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RESUMO

A variabilidade genética de 55 clones de batata-doce, compreen-
dendo cultivares comerciais e acessos obtidos de coletas, foi avalia-
da por meio de padrdes isoenzimaticos, utilizando-se técnicas de
analise multivariada. Cultivou-se uma planta por vaso, com 2 litros
de capacidade, preenchido com terra, esterco e areia lavada na pro-
porgdo de 3:2:1, com trés repetigcdes. As coletas das folhas e raizes
novas para analises iniciaram-se aos 45 dias apos o plantio. Foram
utilizados, para folhas, os sistemas enzimaticos: GOT, aEST, BEST,
PGI, PGM e IDH e, para as raizes: PRX, aEST, BEST, PGI, PGM e
IDH. A combinagédo dos diferentes padrdes enzimaticos e tecidos
analisados possibilitou a discriminagéo individual de 32 dos 55 clones
analisados. Os 23 clones restantes foram incluidos em sete grupos
distintos, com base nos fenotipos isoenzimaticos exibidos. Os clones,
dentro de cada um desses grupos, foram considerados materiais de
mesmo genotipo, devido, também, as suas caracteristicas morfologicas
semelhantes. A aEST de raizes foi o sistema que apresentou maior
numero de bandas polimorficas, proporcionando a discriminagao in-
dividual de 32 clones. O método de agrupamento de Tocher reuniu os
39 clones em nove grupos e, a analise pelo método das médias das
distancias, revelou a formagao de onze grupos de similaridade. O clone
46 formou um grupo individual pelo método de Tocher e foi o mais
divergente pelo método das médias das distancias. Por apresentar boas
caracteristicas comerciais e produtivas, seria um dos clones eleitos
para se iniciar programas de cruzamentos.

Palavras-chave: Ipomoea batatas, isoenzimas, eletroforese, anali-
se multivariada.

ABSTRACT

Genetic variability of sweet potato based on isozymes pattern

Genetic variability of 55 sweet potato clones, comprising
commercial cultivars and collected accessions, was evaluated by
using isozymes pattern and the genetic distance was estimated by
multivariate analysis. Individual plants were grown in two liters pots
filled with 3 parts of top soil: 2 parts of manure: 1 part of sand,
totalizing three replicates. Harvest of young leaves and roots was
initiated 45 days after planting. The isoenzymatic systems GOT,
aEST, bEST, PGI, PGM and IDH for leaves and PRX, aEST, bEST,
PGI, PGM and IDH for roots were estimated. The combination from
the different enzymatic patterns and tissue analyzed enabled
individual discrimination of 32 out of the 55 analysed clones. The
23 remaining clones were included in seven different groups, with
base in the isoenzymatic phenotypes exhibited. The clones, within
each of these groups, were considered materials of the same genotype,
also on account of their similar morphological characteristics. The
root aEST system showed the highest polymorphism, allowing the
separation of 32 clones. The cluster Tocher’s analysis joined the 39
clones in nine groups; the analysis by using the UPGMA method
detected eleven groups of similarity. The clone called 46 formed an
individual group when Tocher’s analysis was applied and was the
most divergent by the UPGMA method. Clone 46 with good
commercial and production characteristics would be the primary
choice for future breeding programs.

Keywords: Ipomoea batatas, isozymes, electrophoresis, multivariate
analysis.

(Recebido para publicacio em 18 de dezembro de 2000 e aceito em 16 de maio de 2002)

batata-doce (lpomoea batatas (L.)

am.) ¢ uma  espécie
autohexaploide (2n=6X=90), originaria
da América tropical e propagada, em sua
maior parte, por via assexuada (Chen et
al., 1992). O mecanismo de auto-incom-
patibilidade presente na espécie conduz
a polinizagdo cruzada e, portanto, a um
alto grau de heterozigose. A polinizagdo
¢, normalmente, feita por insetos e a
autofecundagdo raramente ocorre. Ha
grande variabilidade fenotipica e
genotipica nesta cultura, que se encon-
tra disseminada por todo o territorio
nacional. Quase todos os estados € mu-
nicipios brasileiros possuem suas pro-
prias cultivares, que, em muitos casos,
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sdo mera duplicatas, pois ¢ comum a
ocorréncia de cultivares iguais com no-
mes diferentes e vice-versa (Miranda,
1984; Murilo, 1990; Daros, 1999).

