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RESUMO 

SOUZA JUNIOR, Helio de. M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, junho de 2024. 
Desenvolvimento e validação de SNPs para seleção assistida por marcadores em batata-
doce hexaploide. Orientador: Guilherme da Silva Pereira. 
 
A batata-doce é uma importante cultura do mundo, sendo considerada de segurança alimentar 
e nutricional na África Subsaariana. Trata-se de uma espécie autohexaploide, de alogamia 
obrigatória e com um elevado grau de heterozigosidade, fatores que tornam desafiadoras 
análises moleculares envolvendo locos de herança quantitativa (QTLs). O melhoramento de 
cultivares de batata-doce com características desejáveis pode ser facilitado e acelerado 
utilizando-se da seleção assistida por marcadores, ferramenta da qual outras espécies, sobretudo 
diploides, já se beneficia. O objetivo deste trabalho foi desenvolver marcadores baseados em 
polimorfismos de único nucleotídeo (SNPs) presentes em QTLs previamente identificados em 
populações de mapeamento da espécie. Um total de 60 SNPs foram selecionados nos 
cromossomos 3, 12 e 13 em genes putativos presentes em regiões genômicas associadas aos 
seguintes caracteres: conteúdo de matéria seca, teores de amido, glicose, sacarose, β-amilase e 
β-caroteno, e cores da polpa da casca. A metodologia de genotipagem kompetitive allele specific 

PCR (KASP) foi utilizada para obtenção das intensidades dos sinais dos alelos, 𝐴 e 𝐵,  dos 
SNPs em 86 amostras de dialelo 8×8, com fenótipos disponíveis, mais sete cultivares. A 
dosagem alélica foi inferida a partir de modelos de mistura ajustados utilizando o pacote R 
fitPoly v.3.0.0. Modelos de regressão linear simples entre os valores fenotípicos e as dosagens 
alélicas foram ajustados para 51 SNPs polimórficos codificados para aditividade e dominância 
ou baseados na razão 𝐵/(𝐴 + 𝐵). De acordo com a estatística F, os coeficientes de regressão 
foram significativos (𝑃 < 0,001), para cinco, onze, sete e dois SNPs para conteúdo de matéria 
seca, cor da polpa, cor da casca e firmeza de raiz (correlacionado com o conteúdo de β-amilase), 
respectivamente. A análise de regressão demonstrou que para firmeza de raiz, houve maior 
significância para modelo de dominância de snpIB00118 (𝑅2 = 0,20). Para os demais 
caracteres, modelos de aditividade ou baseados em razão apresentaram maior significância, 
destacando-se snpIB00070 (𝑅2 =  0,22 ou 𝑅2 = 0,20, respectivamente) para conteúdo matéria 
seca, snpIB00083 (𝑅2 = 0,28 ou 𝑅2 = 0,29) para cor de polpa, e snpIB00094 (𝑅2 = 0,46 ou 𝑅2 = 0,49) para cor de casca. O uso de razões de intensidades alélicas demonstrou similar 
poder para detectar associação quando comparado aos modelos aditivos, facilitando a análise. 
No entanto, essa abordagem não capturou associações no caso de controle genético dominante, 
como, possivelmente, no caso da firmeza. Nas análises de regressão linear múltipla, seis, cinco, 
seis e dois SNPs foram selecionados para conteúdo de matéria seca, cor de polpa, cor de casca 
e firmeza, com acréscimos significativos na proporção da variação explicada de todos os 
caracteres exceto firmeza. Os SNPs com maiores associações explicam parcial e 
significativamente a variação fenotípica de caracteres de interesse, e podem ser utilizadas para 
a aplicação imediata da seleção assistida para o melhoramento genético desses caracteres. 
 
Palavras-chave: Ipomoea batatas. KASP. Seleção assistida por marcadores. Regressão linear. 
QTL. 
  



 

 

 

ABSTRACT 

SOUZA JUNIOR, Helio de. M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, June, 2024. Development 
and validation of SNPs for marker-assisted selection in hexaploid sweetpotato. Adviser: 
Guilherme da Silva Pereira. 
 
