULAR AND MORPHOLOGICAL
CHARACTERIZATION OF GENOTYPES OF SWEET POTATO. 2014. 59p.
Dissertation (Masters in Vegetable Production) — Federal University of the Jequitinhonha and
Mucuri Vales, Diamantina, 2014.

The objective was to make the morphological and molecular characterization of sweet potato
genotypes of the germplasm bank of the Federal University of the Jequitinhonha and Mucuri
Vales (UFVJIM). For morphological characterization, the experiment was conducted in the
Horticulture Sector of UFVJM being evaluated 60 sweet potato genotypes, using 24
morphological descriptors of both the shoots as the root part. The shoot evaluations were
performed 60 and 90 days after planting, and ratings of roots were done after harvest at 150
days after planting. The molecular characterization leaf samples from 60 hits coming from the
germplasm bank-UFVJM were used. DNA extraction was performed in Forest Genetics and
Biotechnology Laboratory (UFVJIM) using the phenol-chloroform method. For amplification
of DNA eleven microsatellite primers specific for the sweet potato were used. The
morphological diversity and Molecular was obtained by generating dissimilarity matrices
based on the simple matching coefficient of Jaccard indices, respectively. To study the
divergence appealed to the illustrative dendrogram by UPGMA and Tocher grouping. For
dissimilarity matrices obtained with morphological and molecular data were estimated genetic
distances ranging from 0,08 to 0,92 with a mean 0,52 and 0,14 to 1, with mean 0,76,
respectively. It was observed by dendrograms of dissimilarity and the Tocher group, the sweet
potato accessions of germplasm bank of UFVJIM showed genetic and phenotypic diversity,

and promising in breeding programs of this culture.

Key words: Ipomoea batatas (L.), morphological markers, microsatellites, genetic diversity,
Convolvulaceae.
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1. INTRODUCAO

A batata-doce [Ipomoea batatas (L.) Lam.] € uma hortalica tuberosa de grande
importancia econdémica e social, principalmente para as regides mais carentes do mundo,
sendo uma das mais importantes fontes de alimento (Oliveira et al., 2005). Dentre os fatores
relacionados a sua importancia estdo a rusticidade para producdo, resisténcia a pragas e
doencas, baixa exigéncia em fertilidade do solo e toleréncia a seca, 0 que confere baixo custo
de producdo e facil manejo, além da capacidade de adaptacdo a diferentes locais para cultivo
(Monteiro, 2007). Assim, o cultivo de batata-doce garante investimentos minimos e retorno
elevado, resultando em geracdo de renda, que além de desempenhar uma funcdo social,
contribui para a manutencdo do homem no campo (Zero & Lima, 2005).

No cenario mundial, os grandes produtores sdo: China, Indonésia, India e Japdo. A
China produz aproximadamente 3.685.254 t ano™ com produtividade média de 23,1 t ha™
(FAO, 2010). Destaca-se que a batata-doce € a quinta mais importante fonte de alimento em
todo o mundo, juntamente com arroz, trigo, milho e mandioca (CIP, 2010).

No Brasil, a cultura da batata-doce é bem antiga, bastante disseminada, com relevancia
econdmica e ampla aceitagdo popular. Além disso, é cultivada principalmente por pequenos
produtores rurais, em sistemas agricolas com reduzida entrada de insumos (Souza, 2000). De
acordo com Monteiro (2007), como a cultura é nativa, ja era cultivada pelas populacGes
indigenas muito antes do descobrimento do pais. E a quarta hortalica mais cultivada em
territorio brasileiro, sendo produzidas 479.400 t em 40.120 ha, com produtividade média de
12,2 tha® (IBGE, 2012).

Por estar relacionada ao pequeno produtor, no Brasil a cultura é muito importante em
regibes com agricultura pouco desenvolvida. Em Minas Gerais, esta localizado o Vale do
Jequitinhonha, uma regido diversificada e de agricultura pouco desenvolvida em funcéo das
condigBes climaticas, dentre outros fatores. Nesse contexto, o cultivo da batata-doce é uma
excelente alternativa para a regido, e de acordo com Andrade Janior et al. (2009) a
produtividade pode chegar a 45,4 t ha™.

A batata-doce apresenta enorme variabilidade genética, o que Ihe confere
adaptabilidade a diferentes condi¢bes edafoclimaticas (Vilas Boas et al., 1999). Porém,
mudangas nos habitos de consumo com a cultura tem colaborado para a perda de genotipos
com caracteristicas de interesse agronémico, sendo de grande importancia a manutencdo de
acessos de batata-doce em bancos de germoplasma e estudos da divergéncia genética entre 0s

materiais (Andrade Janior et al., 2009). Os cruzamentos dialélicos permitem identificar



combinagBes hibridas de maior efeito heterético de maneira que, nas geracdes segregantes,
seja possivel recuperar os gendtipos superiores (Cruz et al., 2012).

A caracterizacdo morfoldgica € utilizada para fornecer identidade dos genotipos
(clones), evitando-se duplicatas, bem como determinar a diversidade genética (Ramos &
Queiroz, 1999). No mesmo sentido, a divergéncia genética pode ser avaliada por meio da
utilizagdo de marcadores moleculares: a obtengao de “DNA fingerprint” do material ¢ a
analise de polimorfismo das bandas de DNA (Blank et al., 2004)

Ferramentas gendmicas como marcadores do tipo Simple Sequence Repeats (SSR),
baseados em microssatélites, vém sendo empregados em varias espécies de plantas cultivadas,
para a diferenciagdo rapida entre individuos aparentados, devido & sua natureza multialélica,
reprodutibilidade e co-dominancia (Decroocq et al., 2003). Além disso, possuem uma
distribuicdo frequente e aleatdria, permitindo uma extensiva cobertura de todo o genoma (Li
et al., 2002).

Ao considerar-se a importancia da cultura da batata-doce e da grande diversidade
genética existente entre 0s genotipos, torna-se fundamental caracterizar genotipos guanto a
divergéncia genética, 0 que possibilitara a reunido de informacbes para programas de
melhoramento.

Portanto, objetivou-se com este trabalho fazer a caracterizacdo morfoldgica e
molecular de genotipos de batata-doce do banco de germoplasma da Universidade Federal dos
Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVIM).

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Cultura da batata-doce

A batata-doce € uma planta dicotiledonea, pertence a familia Convolvulaceae e ao
género Ipomoea. Nesse género, apenas [Ipomoea batatas (L.) Lam.] é hexaploide, com
2n=6x=90 (Cardoso et al., 2005). Esta espécie é considerada a mais importante
economicamente, dentre as familias cultivada para fins alimenticios (Ribeiro & Bianchini,
1999).

A cultura da batata-doce apresenta elevado potencial de producédo agricola, além de ser
uma das hortaligas tuberosas com maior capacidade de produzir energia por unidade de &rea e
tempo (Kcal/ha/dia) (Cardoso et al., 2005; Silva, 2010). Porém, a produtividade brasileira



ainda é baixa, devido aos poucos cuidados de manejo da cultura, uso de cultivares em sua
maioria suscetivel a pragas e doencas de solo, plantio de materiais genéticos obsoletos e
degenerados, dentre outros fatores (Marchese et al., 2010; Kalkmann et al., 2013).

Com relacdo as regides de cultivo, a batata-doce € cultivada em latitudes de até 40° e
em altitudes de até 2.700 metros. A cultura exige temperaturas acima de 24°C, alta
luminosidade, fotoperiodo longo e adequada umidade do solo. Em temperaturas baixas,
combinadas com menor luminosidade, fotoperiodo curto e menor umidade do solo, ocorre o
favorecimento da formacéo das raizes tuberosas. Por outro lado, diante de temperaturas
menores que 10°C, o desenvolvimento vegetativo é quase paralisado e a produtividade
decresce (Folquer, 1978).

A batata-doce é considerada como uma cultura de subsisténcia, tipica de areas
geograficas de baixa fertilidade, com multiplos tipos de uso (Brito, 2003). Em solos pouco
ferteis, o uso de fertilizantes minerais e orgénicos proporciona incremento significativo na
produtividade, enquanto que em doses elevadas de nutrientes (em especial potassio), ocorre
decréscimo de produtividade devido a elevacdo da salinidade do solo (Brito et al., 2006).

Plantas de batata-doce possuem habito de crescimento indeterminado, cultivada como
cultura anual, embora seja perene, apresenta caracteristica de armazenar reservas nutritivas
em suas raizes tuberosas, ocorrendo a morte natural da planta somente com a ocorréncia de
fatores climéaticos muito severos, como geada e seca muito prolongadas (Silva et al., 2002).
Destaca-se também que a planta é do tipo herbécea e rastejante, possuindo caule do tipo
ramas que se desenvolvem paralelamente ao solo. Normalmente séo verdes ou arroxeadas, de
comprimento variavel, podendo alcancar até cinco metros. As folhas podem ser cordiformes,
lanceoladas e recortadas, com peciolos desenvolvidos. O limbo foliar possui formato
diversificado: arredondado, reniforme, cordiforme, triangular, lanceolado, lobulado, as vezes,
fendido ou partido, de coloracdo variavel, inclusive nas nervuras. O tamanho do limbo e
peciolo, é varidvel com a cultivar, devido a condi¢fes climaticas, sendo maior nas épocas
mais quentes do ano (Folquer, 1978).

As flores sdo hermafroditas, de colora¢fes lilas ou arroxeadas, porém auto-
incompativeis, o que favorece a fecundacgdo cruzada. Em plantios comerciais, a propagacéao
assexuada é efetuada por meio de ramas é a mais recomendada, por ser o método mais
econémico e de maior praticidade (Folquer, 1978; Filgueira, 2008; Cavalcante et al., 2009).

O sistema radicular é muito vigoroso, varia de 75 a 90 cm, podendo atingir 1,60
metros. As raizes tuberosas comercializadas sdo constituidas por uma pelicula externa fina,

denominada casca. A parte interna € denominada polpa ou carne e ambas apresentam



coloragdo variaveis, desde branca a roxo, e podendo-se encontrar formatos variando desde
redondo, eliptico-redondo, eliptico, oval, oboval, oblongo, oblongo-longo, eliptico-longo,
longo irregular, fusiformes ou alongados (Miranda et al., 1995; Silva et al., 2008).

Durante o crescimento da planta sdo identificadas trés fases fisiologicas: na primeira
predomina o desenvolvimento da parte aérea cerca de 50 a 60 dias. A segunda fase ocorre o
desenvolvimento vegetativo e radicial (tuberizacdo), que vai da fase anterior até 90 a 105 dias;
e na terceira fase, que prevalece a tuberizacdo e deposicdo de matéria seca. De acordo com
Queiroga et al. (2007), as alteracbes no crescimento da cultura da batata-doce sao
determinadas a partir de caracteres fisiologicos como massa seca das plantas (raizes, caules,
folhas) e area foliar.

A batata-doce tem como origem as Américas Central e do Sul, estendendo-se desde a
Peninsula de Yucatan, no México, até a Coldombia. Relatos de seu uso constam h& mais de dez
mil anos, com base em analise de batatas secas encontradas em cavernas localizadas no vale
de Chilca Canyon, no Peru, e em evidéncias contidas em escritos arqueoldgicos encontrados
na regido ocupada pelos Maias, na América Central (Silva et al., 2002).

Trata-se de uma cultura tipica de clima tropical e subtropical, com reduzida entrada de
insumos, além de rastica, de facil manutencdo, de ciclo curto, boa resisténcia a pragas e
doencas, ampla adaptacdo a regides aridas e secas e de custo baixo, com alto potencial
produtivo (Tavares et al., 2007). Segundo Souza (2000), no Brasil, a batata-doce é uma
cultura bastante antiga, cultivada principalmente por pequenos produtores rurais.
Adicionalmente, o valor alimenticio justifica sua ampla utilizacdo, principalmente pela
agricultura familiar.