A caracterizag@o adequada de culti-
vares de batata-doce, bascada em
caracteres morfoagrondmicos, implica
na necessidade que os dados sejam pro-
venientes da mesma época de colheita,
do mesmo ambiente, da mesma densi-
dade de plantio e que as plantas sejam
cultivadas em condigdes propicias ao
desenvolvimento adequado das mes-
mas, pois grande parte desses caracteres
¢ altamente influenciada pelo ambiente
(Huaman, 1996). Por essa razdo, a utili-
zagdo de ferramentas auxiliares, como

as técnicas de eletroforese de
isoenzimas, propicia aos melhoristas de
plantas investigarem materiais
genotipicos em nivel proximo do DNA,
pois os marcadores isoenzimaticos sao
produtos diretos da expressdo génica.
A analise isoenzimatica além de ser
técnica rapida, fidedigna e de custo re-
lativamente baixo, possui varias aplica-
¢oes no melhoramento vegetal, princi-
palmente na identificagdo da variabili-
dade genética, possibilitando a caracte-
riza¢do de genoétipos potenciais a serem
utilizados nos programas de melhora-
mento (Matiello ef al., 1998). Segundo
Kennedy & Tompson (1991),
marcadores bioquimicos sdo mais pre-
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cisos na distingdo de cultivares que as
caracteristicas morfolégicas e as
isoenzimas podem, ainda, ser utilizadas
em estudos da variabilidade genética
dentro de populagdes e o relacionamento
genotipico entre clones. Conforme es-
ses autores, os estudos isoenzimaticos
em batata-doce sdo limitados, com pou-
cas enzimas ja investigadas. A maioria
dos trabalhos realizados envolvem os
sistemas enzimaticos esterase
(Stegemann et al., 1992) e peroxidase
(Chen et al., 1992).

A disponibilidade de técnicas
eletroforéticas permite melhor entendi-
mento dos niveis de distribui¢do da va-
riabilidade genética nas populagdes. As
isoenzimas sdo particularmente uteis,
pois as populacdes sao polimorficas em
muitos locos, possibilitando a identifi-
cagdo de marcadores em qualquer es-
pécie e sdo geralmente co-dominantes,
de forma que, todas as classes
genotipicas podem ser identificadas di-
retamente a partir de seu fenotipo
isoenzimatico (Robinson, 1998). Dias &
Kageyama (1991) relatam que o conhe-
cimento do nivel de variagdo genética e
da distribui¢ao permite direcionar estra-
tégias de melhoramento, maximizar os
ganhos genéticos e manejar as popula-
¢Oes naturais visando a conservagdo
genética.

O conhecimento da variabilidade
genética disponivel em um conjunto de
genoétipos € de grande importancia em
programas de melhoramento da batata-
doce, sobretudo em procedimentos que
envolvam hibridagdes, por evitar
recombinagdes génicas semelhantes,
com conseqiiente aumento da expecta-
tiva de expressdo heterotica em hibri-
dos e de ganhos genéticos em geragdes
segregantes. Além disso, permite evitar
o plantio de formas gendmicas idénti-
cas ou semelhantes e o conseqiiente
estreitamento genético das cultivares
(Daros, 1999).

Neste trabalho, propds-se avaliar a
variabilidade genética por intermédio
dos polimorfismos isoenzimaticos em
clones de batata-doce, com o propdsito
de identifica-los e detectar a ocorréncia
de possiveis duplicatas, e prover infor-
macgdes basicas da variabilidade dos
clones para futuros programas de me-
lhoramento da cultura.

Hortic. bras., v. 20, n. 4, dez. 2002.

MATERIAL E METODOS

Os clones utilizados foram provenien-
tes de varias regides brasileiras e en-
volveram cultivares langados por Insti-
tuigdes de pesquisa e acessos obtidos de
coletas em feiras livres, mercados e areas
de produtores (Tabela 1). Cinco mu-
das de cada clone foram pré-enraizadas
em areia lavada, por dez dias, e, em se-
guida, foram transferidas para vasos
plasticos com capacidade para dois li-
tros, contendo terra, esterco e areia la-
vada, na proporgao de 3:2:1. Cultivou-
se uma planta por vaso, em casa-de-ve-
getacdo, utilizando-se nas analises,
amostras de raizes e folhas novas de trés
plantas homogéneas de cada clone.