Sweetpotato is an important crop worldwide, and it is considered a food security crop in sub-
Saharan Africa. As an autohexaploid, outbred, highly heterozygous crop, molecular analysis 
and quantitative trait loci (QTL) identification are challenging. The improvement of 
sweetpotato varieties with desirable traits can be boosted through marker-assisted selection, a 
tool that other species, mostly diploids, have already benefited from. The aim of this work was 
to develop single nucleotide polymorphism (SNP) markers derived from QTL regions 
previously identified in sweetpotato mapping populations. A total of 60 SNPs were selected on 
chromosomes 3, 12 and 13 in genes found to be putatively associated to the following traits: 
dry matter, starch, β-carotene, glucose, sucrose, β-amylase contents, and flesh and skin colors. 
Kompetitive allele specific PCR (KASP) genotyping methodology was used for measuring 
alleles 𝐴 and 𝐵 signals from 93 samples from an 8×8 diallel. Allele dosage was inferred using 
mixture models as implemented in R package fitPoly v.3.0.0. Simple linear regression models 
between the phenotypic values and the dosages of allelic intensities were fitted for 51 
polymorphic SNPs for each additive, dominance, and ratio 𝐵/(𝐴 + 𝐵) based models. 
According to the F-statistics, regression coefficients were significant (𝑃 < 0.001) for five, 
eleven, seven, and two SNPs for dry matter content, flesh color, skin color, and firmness 
(negatively correlated to β-amylase content), respectively. Regression analysis for firmness 
showed that there was a significant dominance model for snpIB00118 (𝑅2 = 0.20). For the 
other traits, both additive and ratio-based models were significant for snpIB00070 (𝑅2 = 0.22 
or 𝑅2 = 0.20, respectively) for dry matter content, snpIB00083 (𝑅2 = 0.28 or 𝑅2 = 0.29) for 
flesh color, snpIB00094 (𝑅2 = 0.46 or 𝑅2 = 0.49) for skin color. The use of allelic intensity 
ratios facilitates the analysis since allele dosage classification is not needed. However, this 
approach did not show associations in the case of dominant genetic control, as it is possibly the 
case of firmness. Multiple linear regression models with six, five, six, and two SNPs selected 
for dry matter content, flesh color, skin color, and firmness, respectively, have shown 
significant increase in proportion of explained variation for all traits except firmness. The SNPs 
with the highest associations explain partially and significantly the phenotypic variation of the 
traits of interest and can be used for marker-assisted selection purposes.  
 
Keywords: Ipomoea batatas. KASP. Marker-assisted selection. Linear regression. QTL. 
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1. INTRODUÇÃO 

A batata-doce, Ipomoea batatas (L.) Lam., é a sétima cultura alimentícia em 

importância no mundo devido ao seu valor nutricional e como fonte de renda para pequenos 

agricultores. Em áreas com forte insegurança alimentar, como a África Subsaariana, a América 

Latina e países asiáticos, a batata-doce se torna alimento-chave para a subsistência de 

populações nestas regiões (MOTSA; MODI; MABHAUDHI, 2015; MUKHOPADHYAY et 

al., 2011). As raízes de reserva são ricas em amido, vitaminas C, E e do complexo B, fibras, 

ferro, zinco, potássio e magnésio. Além disso, as raízes de polpa laranja são ricas em β-caroteno, 

precursores da vitamina A, enquanto as de polpa roxa possuem altos teores de antocianinas, 

poderosos antioxidantes (BOVELL‐BENJAMIN, 2007; WOOLFE, 1992). Na África 

Subsaariana, a introdução de variedades biofortificadas de polpa laranja está ajudando no 

combate à fome, má nutrição e deficiência de vitamina A (LOW et al., 2017). 

Ipomoea batatas tem origem nos trópicos e é plantada praticamente em todas as regiões 

tropicais e subtropicais. Em 2022, a produção mundial total da cultura foi de aproximadamente 

86,5 milhões de toneladas. A China é o maior país produtor, respondendo por 53,6% da 

produção mundial, enquanto a África responde por 34,2%. As Américas são responsáveis por 

apenas 3,7% da produção mundial de batata-doce, com os Estados Unidos (9° maior produtor) 

e o Brasil (14° maior produtor) produzindo 1,2 milhão e 847,1 mil toneladas (t), 

respectivamente (FAO, 2023). A região Nordeste é a maior produtora brasileira (351.623 t), 

seguida pelas regiões Sudeste (242.777 t) e Sul (232.737 t). Entre os estados brasileiros, São 

Paulo é o maior produtor de batata-doce com 160.514 t produzidos na safra 2022, seguido pelo 

Rio Grande do Sul (155.070 t) e Ceará (116.668 t) (IBGE, 2023).  