Atualmente, a batata-doce pode ser considerada como uma cultura asiatica, visto que
grande parte da producdo mundial é produzida e consumida na Asia, apesar de ser consumida
em mais de 100 paises. A Asia é hoje o maior continente produtor de batata-doce do mundo com
aproximadamente 84% da producdo. Do restante, 12,7% estdo na Africa, 2,6% nas Américas,
0,6% na Oceania e 0,1% na Europa. Os paises em desenvolvimento produzem e consomem
mais de 97% do total mundial. No quadro mundial, os grandes paises produtores de batata-
doce sdo a China, Indonésia, india e o Jap&o, sendo que a China é o maior produtor mundial
dessa hortalica com producdo anual de 3.685.254 t com produtividade média de 23,1 t ha™
(FAO, 2010).

Com relacéo ao Brasil, destaca-se que o pais € um centro secundario de diversidade da

batata-doce (Austin, 1988). O pais é o principal produtor da América Latina e em 2012, a



producdo alcangou 479.425 t em area equivalente a 40.120 ha, proporcionando produtividade
de tubérculo de 12,2 t ha™* (IBGE, 2012).

A regido Sul é a maior produtora de batata-doce com uma produtividade de 13,8 t ha™,
sendo o Estado do Rio Grande do Sul o maior produtor do pais com uma producao de 153.770
t. As regides Nordeste e Sudeste ficam em segundo e terceiro lugar com uma produgéo
139.992 t e 95.469 t, respectivamente. No entanto, as maiores produtividades (27.986 e
15.838 t ha'') sdo obtidas nas regides Centro-Oeste e Sudeste respectivamente (IBGE, 2012).

O Estado de Minas Gerais se destaca com producdo de 37.582 t em 2.194 ha (IBGE,
2012). Em Diamantina-MG, a Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri-
UFVJM possui um banco de germoplasma de batata-doce contendo materiais coletados na
regido do Vale do Jequitinhonha e também, materiais provenientes de outras regides, como as
cultivares Brazlandia Roxa, Brazlandia Rosada e Brazlandia Branca da Embrapa Hortalicas -
CNPH, Brasilia-DF (Viana et al., 2011). Esse banco contém materiais com produtividades
variando entre 22,0 a 45,4 t ha™, ultrapassando a média nacional (Andrade Janior et al., 2009).

Com relacdo a aspectos econémicos e sociais, Montes et al. (2008) analisaram o custo
e rentabilidade da batata-doce e observaram que a cultura é muito importante para a geracao
de emprego e renda devido a expressiva demanda de mé&o-de-obra em opera¢des manuais,
tendo as praticas mecanizadas como principal item de custo do processo. Da mesma forma,
Azevedo et al. (2002) destacam que a batata-doce é de grande importancia, por participar no
suprimento de calorias, vitaminas e minerais na alimentacdo humana e animal.

A batata-doce apresenta boas qualidades nutricionais, é fonte de energia, rica em
fibras, minerais, vitaminas A, C e complexo B, potassio, ferro e célcio, além de possuir
grandes quantidades de metionina (Bovell Benjamin, 2007). As raizes apresentam teor de
carboidratos variando entre 25 e 30%, dos quais 98% apresentam boa digestibilidade. Por ser
um alimento que ndo contém gliten, torna-se uma alternativa para alimentacdo de pessoas
com doencas celiacas (Rauen et al., 2005).

O principal produto comercial da batata-doce sdo as raizes tuberosas, que podem ser
consumidas cozidas, assadas ou fritas (Murilo, 1990). Essas raizes também podem ser
processadas e utilizadas como matéria-prima para producdo de farinhas, macarrdo, féculas,
agucares, xaropes, doces caseiros e industrializados, alimentos infantis e chips (Miranda et al.,
1987; Savelli et al., 1995; Roesler et al., 2008).

As raizes de batata-doce apresentam uma elevada concentracdo caldrica e séo
utilizadas tanto na alimentagdo humana como na alimentacdo de bovinos, suinos, aves e

outros animais domésticos (Monteiro, 2007). A raspa, constituida de raizes picadas e secas, &



uma alternativa de complemento alimentar energético que pode ser adicionada a racdo de
animais, tanto de ruminantes como de ndo ruminantes (Silva et al., 2008).

O potencial de utilizacdo da batata-doce ndo se limita ao consumo das raizes
tuberosas. As silagens das ramas de batata-doce apresentam alta porcentagem de proteina
bruta, carboidratos, perfil fermentativo adequados, e boa digestibilidade. Portanto apresentam
grande potencial para utilizacdo na alimentagdo animal, principalmente na alimentacdo de
gado leiteiro (Viana et al., 2011).

Figueiredo (2010) analisou doze gendtipos de batata-doce para utilizacdo na
alimentacdo humana e animal em Diamantina-MG, e observou produtividade de ramas
variando de 6,04 a 21,57 t ha'. Viana et al. (2011), também em Diamantina-MG, avaliando a
produtividade de matéria verde de genotipos de batata-doce, encontraram produtividade entre
18,52 a 64,62 t ha™.

As folhas e brotacbes possuem grande valor como forragem para 0s animais,
principalmente aos ruminantes, devendo ser consumida “in natura” para melhor
aproveitamento das vitaminas, atuando inclusive como estimulante da producéao lactea. Além
disso, podem ser preparadas como qualquer outra hortalica de folha, em saladas ou cozidos,
contribuindo para a reducdo do risco de desenvolvimento de doencas como cancer e
problemas cardiovasculares e por serem saborosas e nutritivas (Miranda et al., 1989; Chang et
al., 2007).

A batata-doce apresenta também grande potencial para a producdo de etanol, embora
pouco utilizada para esta finalidade. Esta cultura apresenta 14,72% de amido (base Umida) de
alta qualidade, com rendimento potencial de 2,9 t ha™ (Goncalves Neto et al., 2011). O amido
é a principal substancia de reserva nas plantas superiores, como é o caso de grdos em cereais
(milho, arroz) e de tubérculos e raizes (mandioca, batata e batata-doce). A producédo de alcool
a partir de batata-doce apresenta-se como um dos usos mais promissores (Leonel & Cereda,
2002).

Outro fator importante quando se deseja a obtencdo de etanol, além do amido, ¢é a
produtividade de raizes tuberosas. Momenté et al. (2004) desenvolveram cultivares
promissoras com alto potencial de producdo de biomassa para a utilizagdo como matéria-
prima na produgéo de alcool. Estudos conduzidos por Silveira et al. (2002) indicam resultados
promissores no processo de selecdo de clones com produtividades entre 28 e 65 t ha™, nas
condicGes edafocliméticas do Estado do Tocantins.

A heterogeneidade de usos e de materiais cultivados é uma justificativa de

investimento em pesquisas com fins de melhoramento. Por outro lado, o cultivo de gendtipos



de batata-doce sem o prévio conhecimento gera baixa produtividade e menor aproveitamento,
fato que faz com que o uso desses gendtipos ainda seja modesto diante do potencial.

2.2. Caracterizacao Morfologica

A ocorréncia de uma mesma cultivar com nomes diferentes, vice-versa, € bastante
corriqueira em diversas regides do pais, e muito do que se sabe sobre a cultura da batata-doce
vem do conhecimento popular (Daros et al., 2002). A coleta de acessos de batata-doce em
propriedades rurais implicaria em uma situacao que dois genotipos divergentes em um banco
de germoplasma poderia corresponder ao mesmo genétipo (Moulin et al., 2012). Sendo assim,
a presenca de duplicatas ndo identificadas em bancos de germoplasma tém sido uma das
principais limitacbes para a manutencdo, preservacdo e conservacdo adequada do
germoplasma de batata-doce, gerando problemas relacionados a organizagdo e ao acesso do
potencial de uso do recurso genético (Frankel; Bennet, 1970; Beuselinck; Steiner, 1992).

Segundo Carvalho et al. (2003) atividades de coleta, caracterizagcdo, multiplicacao,
documentacdo e conservacdo do germoplasma, estdo relacionados ao enriquecimento dos
recursos genéticos, e sdo de grande importancia para otimizar o uso desses em programas de
melhoramento genético de plantas.

A caracterizacdo morfoldgica constitui uma etapa fundamental para o efetivo uso dos
recursos genéticos conservados em bancos de germoplasma, uma vez que mais de 200 mil
acessos de diversas espécies vegetais encontram-se armazenados em bancos espalhados por
todo pais, sem informacgdes minimas necessarias (Valls, 1988).

O sucesso de um programa de melhoramento se baseia na existéncia de variabilidade
genética intraespecifica. Para o atendimento dessa demanda, é imprescindivel que 0s acessos
sejam bem caracterizados. Para a formacdo de producdo-base, melhoristas tém recomendado o
intercruzamento entre cultivares superiores e divergentes. As informagdes multiplas de cada
genotipo sdo expressas em medidas de dissimilaridade, as quais representam a diversidade
que ha no conjunto de acessos cultivados (Cruz, 2007).

A importancia do germoplasma aumenta a medida que este se torna conhecido e
documentado (Painting et al., 1995). A caracterizacdo morfolégica é um procedimento que,
por meio da utilizacdo de uma lista descritiva, fornece informagfes sobre o germoplasma
conservando-o de forma mais efetiva para a sua utilizacdo (Ramos & Queiroz, 1999). Esses

marcadores permitem estudar a variabilidade genética de cada amostra (Daros et al., 2002), a



fim de excluir a possibilidade de duplicatas e o consequente estreitamento genético da
espécie.

Marcadores morfologicos sdo descritores bastante acessiveis na quantificacdo da
diversidade genética quando comparados com técnicas moleculares mais avancadas. Os
mesmos vém sendo utilizados na caracterizacdo e avaliagdo da variabilidade genética de
germoplasma (Melo Filho et al. 2000; Daros et al. 2002; Ritschel & Huaman, 2002), o que
possibilita a orientacdo dos trabalhos a serem realizados com outros descritores mais
numerosos, como os marcadores moleculares.

De acordo com Huaman (1996), a caracterizagdo adequada de cultivares de batata-
doce se embasa em caracteres morfoagrondémicos, por isso, é necessario que os dados do
experimento sejam provenientes da mesma época de colheita, do mesmo ambiente, da mesma
densidade de plantio e que as plantas sejam cultivadas em condicdes favoraveis ao
desenvolvimento adequado das mesmas, pois grande parte desses caracteres é altamente
influenciada pelo ambiente.

Genotipos de batata-doce podem apresentar respostas diferentes a necessidade
nutricional, hidrica, resisténcia as pragas e doencas, além de morfologia. Portanto, a
caracterizacdo de cada gendtipo é de fundamental importancia para que essa variabilidade
possa ser utilizada de forma eficiente no desenvolvimento de novas cultivares, de acordo com
as caracteristicas das regibes para as quais serdo destinadas (Schumacher et al., 2012)

Um dos grandes problemas no uso de caracteres morfoldgicos de uma determinada
espécie € o grande numero de descritores necessarios e a grande influéncia ambiental
tornando o método pouco eficiente, principalmente quando se considera caracteres métricos.
Estes sdo condicionados por genes que consequentemente sdo muito influenciados pelo
ambiente (Jesus, 2006).

Ainda que possam ser empregados marcadores bioquimicos, morfologicos e
moleculares, os morfoldgicos, por serem de facil aplicagcdo, tem sido os mais utilizados na
caracterizacdo de germoplasma e na identificacdo de gendtipos e cultivares em catalogos
usados nos estudos de diversidade genética, homogeneidade e estabilidade como os do
Ministério da Agricultura (Brasil, 2007) e da Uni&o Internacional para Protecdo de Novas
Variedades de Plantas (UPQV) (Jesus, 2006).