Foi realizada uma série de testes pre-
liminares para adaptacdo da técnica de
eletroforese horizontal em gel de ami-
do néo hidrolisado (amido comercial de
milho “Maizena”). Nesta etapa, testa-
ram-se as melhores combinagoes de sis-
temas enzimaticos, solugdes extratoras,
tampoes gel/eletrodos, tipo de tecidos,
concentragdo do gel e protocolos para
revelacdo das bandas.

As analises iniciaram-se aos 45 dias
apos a transferéncia das plantas para os
vasos, época em que havia disponibili-
dade suficiente de tecidos (folhas e
raizes fibrosas). Foram testados os sis-
temas enzimaticos: aconitase (ACO; EC
4.2.1.3), alcool desidrogenase (ADH;
EC 1.1.1.1), a e b-Esterase (aEst, bEst;
EC 3.1.1.2), fosfatase acida (ACP; EC
3.1.3.2), glutamato desidrogenase
(GDH; EC 1.4.1.3), glutamato-
oxaloacetato transaminase (GOT; EC
2.6.1.1), isocitrato desidrogenase (IDH;
EC 1.1.1.42), leucina aminopeptidase
(LAP; EC 3.4.11.1), malato
desidrogenase (MDH; EC 1.1.1.37),
fosfoglucose isomerase (PGI; EC
5.3.1.9), fosfoglucomutase (PGM; EC
5.4.2.2), peroxidase (PRX; EC 1.11.1.7)
e xiquimato desidrogenase (SKDH;
1.1.1.25).

Na maceracdo dos tecidos foram tes-
tadas as solugdes extratoras 1 e 3, pro-
postas por Alfenas et al. (1991), e esta
ultima modificada pela adi¢do de 0,1%
de albumina. Folhas novas e extremi-
dades de raizes fibrosas foram coletadas
pela manha, individualizadas em papel

mata-borrdo e acondicionadas em cai-
xa de isopor, contendo gelo em escamas.
No laboratério de Melhoramento de
Hortalicas da Universidade Federal de
Vicosa, procedeu-se a maceragdo dos
tecidos em almofariz de porcelana pre-
viamente gelado. Na maceragdo foram
testadas as proporgoes de 0,5; 1,0; 1,5 ¢
2,0 ml de solucdo extratora para cada
mg de tecido. O macerado obtido foi
coberto com gaze, visando a filtragdo
do extrato, que foi absorvido em tiras
de papel cromatografico Whatman
3MM, de 0,80 x 1,50 mm. Imediatamen-
te apos a absorc¢ao da solugdo, as tiras
de papel foram enroladas em papel alu-
minio e mergulhadas em nitrogénio li-
quido sendo, em seguida, armazenadas
emum “ultrafreezer” a -80°C, para pos-
teriores analises eletroforéticas.

Os sistemas-tampao gel/eletrodo tes-
tados foram propostos por Shaw &
Prasad (1970), Soltis et al. (1983) e o
sistema-tampdo nimero 6 recomenda-
do por estes ultimos, com as seguintes
modificagdes: no preparo do gel, utili-
zou-se uma mistura na proporgao de 150
ml de tamp@o dos eletrodos e 850 ml de
tampao do gel, para os respectivos sis-
temas enzimaticos recomendados. O gel
foi preparado em concentragdes de ami-
do que variaram de 10 a 15%, com 3%
de sacarose. O cozimento do gel foi rea-
lizado em forno microondas, agitando-
se vigorosamente a suspensao, inicial-
mente aos 45 segundos, e apds esse in-
tervalo, o tempo foi gradativamente re-
duzido, até atingir a fervura, seguindo-
se agitagdes periddicas. O cozimento do
gel foi completado com 4 a 5 minutos,
dependendo do sistema-tampao utilizado.

Na corrida eletroforética foram uti-
lizadas 10 amostras por gel, utilizando-
se trés plantas por clone e um minimo
de trés repeticdes para cada sistema
enzimatico. O corante azul de
bromofenol foi inserido nas extremida-
des do gel, a fim de acompanhar a fren-
te de migragdo durante a corrida. A
eletroforese foi conduzida a 4°C, sendo
feita, inicialmente, uma pré-corrida de
30 minutos, para promover a liberagdo
das enzimas contidas nas tiras de papel
para o gel. Em seguida, as tiras de papel
foram removidas e a corrida executada
sob voltagem constante, tomando-se o
cuidado para que a amperagem nao ul-
trapassasse 45 mA. A migragdo foi in-
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terrompida quando o corante atingiu a
marca de 9,0 cm do ponto de aplicagdo
da amostra. O gel foi fatiado e imerso
em solugdo apropriada para revelagdo
das bandas de cada sistema enzimatico
(Shaw & Prasad, 1970; Soltis et al.,
1983; Acquaah, 1992).