Ainda que possa responder bem a tratos agrícolas, batata-doce é tipicamente relatada 

como uma cultura de fácil manejo e baixo custo de produção, adaptada ao clima tropical e 

subtropical. Plantas dessa espécie possuem uma alta variabilidade genética que favorece as 

possibilidades de aprimoramento da cultura, para caracteres bióticos e abióticos, incluindo 

conteúdo de matéria seca e produtividade. Existem diversas cultivares dessa espécie, as quais 

podem ser classificadas levando em consideração, dentre outras, as seguintes características: 

cor interna e externa, tamanho e formato das raízes de armazenamento, cor de folhas e flores 

(VARGAS et al., 2022). Caracteres de qualidade, como cor da casca, cor da polpa e textura, 

apresentam ampla variabilidade natural e se relacionam com preferências de variedades pelo 

consumidor (KATAYAMA et al., 2017; NAKITTO et al., 2024). 
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A batata-doce é uma espécie autohexaploide (2n = 6x = 90), com genoma relativamente 

grande (aproximadamente 3 Gb), e de alogamia obrigatória, com elevado grau de 

heterozigosidade. Combinadas, essas características conferem à espécie alta complexidade 

genômica e dificultam a aplicação de ferramentas genético-genômicas no melhoramento 

genético da cultura (SRISUWAN; SIHACHAKR; SILJAK-YAKOVLEV, 2006; WU et al., 

2018). A fecundação cruzada obrigatória dá-se devido à ocorrência de incompatibilidade, de tal 

modo que a obtenção de linhagens endogâmicas é extremamente difícil. O melhoramento 

genético da cultura é todo baseado em progênies F1, portanto diferentes entre si, resultantes de 

cruzamentos de genitores heterozigóticos compatíveis, cada qual com potencial de se tornar 

uma cultivar (GRÜNEBERG et al., 2022). Os indivíduos são clonados e testados sob diferentes 

densidades, com aumento progressivo de número de plantas por parcela, repetições dentro de 

ambiente e de ambientes avaliados à medida que as fases avançam (Figura 1). Um ciclo de 

seleção pode levar mais de oito anos para se concretizar (MWANGA et al., 2021), a depender 

de quantas avaliações no tempo são realizadas por determinado programa. Desta forma, o 

desenvolvimento de técnicas de otimização da seleção de clones promissores para a cultura, 

que possibilitem encurtar o ciclo de melhoramento, se faz premente. 

Marcadores moleculares, desenvolvidos a partir de variações na sequência de DNA 

entre indivíduos, são uma ferramenta genética com inúmeras aplicações em programas de 

Figura 1 – Esquema geral de um típico programa de melhoramento convencional de batata-doce. 
Círculos representam plantas individuais enquanto quadrados representam múltiplas 
plantas do mesmo clone. O número de anos e clones por fase depende do programa de 
melhoramento em questão 

 
Fonte: Adaptado de Andrade et al. (2017). 
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melhoramento de diversas culturas. Eles são usados para caracterização de germoplasma, 

avaliação de diversidade genética, acompanhamento de introgressão de genes, confirmação de 

parentesco, fingerprinting e proteção de cultivares, e seleção assistida por marcadores (SAM) 

(BOHAR; CHITKINENI; VARSHNEY, 2020). Uma das aplicações mais importantes dos 

marcadores moleculares é o mapeamento de locos de características quantitativas (do inglês, 

quantitative trait loci – QTLs). A maioria dos caracteres de interesse agronômico apresentam 

controle poligênico, sendo que o mapeamento de QTLs pode contribuir com o entendimento do 

controle genético de tais características, com a identificação de genes candidatos para o 

melhoramento genético e de marcadores com potencial para SAM. Em poliploides, entretanto, 

o mapeamento de QTLs é dificultado pela homologia entre regiões cromossômicas, o tipo de 

segregação de genes/marcadores e um alto número de genótipos por loco. Devido a estas 

dificuldades, a maioria dos marcadores são classificados como dominantes (alelos de dose 

única), para os quais a informação de dosagem alélica (número de cópias de cada alelo) dos 

locos não pode ser utilizada. Felizmente, nos últimos anos, o desenvolvimento de métodos 

moleculares e genético-estatísticos específicos para lidar com a complexidade de espécies 

autopoliploides tem avançado (MOLLINARI; SERANG, 2015; PEREIRA et al., 2023).  