Na literatura, estdo disponiveis alguns trabalhos utilizando marcadores morfologicos
na cultura da batata-doce tais como o de Veasey et al. (2007). Eles utilizaram 14

caracteristicas (morfoagronémicas) e caracterizaram 74 acessos coletados na regido do Vale



do Ribeira. Chavez et al. (2006) avaliaram 52 variedades com base em 18 descritores
morfologicos na Colémbia.

Ritschel e Huaméan (2002) avaliaram 324 acessos de batata-doce, coletados em todas
as regides brasileiras. Utilizaram 25 descritores morfoldgicos, onde identificaram 256 tipos
morfolégicos, com 33 grupos de acessos morfologicamente duplicados. Em estudo
semelhante, Moulin et al., (2012) relatam que a caracterizacdo morfologica foi eficiente para
detectar a variabilidade genética entre 46 acessos de batata-doce no norte do Rio de Janeiro.

Dentre os marcadores utilizados, Neiva et al. (2011) destacam que o formato geral da
folha, o numero de I6bulos da folha, a pigmentacdo das nervuras e a pubescéncia no apice das
ramas estdo entre as caracteristicas mais contrastantes entre 65 acessos.

De acordo com Daros et al. (2002), o emprego de marcadores morfolégicos tem
possibilitado grandes avancos na descricdo da divergéncia genética entre acessos. Esses
autores avaliaram 14 acessos de batata-doce utilizando 20 descritores e verificaram grande
variabilidade detectada por meio da avaliacdo da pubescéncia no apice das ramas e da
pigmentacdo das nervuras inferiores do limbo foliar.

Além desses marcadores morfologicos, sdo considerados importantes para a cultura da
batata-doce: crescimento da rama, comprimento do entrend, didmetro do entrend, cor
predominante da rama, cor secundéaria da rama, cor da folha madura, cor da folha imatura, ta-
manho da folha, tipo de I6bulo da folha, formato do I6bulo central, pigmentacdo do peciolo,
comprimento do peciolo, formato da raiz, defeitos na superficie da raiz, cor predominante da
casca, intensidade da cor da casca, cor secundaria da casca, cor predominante da polpa, cor
secundaria da polpa e distribuicdo da cor secundéaria da polpa.

Deste modo, marcadores morfolégicos sdo muito Uteis na deteccdo de genotipos
divergente, principalmente por serem de facil identificacdo visual e baixo custo. A
caracterizacdo de cada acesso € etapa crucial para propostas de melhoramento de plantas,
devido a grande variabilidade genética da espécie de batata-doce, e principalmente a troca

constante de materiais entre produtores vizinhos.

2.3. Caracterizacdo Molecular

Marcadores moleculares sdo definidos como qualquer fen6tipo molecular oriundo de
um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
Esses marcadores sdo caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e séo

herdados geneticamente (Milach, 1998).
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A conservacao ex situ realizada no banco de germoplasma tem papel importante na
diversidade genética, sendo fundamental a manutenc&o e a correta caracterizacdo dos acessos,
a fim de garantir a disponibilidade de materiais essenciais utilizados em estudos genéticos no
melhoramento de plantas (Goedert, 2007). Programas relacionados ao melhoramento genético
de plantas por meio de cruzamentos artificiais necessitam primeiramente do conhecimento
sobre a relacdo genética entre clones parentais que sera selecionado como fonte de genes
(Wachira et al., 1997).

A caracterizacdo morfologica tradicional tem sido substituida pelos marcadores de
DNA, pois estes podem cobrir todo o genoma, evitando o efeito ambiental e possiveis erros
de identificacdo (Gouldo & Oliveira, 2001; Borba et al., 2005).

Informacdes referentes a diversidade genética podem ser obtidas através de
marcadores moleculares, sendo que cada marcador utilizado é referente a uma caracteristica
fenotipica distinta e independente, e a interpretacdo dos resultados é feita a partir da analise de
bandas, de maneira que bandas comuns entre individuos correspondam a semelhancas
genéticas e, bandas ndo comuns, correspondem a divergéncias genéticas (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

A caracterizacdo de genotipos por meio de marcadores de DNA detecta diferencas
genético-moleculares, o que possibilita a analise de gendtipos de interesse agrondémico e a
obtencédo de informacGes respectivas a variabilidade existente, além de poder associar com as
caracteristicas fenotipicas, representando um futuro promissor para a modernizacdo da
agricultura (Fajardo et al., 2002).

Segundo Souza (2001) esses marcadores detectam o polimorfismo diretamente na
molécula do DNA, sem influéncia do ambiente, além de ser uma técnica rapida e bastante
eficaz para estudos gendmicos. Essa tecnologia permite identificar e caracterizar espécies
revelando diferencas minimas existentes entre genotipos de interesse (Melo & Morais, 2011).
Quando a expressdo de um gene é influenciada por caracteristicas ambientalmente
inconstantes ou dificeis de se detectarem, tornar-se favoravel a utilizacdo de marcadores
moleculares ao invés de avaliagdes com morfoldgicos (La Bonte, 2002).

Atualmente, a caracterizacdo de cultivares, linhagens ou hibridos por meio de
marcadores moleculares de DNA tem se mostrado de grande utilidade na protecédo do direito
do melhorista de plantas, sendo empregada como prova legal em processos juridicos nos
paises em que j& vigoram as leis de protecdo (Borém, 2005).

Com a lei (9.456, de 25 de abril de 1997), acredita-se que o termo “Fingerprinting”

seja também utilizado na caracterizagdo de cultivares e assegure os direitos da propriedade
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intelectual. O alto nivel de resolugdo genética e a confiabilidade dos dados obtida por meio da
analise utilizando marcadores de DNA permitem a distin¢do entre linhagens ou variedades
com base genética estreita, 0 que € muito comum entre variedades comerciais (Borém, 2005).

A caracterizacdo molecular detecta diferencas na sequéncia de DNA e quantifica a
diversidade genética. Marcadores microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) sdo
pequenos fragmentos de DNA que detectam polimorfismo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
Esta técnica vem substituindo rapidamente outros marcadores também baseados em PCR
(Polymerase Chain Reaction), em varios tipos de estudos genéticos, principalmente devido ao
elevado grau de polimorfismo, simplicidade da técnica, reprodutibilidade e a pequena
quantidade de DNA requerida, associada ao baixo custo, e ao grande poder de resolucéo. As
sequéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo geralmente conservadas entre 0s
individuos de uma mesma espécie, 0 que permite a selecdo de primers especificos que
amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA repetido em todos os genétipos (Borém &
Caixeta, 2009).

Marcadores SSR sdo constituidos de pequenas sequéncias com um a seis nucleotideos
de comprimento, repetidas em tandem. Estes locos apresentam elevado grau de polimorfismo,
amplificados via PCR. O alto nivel de variabilidade detectada por esse tipo de marcador
aumenta a resolucdo da genealogia do germoplasma avaliada em estudos de diversidade
genética, reduzindo o nimero de marcadores necessarios para distincdo entre genotipos de
interesse (Borém & Caixeta, 2009). Entretanto, esta técnica de microssatélite exige grande
guantidade de trabalho, pessoal especializado e equipamentos com alta tecnologia para o
desenvolvimento prévio de marcadores (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

Veasey et al. (2008) caracterizaram 78 acessos de batata-doce por meio de oito
marcadores SSR no Vale do Ribeira-SP. De forma similar, Koussao et al. (2014)
discriminaram 112 acessos de batata-doce utilizando 30 marcadores microssatélites, em
Burkina Faso. Em ambos trabalhos, os autores observaram alta diversidade genética entre o0s
acessos.

Desta forma, os marcadores moleculares podem complementar as informac6es obtidas
por meio dos marcadores morfoldgicos, contribuindo para aumentar a eficiéncia dos recursos
genéticos de coleta, caracterizacdo, multiplicacdo e conservacdo do germoplasma, de modo a
analisar a diversidade e a pureza genetica da cultura da batata-doce. Isto permite o
planejamento de cruzamentos e a sele¢do de genotipos com caracteristicas desejadas durante a

conducdo de populagdes segregantes em diferentes métodos.
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2.4. Divergéncia Genética

O estudo da divergéncia genética entre individuos ou populagdes nas espécies vegetais
tém sido amplamente utilizado em programas de melhoramento genético, por fornecerem
parametros para a identificacdo de genitores que permitam maior efeito heterdtico na progénie
e maior probabilidade de obter individuos superiores em geracGes segregantes (Jesus, 2006).

A determinacdo da divergéncia genética pode ser realizada através da estatistica
multivariada, uma vez que permite multiplas combinac6es de informacg6es dentro da unidade
experimental (Moreira et al., 2009).

De acordo com Fonseca et al. (2006), a técnica de analise multivariada tem sido
empregada para quantificar a divergéncia genética, por se tratar de uma analise que permite
integrar as maultiplas informacGes, de um conjunto de descritores, extraidos das unidades
experimentais. Segundo Martinello et al. (2002), a técnica multivariada possui como
vantagem em relacdo aos demais métodos (univariada) o estudo da importancia de cada
carater avaliado sobre a variacdo total disponivel entre os gendtipos, o que possibilita a
identificacdo das caracteristicas menos discriminantes.

A escolha da técnica estatistica mais adequada deve ser realizada com base em
principios como: nivel de precisdo desejada; facilidade de analise; e forma com que os dados
foram obtidos (Cavalcante et al., 2009). O uso de técnicas de agrupamento pode classificar os
genétipos em vérios grupos de forma que exista homogeneidade dentro dos grupos e
heterogeneidade entre os grupos, seguindo o critério de similaridade ou de dissimilaridade.
Atualmente, existem varios métodos de agrupamento, tais como o hierarquico Unweighted
Pair Group Method Using Arithmetic Averages (UPGMA), vizinho mais proximo, vizinho
mais distante, Ward, entre outros, e os de otimizacdo como por exemplo 0 método Tocher
(Cruz etal., 2012).

Nos métodos hierarquicos, os individuos sdo agrupados por um processo que se repete
em varios niveis, até que seja estabelecido um dendrograma. O UPGMA é um método néo-
ponderado de agrupamento aos pares, utilizando médias aritméticas da dissimilaridade, que
evita caracterizar a dissimilaridade por valores extremos (maximo ou minimo) entre
individuos considerados. A distribuicdo dos gendtipos no dendrograma por meio deste
método ndo segue um critério de formacdo de grupos, sendo que o principal aspecto do

UPGMA consiste nas ramificagfes que sdo obtidas (Cruz et al., 2012).
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O método de agrupamento de Tocher constitui um método de agrupamento
simultdneo, o qual se realiza a separagdo dos individuos de uma s6 vez. Esse método tem
como caracteristica formar grupos em que a média das medidas de dissimilaridade dentro de
cada grupo sejam inferiores as distancias medias entre quaisquer grupos (Cruz et al., 2012).

Oliveira et al. (2000) verificaram a divergéncia genética entre acessos de batata-doce,
oriundas de varias regides do Brasil, utilizando duas técnicas de analise multivariada:
distancia generalizada de Mahalanobis e os métodos de agrupamento de Tocher e hierarquico
do vizinho mais proximo, com base em 25 descritores morfoldgicos. Os autores observaram
vasta variabilidade genética entre os acessos, sendo formado sete grupos em ambos 0s
métodos, com boa concordancia entre eles. Foram constatadas pequenas distancias genéticas
entre alguns acessos, 0 que indica a possibilidade da ocorréncia de duplicatas entre o grupo de

individuos analisados.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizacdo Morfoldgica

O experimento foi conduzido no Setor de Olericultura, do Campus JK, da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM), em altitude de 1400
metros e nas coordenadas 18°12'01"S e 43°34'20"W, em Diamantina-MG. O clima da regiéo é
tropical, com periodo seco de abril a setembro.