Apds a secagem dos géis pelo mé-
todo das placas de vidro (Alfenas et al.,
1991), procedeu-se a leitura das bandas,
atribuindo-se os escores 1 ou 0, para
presenca ou auséncia das bandas, res-
pectivamente, para cada sistema
enzimatico e tecidos analisados. Os pa-
drdes isoenzimaticos obtidos foram uti-
lizados para a identificacdo dos clones
e confeccdo de uma matriz com os es-
cores (1 ou 0) obtidos, sendo os clones
marcados na linha e as bandas, na colu-
na. A matriz foi utilizada para obtengdo
do indice de similaridade genética de
Jaccard (S,), proposto por Sneath &
Sokal, citados por Dias (1998). A partir
do complemento aritmético desse indi-
ce, ou seja, 1-S,, obteve-se a matriz de
dissimilaridade genética entre os clones,
que foi utilizada para avaliar a diversi-
dade genética pelos métodos de agru-
pamentos de Tocher (Rao, 1952) e da
média das distancias (UPGMA). Tam-
bém se procedeu a analise de escala
multidimensional, conforme descrito
por Dias (1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os sistemas enzimaticos seleciona-
dos nos testes preliminares para anali-
ses foram: aEST, bEST, PGI e PGM para
os tecidos foliares e radiculares, GOT
para as amostras de folhas, e IDH e PRX
para as raizes. Os sistemas enzimaticos
MDH e SKDH, apesar de terem apre-
sentado resolucdo satisfatoria para ex-
tratos de raizes, foram eliminados das
analises em razdo da auséncia de
polimorfismo das enzimas, em todos os
clones analisados, ndo contribuindo para
a discriminagdo dos genotipos avalia-
dos. O sistema GOT apresentou ativi-
dade baixa, evidenciada por bandas fra-
cas no gel, em amostras de raizes, o
mesmo ocorrendo com a PRX, em rela-
¢do a amostras de folhas. Chen et al.
(1992) também detectaram baixa ativi-
dade de peroxidases em folhas, em de-
trimento de alta atividade dessa enzima
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em raizes fibrosas de batata-doce. Os
sistemas enzimaticos IDH, MDH, e
SKDH ndo apresentaram resolugdo
satisfatoria em extratos foliares. Quan-
to aos sistemas ACO, ACP, ADH, GDH
e LAP, estes ndo foram incluidos nas
analises eletroforéticas definitivas, por
ndo terem apresentado atividade e/ou
resolucdo apreciavel nas amostras de
folhas e raizes. Todas as enzimas apre-
sentaram apenas atividade anddica, com
excecdo da PRX, que apresentou ban-
das na regido anodica e catddica.

As melhores resolugdes dos padroes
isoenzimaticos foram obtidas quando se
empregaram, na maceragao dos tecidos,
1,0 ml da solugdo extratora 1 (Alfenas
et al., 1991) para cada 1,0 mg de raizes
e 1,5 ml da solugdo extratora 3 (Alfenas
et al., 1991), modificada, para cada 1,0
mg de tecidos foliares. Cuidados redo-
brados devem ser tomados na
maceragao de tecidos foliares, pois mes-
mo com a utilizag@o de substancias que
reduzem a reacdo dos compostos
fenolicos com as enzimas, estes, quan-
do descompartimentalizados, sdo rapi-
damente oxidados pela agdo de
fenoloxidases, muito ativas nesse teci-
do em batata-doce.