Diferentes tipos de marcadores moleculares são utilizados para o mapeamento de QTLs 

para resistência a doenças, produtividade e caracteres qualitativos em batata-doce, sendo os 

polimorfismos de base única (do inglês, single nucleotide polymorphisms – SNPs) os mais 

utilizados recentemente (GEMENET et al., 2020; OLOKA et al., 2021). Os SNPs são variações 

em um único nucleotídeo em um ponto específico do DNA, sendo os polimorfismos de DNA 

mais abundantes nos genomas. Eles são marcadores bialélicos altamente informativos de 

natureza codominante, isto é, ambos os alelos podem ser identificados. Desta maneira, estudos 

em espécies poliploides, como a batata-doce, se beneficiam com uso deste marcador em virtude 

da possibilidade de caracterizar a dosagem alélica (PEREIRA et al., 2023). Entretanto, apesar 

dos avanços no desenvolvimento de marcadores moleculares e na identificação de regiões 

genômicas que influenciam caracteres de importância para a cultura, o uso dos marcadores na 

rotina dos programas de melhoramento de batata-doce ainda não foi implementado. 

A descoberta de SNPs tipicamente acontece após sequenciamento e alinhamento de 

sequências de DNA. Uma vez conhecida a variação do tipo SNP, há diversas maneiras de 

acessá-la em um conjunto de indivíduos. A reação em cadeia da polimerase (do inglês, 

polymerase chain reaction – PCR) quantitativa tem sido empregada para a detecção destes 

SNPs utilizando, principalmente, sondas de hidrólise pela metodologia TaqMan. No entanto, 
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metodologias que empregam apenas o uso de primers já foram desenvolvidas, como a 

metodologia denominada kompetitive allele specific PCR (KASP)  (SEMAGN et al., 2014). 

A técnica KASP se baseia na  transferência de energia por ressonância de fluorescência 

(FRET) para geração de sinal (SEMAGN et al., 2014). No entanto, o método emprega dois 

primers forward (diretos) alelo-específicos, um primer reverse (reverso) comum, e um par de 

oligonucleotídeos marcados complementares às caudas dos primers forward. Os oligos 

marcados emitem sinal apenas quando incorporados aos amplicons correspondentes aos 

primers forward alelo-específicos, gerando um sinal mensurável (MEADE et al., 2020). Se o 

genótipo em um determinado SNP for homozigoto, apenas um dos dois possíveis sinais 

fluorescentes será gerado. Se o genótipo for heterozigoto, um sinal fluorescente misto será 

produzido. Em indivíduos poliploides, a dosagem pode ser obtida a partir da intensidade relativa 

de cada sinal.  

Dosagem em indivíduos poliploides constitui uma extensão do mesmo conceito em 

diploides. Em espécies diploides, como a mandioca (Manihot esculenta Crantz), pode haver até 

três classes genotípicas correspondendo à contagem do alelo de alternativo 𝐵, isto é, 𝐴𝐴 = 0, 𝐴𝐵 = 1, 𝐵𝐵 = 2. Em espécies tetraploides, como a batata (Solanum tuberosum L.), até cinco 

classes genotípicas podem ser observadas: 𝐴𝐴𝐴𝐴 = 0, 𝐴𝐴𝐴𝐵 = 1, 𝐴𝐴𝐵𝐵 = 2, 𝐴𝐵𝐵𝐵 = 3, 𝐴𝐴𝐴𝐴 = 4. Em espécies hexaploides, como a batata-doce, podem existir até sete classes 

genotípicas: 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 = 0, 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐵 = 1, 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐵𝐵 = 2, 𝐴𝐴𝐴𝐵𝐵𝐵 = 3, 𝐴𝐴𝐵𝐵𝐵𝐵 = 4, 𝐴𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵 = 5, 𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵 = 6. Os marcadores KASP permitem pontuação bialélica em loco 

específico e oferecem níveis extremamente altos de robustez e precisão a um custo 

relativamente baixo. 

Neste contexto, objetivou-se desenvolver e validar marcadores do tipo KASP a partir de 

SNPs localizados em regiões genômicas que controlam caracteres de qualidade em batata-doce 

hexaploide previamente identificados (AMANKWAAH, 2019; GEMENET et al., 2020; 

UTOBLO et al., 2018), além de estabelecer as melhores estratégias para a análise dos dados 

moleculares e fenotípicos. Para tanto, polimorfismos, dosagem alélica e putativa associação dos 

locos selecionados com caracteres de importância econômica foram avaliados em genótipos de 

batata-doce hexaploide de uma população de melhoramento do International Potato Center 