O solo da éarea experimental foi classificado como Neossolo Quartizarénico Ortico
Tipico (Embrapa, 2007). A correcdo da acidez e adubagdo do solo foi realizada com o auxilio

da anélise quimica do solo (Tabela 1).

Tabela 1. Anélise quimica do solo. UFVJM, Diamantina-MG, 2014.

pH (H,0) ca®* Mg Al H+AI®* SB
------------------------------------ (077110] (o3 1 —————
5,8 0,6 0,5 0,2 2,4 1,1
P K \Y M Areia Silte Argila
------- mg.dm------ N — T R




14

Foram analisados 60 acessos de batata-doce pertencentes ao Banco de Germoplasma
UFVJIM (Tabela 2). Este banco é formado por exemplares de diversas regibes do Brasil,
inclusive do Vale do Jequitinhonha, além das cultivares comerciais oriundas do CNPH-

Embrapa Hortalicas: Brazlandia Branca, Princesa e Coquinho.

Tabela 2. Relacdo dos 60 gendtipos de batata-doce (Ipomoea batatas) pertencentes ao Banco
de Germoplasma da UFVJM, e seu local de origem. UFVJM, Diamantina-MG, 2014.

Genotipo Local de origem Genotipo Local de origem

Arruba Aracuai/MG * UFVJIM-24  Senador Mourdo/MG
Braz.-Branca  Embrapa/CNPH-DF UFVJIM-25 Felicio dos Santos/MG *
Cambraia Felicio dos Santos/MG * UFVIM-26 Governador Valadares/MG
C. Vermelha Diamantina/MG UFVIM-27 Conselheiro Mata/MG*
Coquinho Embrapa/CNPH-DF UFVJIM-28 Conselheiro Mata/MG*
Espanhola Diamantina/MG * UFVJIM-29 Diamantina/MG-Batatal
Licuri Felicio dos Santos/MG * UFVJIM-30 Diamantina/MG-Batatal
Palmas UFT/Tocantins UFVIM-31 Diamantina/MG-Galheiros
Princesa Embrapa/CNPH-DF UFVJM-33  Diamantina/MG-Sopa

T Carro 1 Felicio dos Santos/MG* UFVIM-34 Diamantina/MG-Sopa

T Carro 2 Diamantina/MG UFVIM-35 Diamantina/MG-Curralinho
UFVIM-01 Séo Tiago/MG UFVIM-37 Diamantina/MG-Palha
UFVJIM-02 Sdo Tiago/MG UFVJIM-38  Governador ValadaressMG
UFVJIM-03 Séo Tiago/MG UFVIM-39 Rubim/MG

UFVJIM-04 S&o Tiago/MG UFVIM-41 Felicio dos Santos/MG*
UFVJIM-05 S&o Tiago/MG UFVIM-42 Diamantina/MG *
UFVJIM-06 Séo Tiago/MG UFVIM-43 Diamantina/MG *
UFVIM-07 Séo Tiago/MG UFVIM-44 UFT/Tocantins
Continua...

Continuagéo.

UFVJIM-08 Teixeiras/MG UFVJIM-45 UFT/Tocantins
UFVJIM-09 Governador Valadares/MG UFVIM-46 UFT/Tocantins
UFVIM-10 Diamantina/MG UFVJIM-48 UFT/Tocantins
UFVIM-13 Felicio dos Santos/MG * UFVIM-49 UFT/Tocantins
UFVIM-14 Felicio dos Santos/MG * UFVJIM-50 UFT/Tocantins
UFVIM-16 Felicio dos Santos/MG * UFVIM-51 UFT/Tocantins
UFVIM-17 Diamantina/MG UFVIM-52 UFT/Tocantins
UFVJIM-19 Gouveia/MG UFVJIM-54 UFT/Tocantins
UFVIM-20 Felicio dos Santos/MG * UFVIM-55 UFT/Tocantins
UFVIM-21 Datas/MG * UFVJIM-56 UFT/Tocantins
UFVIM-22 Datas/MG * UFVJIM-57 UFT/Tocantins
UFVJIM-23 Senador Mourdo/MG* UFVJM-58 UFT/Tocantins

* Municipios pertencentes ao Vale do Jequitinhonha
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Em casa de vegetacdo, ramas de batata-doce contendo entre trés e cinco gemas foram
plantadas em bandejas contendo substrato comercial. Essas se desenvolveram por 35 dias sob
cuidados recomendados. Apos este periodo, mudas contendo oito nds foram transplantadas
para campo, com enterrio de quatro nds em area previamente preparada. O plantio das mudas
de batata-doce foi realizado em 18/12/2012.

No campo, o preparo da area consistiu de uma aracdo e uma gradagem, apos as quais
se realizou a incorporacéo de adubos (20, 90 e 90 kg ha™ de N, P,Os e K,0, respectivamente).
Posteriormente, houve o sulcamento para formacao de leiras com alturas entre 30 cm e 40 cm.
As parcelas constaram de uma fileira de 2,4 m de comprimento, com espacamento de 1,0
metro entre as linhas de plantio e 0,3 metros entre plantas, totalizando oito plantas por
parcela.

O manejo da cultura foi realizado de acordo com recomendacgdes de Bernardo et al.
(2008) e Filgueira (2008), além disso, foi realizada adubac&o de cobertura (45 kg ha’de N e
de K,0) dividida aos 30 e 60 dias apos o plantio.

As avaliacdes das caracteristicas morfologicas da parte aérea (ramas e folhas) foram
realizadas aos 60 e 90 dias apds o plantio das ramas, para a caracteristica comprimento das
ramas e para as demais caracteristicas avaliadas, respectivamente. As avaliacdes referentes as
caracteristicas morfoldgicas de raizes foram realizadas ap6s a colheita manual, cerca de 150
dias ap6s o plantio das ramas, de acordo com International Board for Plant Genetic
Resources (IBPGR), elaborado por Huaman (1991) (Tabela 3).

Tabela 3. Escalas de notas referentes a cada descritor morfologico usado na caracterizacao de
60 acessos de batata-doce (Ipomoea batatas), de acordo com IBPGR, elaborado por Huaman
(1991). UFVJM, Diamantina-MG, 2014,

CARACTERISTICAS PARTE AEREA

1. Cor predominante da rama

1-Verde; 3-verde com poucas manchas roxas; 4-verde com muitas manchas roxas; 5-verde com
muitas manchas roxas escuras; 6-predominantemente roxo; 7-predominantemente roxo escuro; 8-
completamente roxo; 9-completamente roxo escuro.

2. Cor secundaria da rama

0-Ausente; 1-base verde; 2-apice verde; 3-nds verdes; 4-base avermelhada; 5-apice avermelhado;
6-n6s avermelhado; 7-outras.

3. Pubescéncia no apice da rama
0-Auséncia de pilosidade; 3- pilosidade rala; 5- moderada; 7- densa; 9- muito densa.

4. Comprimento da rama principal
3-Ereta (<75 cm); 5-semi-ereta (75-150 cm); 7- dispersa (150-250 cm); 9-extremamente dispersa




16

(>250 cm).

. Tipos de I6bulos da folha

0-Auséncia de l6bulos; 1-l6bulos muito superficiais; 3-16bulos superficiais; 5-moderados; 7-
profundos; 9-muito profundos.

. NUmero de I6bulos da folha

0- Auséncia de l6bulos- folha é redonda e lisa; 1-auséncia de I6bulos laterais; 3-com tres I6bulos;
5-com cinco l6bulos; 7-com sete 16bulos; 9-com nove I6bulos.

. Formato do I6bulo central

0-Ausente; 1-dentado; 2-triangular; 3-semi-circular; 4-semi-eliptico; 5-eliptico; 6-lanceolado; 7-
oblongo-lanceolado; 8-linear largo; 9-linear estreito.

. Pigmentacéo das nervuras

1-Amarelo; 2-verde; 3-manchas roxas na base da nervura principal; 4-manchas roxas em varias
nervuras; 5-nervura principal predominantemente roxa; 6-nervura principal totalmente roxa; 7-
todas as nervuras parcialmente roxas; 8-todas as nervuras totalmente roxas; 9- superficie inferior e
nervuras totalmente roxa.

. Comprimento do peciolo

1-Muito curto (<10 cm); 3-curto (10-20 cm); 5-intermediério (21-30 cm); 7-longo (31-40 cm); 9-
muito longo (>40 cm).

10. Pigmentacdo do peciolo

1-Verde; 2-verde com roxo na base; 3-verde com roxo na inserc¢do da folha; 4-verde com roxo em
ambas as extremidades; 5-verde com manchas roxas em todo peciolo; 6-verde com listras roxas;
7-roxo com verde na inser¢do da folha; 8-alguns peciolos roxos e outros verdes; 9-completamente
Ou quase roxo.

11. Cor da folha madura

1-Amarelo esverdeada; 2-verde; 3-verde com bordas roxa; 4-verde acinzentado; 5-verde com
nervuras roxas; 6-roxo suave; 7-predominantemente roxo; 8-verde na superficie superior e roxo
na inferior; 9-roxo em ambas as superficies.

Continua...

Continuagéo.

12. Cor da folha imatura

1-Amarelo esverdeada; 2-verde; 3-verde com bordas roxa; 4-verde acinzentado; 5-verde com
nervuras roxas; 6-roxo suave; 7-predominantemente roxo; 8-verde na superficie superior e roxo na

inferior; 9-roxo em ambas as superficies.

13. Tamanho da folha madura
3-Pequena (<8 cm); 5-mediana (8-15 cm); 7-grande (16-25 cm); 9-muito grande (>25 cm).

14. Formato geral da folha madura
1-Redonda; 2-reniforme; 3-cordiforme; 4-triangular; 5-lanceolada; 6-lobulada; 7-quase dividida.

15. Diametro do entren6

1-Muito fino (<4mm); 3-fino (4-6mm); 5-intermediario (7-9mm); 7-grosso (10-12mm); 9-muito
grosso (>12mm).

16. Comprimento do entren6

1-Muito curto (<3 cm); 3-curto (3-5 cm); 5-intermediario (6-9 cm); 7-longo (10-12 cm); 9-muito
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longo (>12 cm).

PARTE RADICULAR

17. Defeitos na superficie da raiz

0-Ausente; 1-pele de jacaré; 2-veias proeminentes; 3-constri¢cfes horizontais rasas; 4-constrigdes
horizontais profundas; 5- fendas longitudinais rasas; 6- fendas longitudinais profundas; 7-
constri¢des e rachaduras profundas; 8-outros.

18. Formato das raizes

1-Redondo; 2-redondo-eliptico; 3-eliptico; 4-oval; 5-oboval; 6-oblonga; 7-oblonga longa; 8-longa
eliptica; 9-longa irregular.

19. Cor predominante da casca da raiz

1-Branco; 2-creme; 3-amarelo; 4-alaranjado; 5- marrom alaranjado; 6-rosado; 7-vermelho; 8-
roxo avermelhado; 9-roxo escuro.

20. Intensidade da cor da casca da raiz
1-Pélido; 2-intermediario; 3-escuro.

21. Cor secundaria da casca da raiz

0-Ausente; 1-branco; 2-creme; 3-amarelo; 4-alaranjado; 5- marrom alaranjado; 6-rosado; 7-
vermelho; 8-roxo avermelhado; 9-roxo escuro.

22. Cor predominante da polpa

1-Branco; 2-creme claro; 3-creme escuro; 4-amarelo palido; 5-amarelo escuro; 6-alaranjado claro;
7- marrom alaranjado; 8-laranja escuro; 9-fortemente arroxeado

23. Cor secundaria da polpa

0-Ausente; 1-branco; 2-creme; 3-amarelo; 4-marrom alaranjado; 5-rosado; 6-vermelho; 7-roxo
avermelhado; 8-roxo; 9-roxo escuro.