O sistema-tampao gel/eletrodos nii-
mero 1 (Shaw & Prasad, 1970) foi o que
proporcionou as melhores resolucdes
para o sistema isoenzimatico IDH. No
padrdo de bandas desta enzima, parece
haver a formagao de bandas “fantasmas”
ou artefatos, gerados provavelmente
pela degradacdo da amostra, o que ndo
pdde ser contornado nas condigdes tes-
tadas. Efeito semelhante foi observado
por Souza (2000) em trabalhos com
umbuzeiro. Para as enzimas aEST,
bEST, GOT, PGI, PGM e PRX as me-
lhores resolugdes foram alcangadas com
a utiliza¢do do sistema-tampao propos-
to por Soltis et al. (1983) com modifi-
cagdes, que emprega H,.BO, - 0,3 M e
NaOH - 0,1 M, pH 8,6, nos eletrodos ¢
150 ml desse tampdo, completado para
1,0 litro com o tampé@o Tris - 15,0 mM e
acido citrico - 4,0 mM, pH 8,0, no pre-
paro do gel. Este apresentou as melho-
res caracteristicas fisicas e resolugoes,
quando preparado com amido a 12%.

Detectou-se polimorfismo
interclones em todos os sistemas
enzimaticos selecionados, possibilitan-

do o emprego da técnica de analise
isoenzimatica na discriminagdo e no
estudo da variabilidade genética entre
os clones. Nao foi observada ocorrén-
cia de polimorfismo intraclonal, o que
facilitou a adog@o dessa técnica na dis-
criminagdo genotipica dos clones e, tam-
bém, a interpretagdo dos resultados en-
contrados. Esses resultados sdo distin-
tos daqueles obtidos por Sediyama et al.
(1995), em trabalhos realizados com
clones de couve e por Sales Filho (1991)
e Borsoi Filho (1995), trabalhando com
mandioca, que encontraram padrdes
isoenzimaticos distintos dentro de um
mesmo clone ou cultivar, atribuindo es-
ses resultados a ocorréncia de mutagao
somatica em determinado tecido vege-
tal; nos estudos com mandioca, e 8 com-
plexidade multienzimatica da
peroxidase, nas avaliagdes realizadas
nos clones de couve.

A combinagdo dos diferentes pa-
drdes isoenzimaticos de todas as
enzimas avaliadas nos dois tipos de te-
cidos possibilitou a discriminagdo indi-
vidual de 32 dos 55 clones analisados,
conforme relacionados a seguir: clones
numero 1, 2,3,4,5,6,7,13, 15,16, 17,
18, 23, 24, 26, 28, 29, 30, 31, 32, 35,
36,37, 38,41, 42,43, 44, 46, 48,49 ¢
55. Os 23 clones restantes formaram sete
grupos distintos, que incluiram de dois
a seis clones por grupo, com base nos
fenotipos isoenzimaticos exibidos nas
analises eletroforéticas de todos os sis-
temas enzimaticos avaliados em folhas
e raizes (Tabela 2). Os clones dentro de
cada um desses sete grupos (Tabela 2)
foram considerados como materiais de
mesmo genoétipo (duplicatas), pois além
de apresentarem mesmo fendtipo
isoenzimatico, exibiram, também, ca-
racteristicas morfologicas similares (Ta-
bela 1).

A aEST de raizes foi a enzima que
apresentou o maior niimero de padrdes
de bandeamento polimérficos, propor-
cionando a discriminag¢do individual de
32 clones, enquanto IDH, em raizes,
exibiu apenas dois padrdes de
bandeamento distintos (Tabela 3).
Stegemann et al. (1992), concluiram que
a eletroforese de a e bEST ¢ eficiente
para identificar cultivares de batata-doce
e que a ocorréncia de duplicatas nas
colegdes de germoplasma dessa espécie
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Tabela 1. Descrigdo e local de origem dos clones de batata-doce. Vigosa, EPAMIG, 2000.

Clones* Tipo de Lébulo Cor da Casca Cor da Polpa Local de Origem
1 Profundos Creme Creme Janauba - MG
2 Superficiais Rosada Amarela Janauba - MG
3 Superficiais Branca Creme Janauba - MG
4 Muito Superficiais Roxa-escuro Amarelo-palido Janauba - MG
5 Superficiais Rosada Amarelo-palido Janauba - MG
6 Superficiais Branca Creme Janauba - MG
7 Muito Superficiais Roxa Creme-escuro Janauba - MG
8 Muito Superficiais Branca Branca Janauba - MG
9 Moderados Rosada Amarelo-palido Janauba - MG
10 Moderados Rosada Amarelo-palido Janauba - MG
11 Moderados Rosada Amarelo-palido Janauba - MG
12 Moderados Rosada Amarelo-palido Janauba - MG
13 Moderados Amarelo-palido Branca Janauba - MG
14 Moderados Roxa Creme-escuro Janauba - MG
15 Muito Superficiais Marrom-alaranjado Alaranjado-palido Janauba - MG
16 Muito Superficiais Roxa-escuro Amarelo-escuro Janauba - MG
17 Superficiais Rosada Amarelo-palido Janauba - MG
18 Muito Superficiais Vinho Pigmentada roxo Janauba - MG
19 Moderados Rosada Amarelo-palido Vigosa - MG
20 Moderados Roxa Creme-escuro Vigosa - MG
21 Moderados Rosada Amarelo-palido Vigosa - MG
22 Moderados Roxa Creme-escuro Vicosa - MG
23 Superficiais Branca Creme Bom Jardim de Minas - MG
24 Superficiais Branca Creme-escuro Bom Jardim de Minas - MG
25 Profundos Branca Branca Bom Jardim de Minas - MG
26 Muito Superficiais Branca Creme Lavras - MG
27 Superficiais Creme-escuro Amarelo-palido Linhares - ES
28 Moderados Rosada Creme Oratérios - MG
29 Moderados Rosada Branca Gurupi - TO
30 Superficiais Creme-escuro Amarelo-palido Gurupi - TO
31 Superficiais Rosada Creme-escuro Venda Nova do Imigrante - ES
32 Profundos Branca Branca Vicosa - MG
33 Superficiais Creme-escuro Amarelo-palido Vicosa - MG
34 Moderados Rosada Branca Vigosa - MG
35 Superficiais Marrom-alaranjada Amarelo-palido Manaus - AM
36 Muito Superficiais Branca Creme-escuro Santo Antonio da Platina - PR
37 Superficiais Rosada Creme-escuro Londrina - PR
38 Muito Superficiais Amarelo-palido Creme-escuro Holambra Il - SP
39 Moderados Rosada Branca Vitéria da.Conquista - BA
41 Muito Superficiais Rosada Amarelo-palido Vitéria da Conquista - BA
42 Muito Superficiais Branca Branca Vitéria da Conquista - BA
43 Profundos Branca Creme-escuro Vitéria da Conquista - BA
44 Muito Superficiais Vinho Roxeada Vitéria da Conquista - BA
45 Moderados Roxa Creme Uberlandia - MG
46 Moderados Roxa-escuro Creme Sé&o José do Rio Preto - SP
47 Muito Superficiais Branca Branca S&o José do Rio Preto - SP
48 Moderados Roxa-escuro Roxeada Dourados - MS
49 Muito Superficiais Branca Amarelo-escuro Dourados - MS
50 Profundos Branca Branca Paula Candido - MG
51 Muito Superficiais Branca Branca Mocambinho - MG
52 Muito Superficiais Branca Branca Mocambinho - MG
53 Moderados Roxa Amarelo-palido Vigosa - MG
54 Moderados Roxa Amarelo-palido Vigosa - MG
55 Moderados Roxa-avermelhado Creme Vicosa - MG
56 Moderados Creme-escuro Amarelo-palido Vigcosa-MG

*0 clone numero 40 nio foi avaliado
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Figura 1. Anélise de agrupamento pelo método das médias das distancias (UPGMA) relati-
vas a 39 clones de batata-doce, com base em 83 bandas isoenzimaticas, de acordo com a
dissimilaridade do complemento aritmético do indice de Jaccard. Vigosa, EPAMIG, 2000.

Tabela 2. Agrupamento de clones de batata-doce que apresentaram o mesmo fendtipo
isoenzimatico nas analises de folhas ¢ raizes. Vigosa, EPAMIG, 2000.

Fendtipo Isoenzimatico Clones
A 8,47,51,52
B 9,10, 11,12
C 14, 20, 22, 45, 53, 54
D 19, 21
E 25,50
F 27, 33, 56
G 34, 39

*Clones dentro de um mesmo grupo foram considerados genotipicamente similares (duplicatas).

sdo comuns, devido as estratégias de
amostragem adotadas. Matiello et al.
(1998), também utilizando o sistema
EST identificaram, individualmente, 28
genoétipos de aveias hexaploides, com
base na ocorréncia de treze bandas di-
ferenciadas entre todos os genotipos
avaliados.