24. Distribuicdo da cor secundaria da polpa

0-Ausente; 1-anel proximo da casca; 2-anel largo préximo da casca; 3-manchas esparsas
concentradas; 4-anel delgado na polpa; 5-anel largo na polpa; 6-anel e outras manchas na polpa;
7-manchas na seccdo longitudinal; 8-manchas cobrindo quase toda a superficie; 9-manchas
cobrindo toda a polpa.

3.2. Caracterizagdo Molecular

3.2.1. Extracdo de DNA

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Genética e Biotecnologia Florestal
(LGBF), do Departamento de Engenharia Florestal (UFVJM), Campus JK. Foram analisados
0s mesmos 60 acessos de batata-doce do banco de germoplasma da UFVJIM.

A extracdo do material genético (DNA) foi realizada de acordo com o protocolo
proposto por Doyle & Doyle (1987), com algumas modificagfes. Folhas jovens (2 folhas) de
batata-doce foram coletadas, identificadas e acondicionadas em caixas térmicas com gelo, e

transportadas ao LGBF. Posteriormente, aproximadamente 250 mg do tecido vegetal foram
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maceradas em cadinhos de porcelana sob congelamento em nitrogénio liquido até se
transformar em um po6 fino. O macerado foi transferido para microtubos de 1,5 ml,
devidamente identificado, e adicionado 700 ul de tamp&o de extracdo pré-aquecido 2x CTAB
(CTAB 2%, 4 ml de EDTA 0,5M pH 8,0, 10 ml de Tris-HCI 1 M pH 8,0, 8,12 g de NacCl,
Polivinilpirrolidona (PVP) 1%, e agua Milli-Q para 100 ml), contendo B-mercaptoetanol
0,2%, adicionado no momento de uso. Apo6s breve homogeneizacdo em um agitador
automatico, as amostras foram incubadas em banho-maria a 65°C durante 30 minutos. A cada
10 minutos os tubos foram invertidos manualmente para homogeneizacdo. Apos atingir a
temperatura ambiente, 600 ul de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) foram adicionados as
amostras, homogeneizadas e submetidas a centrifugacdo a 12.000 rpm por 5 minutos. Logo
apos, 540 ul do sobrenadante foram transferidos, cuidadosamente, (sem impurezas ou parte
organica) para um novo tubo de 1,5 ml, acrescido de 50 ul de CTAB 10% - NaCl 0,7 M (10,0
g de CTAB, 4,1 g de NaCl e agua Milli-Q para 100 ml) previamente aquecido a 65° C e 500
ul de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). As amostras foram homogeneizadas e submetidas
a uma outra centrifugacdo, por 5 minutos a 8100 rpm. O sobrenadante (500 ul) foi transferido
para um terceiro conjunto de tubos de 1,5 ml contendo 500 pl de solugdo CTAB (CTAB 1%
(p/v), 5,0 ml de Tris-HCI 1 M pH 8,0, 0,2 ml de EDTA 0,5 M pH 8 e agua Milli-Q para
100ml) homogeneizado (agitador automatico em velocidade média-baixa) e mantido em
banho-maria a 65°C durante 30 minutos.

Apos este periodo, o material foi centrifugado durante 30 minutos a 12.000 rpm, para
precipitacdo dos acidos nucleicos. Descartado o sobrenadante, foram adicionados 500 ul da
solucdo Tampdo TE saturado com NaCl (1 ml de Tris-HCI 1 M pH 8,0, 0,2 ml de EDTA 0,5
M pH 8,0, 5,844 g de NaCl e agua Milli-Q para 100ml) em cada tubo e incubado em banho-
maria a 65°C por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 300 ul de isopropanol (-20°C),
homogeneizados e mantidos por um periodo minimo de 30 minutos em congelador (-20°C).
As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos para a precipitagdo dos acidos
nucléicos. O sobrenadante foi descartado e o pélete recebeu 1000 pl de etanol 70%. As
amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm durante 5 minutos e, logo depois, o0 sobrenadante
foi descartado e repetiu-se 0 passo por mais uma vez. Uma terceira lavagem contendo 500 pl
de etanol 95% foi realizada para completa desidratacdo do material genético. Por fim, apos a
remocao do sobrenadante, o pélete foi seco a vacuo durante 20 minutos e ressuspendido em
50 pl de solugao tampao TE 10:0,1 (500 pl Tris-HCL 1 M pH 8,0, 20 ul EDTA 0,5 M pH 8,0,

e agua Milli-Q para 50 ml) contendo 10 mg.ml™ da enzima RNAse para eliminacdo da
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contaminacdo com RNA, possivelmente presente nas amostras. Apos incubadas em banho-
maria a 37°C durante 30 minutos, as amostras foram armazenadas a -20°C.

A quantificacdo do DNA de cada amostra foi realizada por meio de eletroforese em
gel de agarose 0,8%, corados com brometo de etideo, utilizando-se tampéo de corrida TAE 1x
[20 ml de TAE 50X (242,0 g de Tris base, 51,1 g &cido acético glacial, 100 ml EDTA 0,5 M
pH 8,0, e 4gua Milli-Q para 1000 ml) e 980 ml de &gua destilada], em cuba horizontal, e uma
voltagem constante de 100 V, durante 90 minutos. Em cada canaleta do gel foram aplicados 5
ul da amostra de DNA e 1,5 ul de tampéo de carregamento (glicerol 50% (p/v), 0,7 ml EDTA
0,5 M pH 8,0, azul de bromofenol 0,25% (p/v), e 4gua Milli-Qpara 10 ml). Um padrdo de
tamanho e massa (1 kb DNA Ladder BioLabs) foi utilizado junto as amostras. As bandas
foram visualizadas sob luz ultravioleta e a concentragdo das bandas determinada pelo
Programa Loccus Biotecnologia- LPixImage.

3.2.2. Amplificacao do material genético por meio da PCR

As reacdes de PCR foram realizadas de acordo com o protocolo de Williams et al.
(1990), com algumas modificagdes. A concentracdo final da reacdo foi de 13,0 ul, contendo
1,0 ul de DNA gendmico; 0,5 pl de cada oligonucleotideo iniciador (direto e reverso) (Tabela
4); 2,5 mM de cada um dos dNTPs (dATP, dCTP,dGTP e dTTP); 1,0 ul de MgCl, (50mM);
1,3 pul de Tampéo (10X) que acompanha a enzima; 8,0 ul de dgua Milli-Qe 0,2 ul da enzima
Taq DNA polimerase (5,0 U.ul™). As reacdes foram preparadas em tubos de 0,2 ml, nos quais
1,0 ul do DNA foi inserido no fundo e, em seguida, foram adicionados 12,0 pl da mistura
descrita anteriormente, contendo 0os componentes da reacdo. Para evitar a evaporacdo durante
o ciclo da PCR, foram adicionados 10,0 pl de dleo mineral.

Para escolha dos oligonucleotideos iniciadores foi realizada uma triagem com 32 pares
de oligonucleotideos, baseados nos trabalhos de Buteler et al. (1999), Jarret e Bowen (1994) e
Hu et al. (2004). Sendo escolhidos dez acessos de batata-doce com caracteristicas
morfoldgicas divergentes. Destes iniciadores, foram selecionados onze pares de primers
(Tabela 5) com base em padrbes de bandas com boa amplificacdo, alta resolucdo,
polimorfismo e repetibilidade. As condi¢Oes de pareamento foram otimizadas para 50°C,
temperatura mais adequada para amplificacdo de todos os oligonucleotideos selecionados.

As amplificagbes por PCR foram realizadas em termociclador Eppendorf modelo

Mastercycler gradiente, sob as seguintes condi¢des: 3 minutos a 94°C, seguido por 40 ciclos
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de 45 segundos a 94°C, 30 segundos para a temperatura do iniciador otimizada para 50°C, 1
minuto a 72°C; em seguida 7 minutos a 72°C para extensao final e infinito a 4°C.

Os produtos resultantes da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 6%, em tamp&o de corrida TBE 1x [100 ml de TBE 10X (108,0 g Tris base, 55
g de &cido borico, 40 ml de EDTA 0,5 M pH 8,0, e 4gua Milli-Qpara 1000 ml) e 900 ml de
agua destilada] sob uma voltagem constante de 80 V durante 4 horas. Para o preparo do gel,
foram utilizados 35 ml de solugéo de 6% ureia 6M, 700 pul de persulfato de aménio 10% e 70
ul de tetramethylethylenediamine (TEMED). Essa solugédo foi homogeneizada e aplicada aos
pares de placas de vidro (20 x 20 cm) com o auxilio de uma seringa pléstica descartavel. As
placas contendo a solugdo foram colocadas na cuba vertical e mantidas em repouso por 90
minutos para a completa polimerizacdo do gel. Em cada canaleta do gel foram aplicados 7 pl
da amostra de DNA amplificada via PCR e 2 ul de tampdo de carregamento (glicerol 30%
(p/v), azul de bromofenol 0,25% (p/v), xileno cianol FF 0,25% (p/v), e 4gua Milli-Q para 10
ml). Um marcador de tamanho (50 pb Ladder Biolabs) foi utilizado como padréo ao lado das
amostras no gel.

Os fragmentos amplificados foram detectados por meio de coloragdo com nitrato de
prata (Bassam et al., 1991). Os géis foram fotodocumentados com auxilio do Programa

Loccus biotecnologia — Lpixlmage (Apéndice A).

3.3. Analise da Divergéncia Genética

Para os dados multicategoricos foi obtida uma matriz de dissimilaridade baseada no
coeficiente de coincidéncia simples.

Para os dados moleculares como a batata-doce € uma especie hexaploide (Ozias-Akins
& Jarret, 1994) e, portanto, produz muitos padrdes de bandas de diferentes tamanhos. Neste
trabalho, os padrGes de bandas fenotipicamente foram marcados quanto & presenca ou
auséncia. Mediante a interpretacdo dos geéis de poliacrilamida, os dados moleculares foram
tabulados conforme presenca (1) ou auséncia (0) de cada fragmento de DNA amplificado para
serem usados no estudo de diversidade genética. Com base nesse procedimento, uma matriz 0

e 1 foi produzida.
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A partir da matriz 0 e 1, a matriz de dissimilaridade baseada no coeficiente de
similaridade de Jaccard (Jaccard, 1901) foi calculada utilizando o programa estatistico R
(Core Team, 2014). Esse coeficiente compara 0 numero de presencas de bandas comuns e 0
numero total de bandas envolvidas, excluindo o nimero de auséncias conjuntas (Meyer,
2002), em que valores mais proximos de O indicam individuos aparentados e valores mais
proximos de 1 indicam individuos menos aparentados. Este coeficiente é calculado pela

expresséo:
Dij=1 - Sjj

Onde:

a = namero de bandas presentes nos acessos i, j;
b = nimero de bandas presentes no acesso i e ausentes no acesso j;

¢ = numero de bandas presentes no acesso j e ausentes no acesso i.

Para a obtencdo do dendrograma recorreu-se ao método de agrupamento hierarquico
UPGMA com a funcéo hclust, a partir dos dados gerados pelos multicategéricos, moleculares
e a combinacdo destes. Segundo Cruz et al. (2012), o método UPGMA tem por objetivo
verificar o grau de similaridade entre genitores, genitores e grupos similares, ou entre grupos
divergentes. A distribuicdo dos individuos no dendrograma utilizando este método ndo segue
um critério de formacdo de grupos, sendo que o principal aspecto do UPGMA consiste nas
ramificacdes que sdo obtidas. Os individuos sdo agrupados aos pares, utilizando-se médias
aritméticas da dissimilaridade. O dendrograma prioriza 0s genotipos com maior similaridade,
e as distancias entre um individuo e um grupo formado pelos individuos i e j sdo calculadas

pela expressao:

d(ij)k = média {dik + djk} =)

d(ij)k = distancia média entre o grupo ij e o individuo k;
dik = distancia entre os individuos i e k;

djk = distancia entre os individuos j e k.
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Também foi realizado um agrupamento de Tocher para cada uma das matrizes por
meio da funcdo tocher do pacote biotools. Essa andlise de agrupamento permite ao
pesquisador formar grupos em que os valores das distancias intragrupos sejam inferiores a

quaisquer distancias intergrupos (Cruz et al., 2012).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 4 estdo apresentadas as notas dos 24 descritores morfoldgicos. Observou-se
variabilidade para os 60 acessos de batata-doce do banco de germoplasma da UFVIM,
representados por um alto ndmero de categorias fenotipicas com alta porcentagem de
individuos em cada categoria.

A cor predominante da rama, para a maior parte dos acessos foi a verde (66,7%),
sendo que todas as outras cores avaliadas foram identificadas, porém em um menor nimero
de exemplares (Tabela 4). Ja para cor secundaria da rama, a maioria dos acessos (76,7%)
também se encontra dentro do mesmo descritor (ausente), ndo ocorrendo para os caracteres
nos verdes (Tabela 4). Similarmente, Fabri et al. (2009) avaliando acessos de batata-doce em
Piracicaba constataram coloragdo predominante da rama verde para a maior parte (50%) dos
acessos avaliados e auséncia de coloracdo secundéaria para 51% dos acessos avaliados. Daros
et al. (2002), observaram que a cor predominante e secundaria das ramas de batata-doce
foram uma das caracteristicas que apresentaram maior variacdo entre os acessos de batata-
doce avaliados.

Para a caracteristica pubescéncia do apice da rama, apenas 0 acesso Palmas apresentou
pilosidade rala, os demais acessos apresentaram auséncia de pilosidade (Tabela 4). Quanto ao
comprimento da rama principal, houve predominancia de 66,7% dos acessos com tipo de
haste ereta, seguido por 23,3% com hastes semi-eretas e 10% haste dispersa (Tabela 4).
Resultados semelhantes foram obtidos por Ritschel e Huaman (2002) e Augustin et al. (2000),
que caracterizaram 73,08% e 90% dos acessos de batata-doce como sendo de comprimento
ereto, respectivamente.

Para o tipo de lébulo da folha, 45% dos acessos apresentaram I6bulos muito
superficiais para 45% dos acessos, seguido por 18,33% de I6bulos profundos, 15% de l6bulos
moderados, auséncia de l6bulos e lébulos superficiais, ambos com 10% dos acessos

avaliados. Apenas 0 acesso Princesa apresentou I6bulos muito profundo (Tabela 4). Veasey et
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al. (2007) encontraram resultados similares, classificando 40% dos acessos com Iébulos muito
superficiais.

Quanto ao namero de lobulos da folha foi classificada com cinco I6bulos para 50%
dos acessos avaliados, representando a maior expressao nessa caracteristica, seguido de
28,3% de auséncia de lobulos laterais (Tabela 4). Moulin et al. (2012) caracterizaram 39% dos
acessos de batata-doce com cinco l6bulos.

Para o formato do Iébulo central foi caracterizado como formato dentado para 26,7%
dos acessos, seguido por 25% triangular, 21,7% semi-eliptico, e lanceolado 16,7%, néo
havendo expressé@o para os demais caracteres avaliados (Tabela 4). De forma similar, Daros et
al. (2002), Chéavez et al. (2006) e Moulin et al. (2012) observaram uma enorme diversidade
para o formato do l6bulo central. No entanto, resultados diferentes foram encontrados por
Cavalcante (2008), que classificou o formato do I6bulo central dos acessos de batata-doce em
apenas duas categorias: semi-eliptico (63,7%) e triangular (36,3%).

A pigmentacdo das nervuras foi classificada com manchas roxas na base da nervura
principal para 23,3% dos acessos avaliados, constatando-se ainda 20% com todas as nervuras
totalmente roxas, 18,3% com todas as nervuras parcialmente roxas, ndo ocorrendo para 0s
caracteres amarelo e superficie inferior e nervuras totalmente roxa (Tabela 4). Daros et al.
(2002) observaram que a pigmentacdo das nervuras foi uma das caracteristicas com maior
diversidade, o que possibilitou boa distin¢cdo entre os acessos estudados, revelando-se uma
boa indicadora de variabilidade presente, com a vantagem de ser de facil classificacdo, de
forma similar ao encontrado no presente trabalho.

Para a pigmentacdo do peciolo constatou-se grande diversidade de cores entre 0s
acessos avaliados: 33,3% desses apresentaram-se com coloracdo verde com roxo na insergéo
da folha, seguido por 30% pela cor verde, 15% coloracdo verde com roxo em ambas as
extremidades, ndo ocorrendo para 0s caracteres verde com listras roxas e roxo com verde na
insercdo da folha. O acesso UFVIM-58 foi o mais divergente para esta caracteristica, sendo o
unico que apresentou coloracdo do peciolo verde com manchas roxas em todo peciolo (Tabela
4). Daros et al. (2002), Veasey et al. (2007) e Moulin et al. (2012) também observaram uma
grande diversidade de cores do peciolo, detectando uma ampla heterogeneidade para esta
caracteristica.

Para o comprimento do peciolo foram observadas apenas trés categorias: 51,7% dos
acessos de tamanho intermediario, seguidos por 43,3% de comprimento curto, e 5,0% de
comprimento longo (Tabela 4). Fabri et al. (2009) caracterizaram o comprimento do peciolo

como intermediario para 41% dos acessos avaliados.
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Para a caracteristica cor da folha madura, houve grande expressdo para a cor verde
(90%), ocorrendo também alguns acessos com folhas verdes com nervuras roxas (6,7%). Os
clones UFVIM-21 e UFVJM-34 foram os mais divergentes apresentando coloracédo da folha
madura predominantemente roxa e amarelo-esverdeado, respectivamente, ndo havendo
expressdo para as demais categorias de cores avaliadas (Tabela 4). Augustin et al. (2000),
igualmente ao encontrado neste trabalho, classificaram 90% dos acessos para coloragéo verde
da folha madura. Fabri et al. (2009) e Moulin et al. (2012) também constataram a coloracéo da
folha madura verde para a maior parte dos acessos estudados. Daros et al. (2002) também
observaram menor variacao para a esta caracteristica. J& para cor da folha imatura, observou-
se que 38,3% dos acessos apresentaram coloracdo amarelo esverdeada, 26,7% coloragéo
verde, 18,3% cor verde com nervuras roxas, ndo ocorrendo para 0s caracteres cor verde
acinzentado e roxo em ambas as superficies (Tabela 4). Segundo Daros et al. (2002), ao se
comparar a cor da folha madura com a cor da folha imatura, que a ultima se destacou pela
maior variabilidade entre os acessos estudados, tornando-se de maior utilidade na
discriminacdo genotipica.

Foram observadas somente duas categorias fenotipicas para tamanho da folha madura:
mediana (93,3%) para a grande maioria dos acessos e grande (6,7%) (Tabela 4). Daros et al.
(2002) de forma similar, caracterizaram 100% dos acessos de batata-doce para tamanho das
folhas mediano, assim como, Ritschel e Huamén (2002) que obtiveram uma frequéncia de
80,2% dos acessos para tamanho mediano. Moulin et al. (2012) também observaram duas
categorias fenotipicas para tamanho da folha, mediano para 66% dos acessos, entretanto a
segunda categoria foi classificada como pequena (34%).

Para o formato geral da folha madura, observou-se predominéncia para o formato
triangular (45%), seguida de formato lobulada (33,3%), cordiforme (11,7%), ndo ocorrendo
os caracteres redonda e reniforme (Tabela 4). Diferentemente, Cavalcante (2008), Fabri et al.
(2009) e Moulin et al. (2012) classificaram o formato como lobulado para a maioria dos
acessos avaliados. No entanto, Murilo (1990) observou que o formato geral das folhas foi uma
das caracteristicas mais importantes na distin¢cdo genotipica em acessos de batata-doce.

Quanto ao diametro do entrend foram observadas apenas duas categorias: fino, para a
maioria dos acessos (63,3%) e intermediario para os demais acessos (36,7%) (Tabela 4). Esse
resultado colabora com os resultados obtidos por Cavalcante et al. (2008), que observaram as
mesmas duas categorias para o diametro do entrend, classificando como didmetro fino
também em maior expressdo para 72,7% dos acessos, e intermediario 27,3% dos acessos

avaliados. Entretanto, quando a multiplicacdo do material é realizada por meio de ramas-
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semente, entren6s finos ndo sdo desejaveis, pois apresentam baixa quantidade de reservas
necessarias para o desenvolvimento das raizes tuberosas, além de apresentarem menor
resisténcia a quebra na ocasido do plantio (Cavalcante et al., 2008).

Para a caracteristica comprimento do entreno, ocorreu predominancia do comprimento
curto (65%), seguido do comprimento muito curto (26,7%) e comprimento longo (8,3%)
(Tabela 4). Cavalcante et al. (2008) caracterizaram 54,5% dos acessos como comprimento
muito curto e 45,5% comprimento curto.

Em relacdo aos defeitos na superfice das raizes, foram constatados quatro categorias
fenotipicas, com maior frequéncia de auséncia de defeitos com 46,7% dos acessos, sendo
desejaveis para a comercializacdo, seguidos de defeitos pele de jacaré 36,7%, defeito tipo veia
proeminente e constricdes horizontais superficiais, ambos com 5,2% dos acessos avaliados
(Tabela 4). Moulin et al. (2012) também observaram predominancia de auséncia de defeitos
(67,4%) e a segunda maior frequéncia também foi para pele de jacaré (22,2%).

O formato das raizes tuberosas é muito importante quando os objetivos visam obter
batatas-doce para a alimenta¢do humana (notas proximas de 1 seriam as ideais quando este for
0 objetivo). Foi constatada uma grande variabilidade no formato de raizes de batata-doce,
apresentando oito variagcdes. Foram observadas raizes com formato longa eliptica (26,7%),
eliptico e redondo-eliptico (17%), que sdo considerados 0s mais desejaveis no mercado para
consumo in natura para a alimentacdo humana. Enquanto, os demais clones apresentaram
raizes de formato oboval (16,7%), longa irregular e oval, ambas com 15%, ndo ocorrendo 0
formato redondo (Tabela 4). Ritschel e Huaman (2002), de forma similar, encontraram oito
categorias fenotipicas, com predominancia dos acessos classificados com formato de raizes
longa eliptico (42,5%), porém ndo houve expressdo do formato oval. Fabri et al. (2009)
também observaram formato de raizes longa eliptica para a maior parte dos acessos avaliados
(38%).

A cor predominante da casca da raiz foi caracterizada como creme (51,7%),
observando-se ainda as coloragfes rosado (23,3%), marrom alaranjado (18,3%), roxo
avermelhado (5%). O clone UFVJM-06 foi o mais dissimilante de todos e apresentou
coloracdo da casca da raiz alaranjado (Tabela 4). De forma similar, Chavez et al. (2006) e
Veasey et al. (2007), encontraram predominancia da coloracéo creme da casca da raiz.

Para a intensidade da coloracdo da casca da raiz foi classificada como palida para a
maioria dos acessos (66,7%), seguida de coloragdo intermediaria (28,3%) e escura (5%)
(Tabela 4). Daros et al. (2002) e Cavalcante (2008) também encontram todas as intensidades

para coloragéo da casca da raiz, porém com maior expressdo para a intensidade intermediaria.
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Quanto a cor secundaria da casca da raiz, apenas o acesso UFVJM-56 apresentou
coloracdo amarela como cor secundaria, os demais acessos (98,3%) apresentaram auséncia de
cor secundaria da casca da raiz (Tabela 4). Fabri et al. (2009), de forma similar, verificaram
predominancia da auséncia desse descritor morfoldgico (74%).