Os 39 clones de batata-doce, consi-
derados distintos pelas analises dos pa-
droes isoenzimaticos, ¢ as 83 bandas
analisadas em todos os sistemas
enzimaticos em tecidos foliares e
radiculares, deram origem a uma ma-
triz, com essas dimensdes, a qual foi
utilizada para se estudar a variabilidade
genética desses clones, a partir dos agru-
pamentos formados. O método de agru-
pamento de Tocher reuniu os clones em
nove grupos de similaridade, onde qua-
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tro grupos foram constituidos por ape-
nas um clone e os demais grupos, por
dois ou mais clones (Tabela 4). Segun-
do Cruz & Regazzi (1997), o método
de otimizagdo de Tocher adota como
critério que a média das medidas de
dissimilaridade dentro de cada grupo
deve ser menor que as distancias médias
entre quaisquer grupos. Assim, este
método procura maximizar a distancia
intergrupos e minimiza-la dentro de cada
grupo. Seguindo esse critério, os clones
mais divergentes geneticamente sdo
aqueles alocados em grupos distintos e,
consequentemente, os clones mais simi-
lares sdo aqueles componentes de um
mesmo grupo (Tabela 4).

Os métodos hierarquicos
aglomerativos sdo de uso generalizado

na analise de dados biologicos. Dentre
eles, o método das médias das distancias
(UPGMA) ¢ considerado por varios au-
tores como um dos mais eficientes, como
concluiu Dudley, citado por Dias (1998).
Este método foi utilizado, com sucesso,
para estudar a variabilidade genética atra-
vés de polimorfismos isoenzimaticos em
aveias hexaploides (Matiello ez al., 1998)
e em Citrus spp. e Poncirus trifoliata
(Novelli et al., 2000). A analise de agru-
pamento dos 39 clones de batata-doce,
obtida por este método, revelou a forma-
¢do de onze grupos (I a XI) de similari-
dade (Figura 1), nos quais os clones fo-
ram distribuidos da seguinte forma: I) 1,
44; 1) 18; 1) 2, 31,17, 37, 25, 32, 38,
13; 1V) 7, 28, 34; V) 5, 27, 29, 23, 30;
VI) 14, 55, 48; VII) 24, 35, 49; (VIII) 3,
6, 26, 4, 51, 41, 42, 16, 36, 43; IX) 15;
X)9,21; e XI)46. O critério utilizado na
formacdo destes grupos foi adotar o li-
mite minimo de 50% de similaridade
entre os clones para que os mesmos fos-
sem incluidos em um mesmo grupo. Este
critério foi adotado com base no conhe-
cimento prévio dos clones avaliados, por
parte dos pesquisadores, visto que os gru-
pos assim formados foram bastante coe-
rentes com as caracteristicas
morfolégicas apresentadas pelos
genotipos estudados.

Dias (1998) menciona que este cri-
tério, utilizado para o estabelecimento
de grupos de itens (acessos, clones, cul-
tivares, etc.) a partir da analise de
dendrogramas, ¢ empregado por muitos
pesquisadores na investigacdo do rela-
cionamento entre itens, em pesquisas
biologicas. No entanto, Cruz e Regazzi
(1997) relatam que o estabelecimento
dos grupos ¢ feito de maneira subjetiva,
tendo por base as mudancas acentuadas
de niveis, que ocorrem no dendrograma,
associadas ao conhecimento prévio que
o pesquisador possui do material avalia-
do. O critério adotado neste trabalho,
para a formagdo dos grupos de clones
de batata-doce, pode, entdo, ser consi-
derado satisfatorio pelos autores desta
pesquisa, pois os grupos formados fo-
ram bastante coerentes com o agrupa-
mento pelo método de Tocher (Tabela
4), além de  proporcionar
individualizacdo mais adequada dos
clones com base em suas
dissimilaridades genéticas.
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Tabela 3. Numero de bandas e de padrdes isoenzimaticos polimorficos, por sistema enzimatico e por tipo de tecido analisado, em 55 clones

de batata-doce. Vigosa, EPAMIG, 2000.

Sistema Enzimatico Tipo de Tecido Numero (.je Bandas NL’lmert_) d? Ffadrc")es
Analisadas Polimérficos
OEST Raiz 12 32
UEST Folha 10 27
CEST Raiz 7 23
CEST Folha 9 18
GOT Folha 8 13
PGI Raiz 9 11
PGI Folha 9 9
PGM Raiz 7 11
PGM Folha 7 13
IDH Raiz 2 2
PRX Raiz 3 4

Tabela 4. Agrupamento de 39 clones de batata-doce, pelo método de Tocher, com base na
matriz de dissimilaridade do Complemento Aritmético do Indice de Jaccard, gerado a partir
de dados isoenzimaticos de folhas e raizes. Vigosa, EPAMIG, 2000.

Grupos Clones
| 5,27,29, 31, 2,23,17, 37, 24, 32, 38, 25, 21, 41, 28, 34, 48,
7,42, 49
Il 3,6, 26, 4, 51, 16, 36, 43
I 14,55, 35
v 1,44
\Y, 13,15
VI 46
Vil 9
VIl 30
IX 18

Maior distancia entre as minimas = 0,5319

14
18
o
1.0
1;5 2 9
38 o
2 28 o ©
o
06 6 18 @ 25 a7
o ) o o 17
41 3 °
43 o 32 o
o 02 o o
o 5; 24 5 3 20
@ a7 o o 3 °
2 o6 00 %6 o o
g -02 265 °
= @ o 42
o 4 o 27
o ®
35
06 . P
55 ° 30
o o
-1.0 14
o 4
o
1.4
1.2 08 0.4 0.0 0.4 0.8 1.2 1€
Dimenséo 1

Figura 2. Dispersao de 39 clones de batata-doce por Analise de Escala Multidimensional, a
partir da dissimilaridade do complemento aritmético do indice de Jaccard, com base em 83
bandas isoenzimaticas. Vigosa, EPAMIG, 2000.
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No critério de escolha do método de
agrupamento mais adequado, Bussab et
al. (1990) recomendam que sejam apli-
cadas diferentes técnicas de agrupamen-
to ao mesmo conjunto de dados e que a
estrutura resultante da maioria deles seja
aceita como a mais adequada. Essa re-
comendacgdo evita que a classificagdo
obtida seja um artefato da técnica, ja que
cada uma impde determinada estrutura
aos dados.

O agrupamento dos itens ¢ impor-
tante para sumariar a informagao conti-
da na matriz de distancias (Dias, 1998).
Contudo, o agrupamento conduz a per-
da de informagdes em niveis de itens,
restando apenas informagdes sobre gru-
pos de itens similares. Por esse motivo,
o estudo da wvariabilidade ¢
implementado também e, por vezes,
simultaneamente por técnicas que pro-
piciem a recuperacao da informagdo em
nivel de itens, a partir da representagdo
grafica em duas dimensdes. A andlise
de escala multidimensinal (MDS) ¢ uma
técnica de redugdo de dimensionalidade,
por produzir um grafico espacial de bai-
xa dimensdo para uma configuragdo de
itens.

A dispersdo grafica dos clones de
batata-doce por meio dessa técnica en-
contra-se na Figura 2. A estatistica
estresse, que avalia o ajuste da matriz
de coordenadas bidimensional & matriz
de distancias, apresentou valor igual a
1,17, indicando que houve ajuste mo-
derado a bom na transposi¢do dos da-
dos do espaco n-dimensional para o
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bidimensional, possibilitando a
visualizagdo dos clones em um plano
cartesiano de duas coordenadas. Estes
resultados podem ser de extrema utili-
dade para planejar cruzamentos entre
clones ou grupo de clones, com a finali-
dade de se explorar a heterose produzi-
da a partir desses cruzamentos e, ou ini-
ciar um programa de sele¢io recorrente
a partir de policruzamentos efetuados
com os clones mais dissimilares geneti-
camente, que apresentem caracteristicas
comerciais desejaveis e bom desempe-
nho per se.

O clone 46, por ter formado um gru-
po individual pelo método de Tocher e
ter se mostrado como o mais divergente
pelo método UPGMA e, em razdo de
suas boas caracteristicas comerciais e
produtivas, ¢ um dos eleitos para se ini-
ciar programas de cruzamentos, evitan-
do-se a hibridacdo desse clone com os
de niimeros 49 e 24, pois estes se apre-
sentaram bastantes proximos ao clone
46, pela Analise de Escala
Multidimensional (Figura 2).

A andalise de polimorfismos
isoenzimaticos de folhas e raizes de ba-
tata-doce foi eficaz na identifica¢do de
clones e na revelacdo da ocorréncia de
duplicatas em um conjunto de genotipos
reunidos de varias localidades. Os
marcadores isoenzimaticos foram uteis
na avaliagdo da variabilidade genética
entre clones de batata-doce, com o esta-
belecimento de grupos de similaridade
por diferentes técnicas de agrupamento.
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