Para a caracteristica coloracdo predominante da polpa da raiz foi classificado como
coloragéo branca (50%), seguida de coloracdo fortemente arroxeado (23,3%), e coloracdo
creme claro (21,7%). O clone UFVJIM-58 foi o mais dissimilante de todos e apresentou
coloracdo da polpa marrom alaranjado (Tabela 4). Resultados diferentes foram encontrados
por Chavez et al. (2006), Veasey et al. (2007) e Moulin et al. (2012) que observaram
predominancia da cor creme para a polpa da raiz. Ja para a caracteristica cor secundaria da
polpa da raiz foi ausente para 78,3% e coloracdo roxa para 20% dos acessos (Tabela 4). O
clone T Carro 2 foi 0 mais distinto, e apresentou coloracdo secundaria na polpa vermelho
(Tabela 4). Similarmente, Moulin et al. (2012) classificaram como ausente a coloracdo
predominante da polpa da raiz para 76,1% dos acessos, entretanto, a segunda maior
frequéncia foi para a coloracdo amarelo para 23,9% dos acessos estudados. Chavez et al.
(2006) descreveram auséncia de coloracdo secundaria da polpa da raiz para 48,6% dos
acessos de batata-doce avaliados.

Quanto a distribuicdo da cor da polpa, 23,3% dos acessos apresentaram anel préximo
da casca e 76,7% dos acessos ndo apresentaram a formacdo de anéis (Tabela 4). Resultados
diferentes, foram encontrados por Veasey et al. (2007) e Fabri et al. (2009) gue constataram a
distribuicdo da cor da polpa na forma de anel proximo da casca (73%) e manchas cobrindo

quase toda a superficie (53%), respectivamente.

Tabela 4. Notas dos descritores morfologicos utilizados na caracterizacdo de 60 acessos de
batata-doce (Ipomoea batatas). UFVJM, Diamantina-MG, 2014.
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UFVIM-54 1206755325 1 3533313210100
UFVIM-55 8 003114855 9 5 7 5 1 3 3 5 8 3 0 9 81
UFVIM-56 1 204154322 155 3333751300 0
UFVIM-57 9 606354855 9 3 55350 98 3 0 9 8 1
UFVJIM-58 5 204011722 5 35 3 13 17 2 2 07 00

1-cor predominante da rama; 2-cor secundaria da rama; 3-ponta pubescéncia no apice da rama; 4- formato geral
da folha madura; 5-tipos de I6bulos da folha; 6-nimero de lébulos da folha; 7-formato do l6bulo central; 8-
pigmentacdo das nervuras; 9-cor da folha madura; 10-cor da folha imatura; 11-pigmentacdo do peciolo; 12-
comprimento do peciolo; 13-tamanho da folha madura; 14- didmetro do entrend; 15-comprimento do entreno;
16-comprimento da rama principal; 17-defeitos na superficie das raiz; 18-formato das raizes; 19-cor
predominante da casca da raiz; 20-intensidade da coloracéo da casca da raiz; 21-cor secundaria da casca; 22-cor
predominante da polpa; 23-cor secundaria da polpa; 24-distribuigdo de cor na polpa.

Para a caracterizacdo molecular dos acessos de batata-doce, primeiramente, realizou-
se uma triagem com 32 oligonucleotideos iniciadores SSR, e destes, 11 foram selecionados e
avaliados (Tabela 5). Estes primers foram escolhidos, com base na média da quantidade de
bandas geradas, por serem polimorficos e por apresentarem repetibilidade. Os demais
oligonucleotideos iniciadores testados foram descartados, pois ndo houve uma eficiente
producdo de bandas ou nédo se detectou polimorfismo. Foi obtido um total de 210 bandas
polimérficas. O numero médio de fragmentos polimdrficos produzidos por cada
oligonucleotideos iniciador foi de 19. O iniciador mais polimérfico foi o IBSSR02, gerando
28 bandas, e o oligonucleotideo iniciador menos polimorfico foi 1b-255, que amplificou 10

bandas polimorficas (Tabela 5).

Tabela 5. Lista dos pares de primers SSR selecionados para a amplificagdo do DNA de
gendtipos de batata-doce (Ipomoea batatas) com suas respectivas sequéncias de bases e
namero de bandas polimorficas geradas. UFVIM, Diamantina-MG, 2014.

Primer (SSR) Sequéncia (5° — 3°) Bandas Polimdrficas

Ib-242 F: GCGGAACGGACGAGAAAA 21
R: ATGGCAGAGTGAAAATGGAACA

Ib-255 F: TGGGCATTCTCATATTTTGCT 10
R: GCCACTCCAACAGCACATAA

Ib-316 F: CAAACGCACAACGCTGTC 14
R: CGCGTCCCGCTTATTTAAC

Ib-318 F: AGAACGCATGGGCATTGA 22
R: CCCACCGTGTAAGGAAATCA

IBSSR02 F: GTAACTGAAGTAGTTGGCGAGG 28
R: CACTGTGGCTCAATGTAGGG

IBSSR14 F: CAAAACTCAGACGACCCATGATG 26
R: CCCCGAGGTATTTATATCACACCC

IBSSR15 F: TGGAGCAGATGTTCCTGGAC 16

R: GATTTGAAGCAGTTCATCC
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IBSSR18 F: GATCTTGAATTAGCCCAC 19
R: AGATGGATGACCGTATGC

IBSSR19 F: GCGAATCAAGTCTTTTGTCCAC 19
R: GGGACTGTCCTTTGGGTATG

IBSSR21 F: AAACAACCAACGGGTCTTTGC 17
R: CTCTAGGGTCGCCATAAAAATCAC

IBSSR27 F: GTGTTTATCACATCGTTTTCTG 18
R: GGCTCGTACAATTTTCAAAG

Total 210

*F = Forward; R = Reverse

Moulin et al. (2012) trabalhando com batata-doce também realizaram uma triagem
com 32 oligonucleotideos iniciadores, e destes, 18 foram selecionados e avaliados quanto ao
numero de bandas geradas e ao polimorfismo verificado para estas bandas.

A diversidade morfoldgica e molecular foi obtida por meio da geracdo de varias
matrizes de dissimilaridade baseado no coeficiente de coincidéncia simples e indices de
Jaccard, respectivamente. Na Tabela 6 estdo apresentados as divergéncias genéticas minimas,
méaxima e a média dos dados multicategdricos e moleculares e anélises e as correlagdes entre
as matrizes de dissimilaridade.

A dissimilaridade genética estimada para os dados morfolégicos ou multicateg6ricos
foi obtida pelo método de coincidéncia simples e variou de 0,08 a 0,92, com média de 0,52 da
frequéncia total de dissimilaridade, em que valores mais proximos de O indicam individuos
com maior parentesco e valores mais proximos de 1 indicam individuos com menor
parentesco (Tabela 6). Os gendtipos mais divergentes foram os pares de acessos UFVIM-55 e
Tomba Carro 1 e UFVIM-55 e UFVJIM-21 com distancia de 0,92, enquanto os pares de
acessos UFVJIM-37 e UFVIM-42 e UFVIM-25 e UFVIM-27 foram considerados 0s mais
semelhantes entre si com distancia de 0,08 e 0,12, respectivamente (Figura 1). Similarmente,
Veasey et al. (2007) observaram variacdo de 0,12 a 1, na caracterizacdo morfoldgica de
plantas de batata-doce, verificando a enorme diversidade para o grupo de variedades
tradicionais do Vale do Ribeira.

Para os dados moleculares, com base nos marcadores SSR, a dissimilaridade genética
pelo coeficiente de Jaccard variou de 0,14 a 1 com média de 0,76 da frequéncia total de
dissimilaridade (Tabela 6). Esses valores sugerem uma elevada diversidade genética entre o0s
acessos de batata-doce. Por intermédio desse coeficiente verificou-se que os pares de acessos
UFVJM-42 e Espanhola e UFVIM-07 e UFVIM-44, com distancia igual a 1 foram os mais
distantes. Por outro lado, os pares de acessos UFVIM-26 e UFVIM-27 e UFVIM-43 e
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UFVJM-45 foram os mais proximos entre si, com distancia de 0,14 e 0,17, respectivamente
(Figura 1).

A alta diversidade genética (média de 76%) apresentada pelos coeficientes de
dissimilaridade dos dados moleculares indicam que os acessos de batata-doce utilizados no
trabalho atual sdo uma boa fonte de selecdo de materiais para melhoramento dessa espécie.
Veasey et al. (2008) observaram por meio do coeficiente de Jaccard, uma variacdo de 0,30 a
1, quando estudaram 78 acessos de batata-doce no Vale do Ribeira-SP. Favoretto et al. (2011)
também constataram alta diversidade genética entre 38 acessos de batata (Solanum
tuberosum) utilizando marcadores SSR. Esses autores observaram valores entre 0,41 a 0,93,
também por meio do coeficiente de dissimilaridade de Jaccard. Alta diversidade genética
baseada em SSR também foram encontrados por Soegianto et al., (2011) que verificaram a
similaridade variando de 0,15 a 0,78 em acessos de batata-doce na Indonésia.

Embora existam inimeros relatos que indicam diversidade molecular baixa, os dados
no presente estudo indicam que a média da dissimilaridade molecular (0,76) foi maior do que
a média da dissimilaridade obtida por meio dos dados multicategoricos (0,52).

Observou-se uma correlacdo baixa (r = 0,133) entre a matriz de distancia genética
multicategdricos e a matriz obtida por meio dos marcadores SSR (Tabela 6). De forma
similar, Maric et al. (2004), trabalhando com trigo, relataram uma correlagéo baixa (r = 0,12)

entre os dados obtidos com marcadores RAPD e 12 caracteres morfologicos.

Tabela 6. Estatisticas descritivas e correlacdes entre as matrizes de dissimilaridade estimada a
partir de dados multicategoricos e moleculares, no estudo da divergéncia genética entre 60
gendtipos de batata-doce (Ipomoea batatas). UFVJM, Diamantina-MG, 2014,

Anadlise Descritiva

Matrizes Minimo Maximo Media
Dmulticategérico 0,08 0,92 0,52
Dmolecular 0,14 1 0,76

Coeficiente de Correlagao
Matrizes Dmulticategc’)rico Dmolecular
Dmulticategc’)rico - 0.133
Dmolecular 0.005 -

Correlacéo significativa a 1% de probabilidade pelo teste de Mantel com 1000 permutac6es.

A elevada variabilidade genética estimada com dados multicategéricos e moleculares
(SSR), entre os 60 acessos de batata-doce do banco de germoplasma da UFVJM, pode ser

observada nos dendrogramas, pelo método de agrupamento hierarquico UPGMA (Figura 1).
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Para os dados multicategdricos foi realizado um ponto de corte igual a dissimilaridade
média (0,52), sendo este o ponto de mudanca abrupta, o que proporcionou a formacéo de seis
grupos (Figura 1).

O grupo | foi composto por trés acessos (UFVIM-55, UFVIM-50, UFVJIM-57)
caracterizados por possuirem formato do l6bulo central semi-eliptico, peciolo completamente
ou quase roxo, cor predominante da casca da raiz roxo-avermelhado e intensidade de
coloracdo escuro. Estes genotipos permaneceram na mesma localizacdo geografica (UFT-
Tocantins).

O grupo Il foi constituido apenas pelo acesso UFVJIM-58. Esse se diferenciou dos
demais por ser o Unico com pigmentacdo do peciolo verde e manchas roxas em todo peciolo, e
coloracdo predominate da polpa marrom alaranjado.

O grupo Il reuniu onze acessos (UFVIM-09, UFVIM-37, UFVIM-42, UFVJIM-30,
UFVJM-31, Tomba Carro 2, UFVIM-19, UFVJM-38, UFVIM-05, UFVJM-39, UFVIM-46),
que apresentaram formato geral da folha madura triangular, diametro fino do entrend, cor
predominante da casca da raiz creme, cor predominante da polpa fortemente arroxeado e
auséncia de distribuicdo de cor na polpa.

O grupo IV foi formado por trés acessos (UFVIM-21, Princesa, Tomba Carro 1),
caracterizados por apresentarem cinco l6bulos na folha, comprimento da rama principal
dispersa e auséncia de defeitos na superficie das raizes.

O grupo V foi composto por cinco acessos (Brazlandia Branca, UFVIM-28, UFVIM-
48, UFVIM-41, UFVIM-44), que apresentaram todas as nervuras totalmente roxa, tamanho
da folha madura mediano, cor predominante da casca e da polpa creme.

O grupo VI reuniu 0 maior nimero de acessos, correspondendo 37 acessos, ou seja,
61,7% do total. Este grupo foi caracterizado por ndo apresentar distribui¢cdo de cor na polpa,
cor secundaria da casca e da polpa.

Para os dados moleculares foi realizado um ponto de corte igual a dissimilaridade
média (0,76) entre todos os pares de genotipos, sendo este 0 ponto de mudanca abrupta, o que
proporcionou a formacao de sete grupos (Figura 1).

Os grupos | e Il foram constituidos por apenas um acesso cada. O acesso UFVIM- 42
(grupo 1) apresentou 19 bandas especificas (9% do total). O acesso UFVIM- 57 (grupo I1)
amplificou apenas 10 bandas polimorficas especificas, o que corresponde a 4,8% do total
obtido.

O grupo Il reuniu trés acessos: UFVIM-38, UFVIM-54, UFVJM-07, e constatou a

presenca de 8 bandas polimérficas. O grupo IV foi composto por quatro acessos: UFVIM-48,
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Tomba Carrol, UFVIM-49 e UFVJM-55. Este grupo foi polimérfico para todos os
oligonucleotideos iniciadores, totalizando 20 bandas polimorficas.

O grupo V foi formado pelo maior nimero de acessos, totalizando 21 acessos (Arruba,
UFVJIM-05, UFVJIM-20, Cariru Vermelha, Espanhola, Licuri, Princesa, UFVIM-01, UFVJIM-
03, UFVIM-16, UFVIM-23, UFVJM-24, Brazlandia Branca, UFVIM-29, UFVIM-43,
UFVJM-45, Cambraia, UFVIM-37, UFVIM-25, UFVIM-26, UFVIM-27), ou seja, 35% dos
acessos estudados. Foram contabilizadas 34 bandas polimorficas para a maioria dos acessos, 0
que perfaz 16,2% do total de bandas polimorficas. As cultivares da Embrapa (Brazlandia
Branca e Princesa) ficaram compreendidas em um mesmo grupo, exceto Palmas e Coquinho.

O grupo VI foi constituido por 17 acessos (UFVIM-44, UFVIM-46, UFVIM-39,
UFVIM-51, UFVIM-56, Palmas, UFVIM-33, UFVIM-10, UFVIM-17, UFVIM-06, UFVIM-
09, UFVIM-19, UFVJIM-31, UFVIM-58, UFVJIM-50, UFVJIM-08, UFVJM-35). A maioria
dos acessos presentes neste grupo apresentaram 29 fragmentos polimorficos.



33

Dendrograma baseado nos dados multicategoricos
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Dendrograma baseado nos dados moleculares
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Figura 1. Dendrogramas obtidos pelo método UPGMA a partir das matrizes de dissimilaridades com base nos dados multicategéricos e

moleculares entre 60 geno6tipos de batata-doce (Ipomoea batatas). UFVIM, Diamantina-MG, 2014.
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O grupo VII reuniu 13 acessos (Coquinho, Tomba Carro2, UFVIM-30, UFVIM-41,
UFVIM-04, UFVIM-34, UFVIM-21, UFVIM-02, UFVIM-13, UFVIM-14, UFVIM-52,
UFVIM-22, UFVJM-28). Neste grupo foram computados um total de 17 fragmentos
polimorficos para a maioria dos acessos em batata-doce.

A partir da matriz de dissimilaridade entre varidveis multicategéricos e moleculares no
estudo da divergéncia genética, por meio do método de Tocher os acessos foram reunidos em
treze e sete grupos, respectivamente (Tabela 7), o que demonstra a grande variabilidade
genética existente entre os 60 acessos de batata-doce estudados.

Para os dados multicategéricos, as maiores diferencas foram evidenciadas no nimero
de grupos formados em ambos 0s agrupamentos, onde o agrupamento de Tocher estabeleceu
mais grupos (treze) em relacdo ao agrupamento hierarquico pelo método UPGMA (seis),
embora alguns grupos como XIII e V do método de Tocher mantiveram 0S mesmos acessos
dos grupos Il e IV do UPGMA, respectivamente.

Para os dados moleculares, o método de agrupamento de Tocher e o hierarquico
UPGMA concordaram quanto ao numero de grupos formados (sete), entretanto, apenas 0s
grupos VI, VIl e 1l do método de Tocher mantiveram os mesmos acessos dos grupos I, 1l e 111

do UPGMA, respectivamente.

Tabela 7. Agrupamento de Tocher obtido a partir de matrizes de dissimilaridade estimadas
com os dados multicategéricos e moleculares, no estudo da divergéncia genética entre 60
genotipos de batata-doce (Ipomoea batatas). UFVJM, Diamantina-MG, 2014,

Grupo N° de Agrupamento baseado nos dados multicategdricos
acessos
I 20 UFVIM-37, UFVIM-42, UFVIM-39, UFVIM-38, UFVIM-19, UFVJIM-
31, UFVIM-05, UFVJIM-30, UFVJIM-46, Tomba Carro2, UFVIM-09,
Palmas, UFVJIM-33, UFVIM-27, UFVIM-35, UFVIM-17, UFVIM-10,
UFVIM-13, UFVIM-14, UFVIM-44
I 17 Arruba, UFVIM-16, UFVJIM-03, UFVJIM-20, Espanhola, UFVIM-02,
UFVIM-04, UFVIM-23, Cariru Vermelha, UFVIM-54, Coquinha,
Licuri, UFVIM-07, UFVJIM-01, Cambraia, UFVIM-24, UFVIM-49
Il 6 UFVIM-25, UFVIM-26, UFVIM-29, UFVIM-43, UFVIM-45, UFVJM-
34
v 3 Brazlandia Branca, UFVIM-28, UFVIM-41
\V 3 Princesa, Tomba Carrol, UFVIM-21
Vi 3 UFVIM-06, UFVIM-52, UFVIM-22
Vi 2 UFVJIM-50, UFVIM-57
VI 1 UFVJIM-08
IX 1 UFVJIM-48
X 1 UFVJIM-51
Xl 1 UFVJIM-55

Continua...
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Continuacao.

XII 1 UFVJIM-56
Xl 1 UFVJIM-58
(0]
Grupo N° de Agrupamento baseado nos dados moleculares

aCessos

| 48 UFVIM-26, UFVIM-27, UFVIM-25, UFVIM-29, UFVIM-45, UFVJM-
43, UFVJIM-37, Brazlandia Branca, UFVIM-24, UFVJIM-23, Cambraia,
UFVJM-16, UFVJIM-03, Princesa, Licuri, Espanhola, UFVIM-01, Cariru
Vermelha, UFVIM-05, UFVIM-20, Arruba, UFVIM-48, UFVJM-55,

UFVIM-49, UFVJIM-08, Tomba Carrol, UFVIM-13, UFVJIM-35,
UFVJIM-58, UFVIM-10, UFVIM-33, UFVIM-17, UFVIM-19, UFVJM-
09, UFVIM-06, UFVJIM-50, UFVJM-56, Palmas, UFVIM-31, UFVJM-

52, UFVIM-22, UFVIM-02, UFVIM-14, UFVIM-28, UFVIM-34,

Coquinha, UFVJIM-51, UFVJM-39

I 3 UFVIM-38, UFVIM-54, UFVIM-07
I 3 UFVJIM-30, UFVJIM-41, Tomba Carro2
v 2 UFVIM-04, UFVIM-21

\Y 2 UFVIM-44, UFVJIM-46

VI 1 UFVIM-42
VIl 1 UFVIM-57

De acordo com Azevedo et al. (2014) diferengas para a estimativa da variabilidade
genética entre 0 método Tocher e 0 UPGMA, € natural, uma vez que os métodos se embasam
em técnicas distintas de agrupamento. Sendo assim, segundo estes mesmos autores &
importante confrontar os resultados obtidos por diferentes tipos de métodos de analise
multivariada, a fim de permitir a interpretacdo mais concisa dos resultados, evitando possiveis
erros de identificagéo.

O conhecimento destes grupos € de grande importancia na escolha de genitores dentro
dos programas de melhoramento, pois as novas populacdes a serem formadas, devem ser
embasadas na magnitude de suas dissimilaridades e no potencial per se dos genitores.
Segundo Bertan et al. (2006) o emprego desses clones em cruzamentos futuros, permite obter
populacbes segregantes superiores, sendo uma informacdo muito atil em programas de
melhoramento genético de plantas.

Os clones de batata-doce reunidos em grupos mais distantes ddo um indicativo de
serem dissimilares, podendo ser considerados promissores em cruzamentos artificiais.
Contudo, apesar da divergéncia, tais gendtipos devem ser associados a média elevada e
variabilidade para as caracteristicas avaliadas.

Tseng et al. (2002) relatam que as semelhancas ou divergéncias encontradas entre 0s
acessos tem sido atribuidas ao grande tamanho do genoma, auto-hexaploidia, e

heterozigosidade da batata-doce, podendo afetar o nivel de polimorfismo, além disso, a
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diversidade genética, presente nesta espécie, € mantida pela auto-incompatibilidade e
reproducéo vegetativa.

Segundo He et al. (1995) os altos niveis de polimorfismo presentes entre as plantas de
batata-doce sdo fixos por meio da reproducdo vegetativa e conservada por meio de altos
niveis de fluxo génico, devido a auto-incompatibilidade desta espécie.

Os niveis de polimorfismo apresentados neste trabalho foram altos, considerando-se
que nas analises cada alelo é um individuo Unico e, como batata-doce é uma espécie de
cruzamento hexaploide, cada individuo pode apresentar de um a seis alelos diferentes em um
loco, sendo assim, colabora para um elevado nivel de variabilidade genética dessa espécie.

Os resultados obtidos neste estudo revelam que o germoplasma da batata-doce
proveniente do banco de germoplasma da UFVJM, apresentou diversidade genética entre 0s
60 acessos e a constatacdo que nao houve acessos duplicados. De forma similar, Alves (2014)
trabalhando com 73 acessos de batata-doce ndo observou a presenca de duplicadas em
Sergipe. Portanto, o poder de caracterizacdo de cultivares de batata-doce, por meio dos 24
descritores morfolégicos e 11 marcadores microssatélites, pode ser de muito valido em

futuros programas de melhoramento genético de batata-doce.

5. CONCLUSOES

Ha variabilidade genética entre os genoétipos de batata-doce do banco de germoplasma
da UFVJM detectada pela caracterizacdo morfologica e molecular.

A metodologia utilizada foi eficiente na caracterizacdo dos dados multicategoricos e
moleculares dos gendtipos de batata-doce oriundos do banco de germoplasma da UFVJIM.

Na andlise de agrupamento tanto pelos dados multicategéricos como para os dados
moleculares, observou-se que 0s gendtipos ndo se agruparam por localizacdo geografica,

exceto o grupo | para os dados multicategéricos pelo método hierarquico.
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APENDICE

Apéndice A: Zimograma dos DNAs de batata-doce por meio da técnica de microssatélite,
amplificado via PCR, a partir do oligonucleotideo IBSSR14 em gel de poliacrilamida 6%,
corado com azul de bromofenol. Presenca de bandas polimorficas.
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