(CIP) estabelecida em Uganda. Os resultados gerados neste trabalho têm o potencial de serem 

utilizados em diferentes programas de melhoramento de batata-doce ao redor do mundo, 

incluindo o Brasil, para implementação de marcadores moleculares para SAM. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Seleção dos SNPs 

Anterior ao desenvolvimento deste trabalho, duas populações biparentais foram 

submetidas ao mapeamento de QTLs após obtenção de mapa de ligação e avaliação fenotípica 

para diversos caracteres em países diferentes. Tratou-se de uma população, B×T, resultado do 

cruzamento entre a cultivar estadunidense ‘Beauregard’ (B), de polpa alaranjada, e a variedade 

local ugandense ‘Tanzania’ (T), de polpa creme, com 315 progênies, e seu cruzamento 

recíproco, T×B, com 248 progênies. A população B×T originou um mapa com 30.694 

marcadores e 2.708 cM (MOLLINARI et al., 2020), e a recíproca resultou em um mapa com 

14.813 marcadores e 2.120 cM cM (OLOKA et al., 2021).  

No Peru, a população B×T foi avaliada em cinco ambientes para caracteres 

relacionados ao conteúdo de matéria seca, teor de amido, teor de β-caroteno, e cor de polpa 

(GEMENET et al., 2020). Em Gana, uma amostra de 246~270 progênies da mesma população 

B×T foi caracterizada em oito ambientes para os mesmos caracteres (UTOBLO et al., 2018), 

além de teor de glicose e cor da casca (dados não publicados). Finalmente, nos EUA, a 

população T×B foi avaliada em duas safras para caracteres semelhantes, além de teor de β-

amilase (AMANKWAAH, 2019). QTLs de maiores efeitos, identificados a partir da 

metodologia descrita por Da Silva Pereira et al. (2020), com herdabilidades superiores a 0,21 

(valores de 𝑃 < 1 × 10−7 para a estatística do teste), foram selecionados para identificação de 

SNPs-alvo deste trabalho (Tabela 1). Ainda que os mapas de B×T e T×B não puderam ser 

comparados diretamente quanto às medidas de distância genética (em centiMorgans), os SNPs 

que os compuseram foram mapeados usando o mesmo genoma de Ipomoea trifida v.3 (WU et 

al., 2018), espécie diploide mais proximamente relacionada a I. batatas. Essa referência 

permitiu, portanto, a comparação com base nas distâncias físicas (em pares de base – pb).  

Com a realização desses trabalhos (AMANKWAAH, 2019; GEMENET et al., 2020; 

UTOBLO et al., 2018), observou-se a existência de QTLs de maiores efeitos em duas regiões 

do cromossomo 3, duas regiões no cromossomo 12, e uma região no cromossomo 13. Na porção 

proximal do cromossomo 3, a 2,99~3,18 Mpb, colocalizaram-se QTLs para teor de amido e 

conteúdo de matéria seca, positivamente correlacionados entre si, e para teor de β-caroteno e 

cor da polpa, positivamente correlacionados entre si, e negativamente correlacionados com teor 

de amido e conteúdo de matéria seca (GEMENET et al., 2020). Na porção distal do 

cromossomo 3, a 11,05~11,57 Mpb, colocalizaram-se QTLs para teor de glicose. Similarmente, 
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teor de β-caroteno e cor de polpa apresentaram QTLs colocalizados na porção distal do 

cromossomo 12, a 22,11~22,13 Mpb, enquanto QTL para cor de casca foi detectado na região 

proximal, a 2,48 Mpb (Utoblo et al. 2018, dados não publicados). Finalmente, QTL para teor 

de β-amilase foi detectado no cromossomo 13, a 18,48 Mbp (AMANKWAAH, 2019).  

Utilizando o genome browser disponibilizado em https://sweetpotato.uga.edu/ para o 

genoma de I. trifida v.3, SNPs contidos dentro de genes, nas regiões dos respectivos QTLs, 

putativamente relacionados aos caracteres em estudo foram listados. Os SNPs disponibilizados 

no genome browser foram detectados em trabalho anterior (WU et al., 2018), que realizou o 

resequenciamento dos 16 genótipos de batata-doce usados nos cruzamentos que originaram a 

população de validação utilizada neste estudo (descrita na próxima seção). A seleção final dos 

SNPs relacionou-se a critérios envolvendo um conteúdo de GC entre 40~60% e um número de 

até 2 variantes na vizinhança ao SNP-alvo para a região flanqueadora de 50 pb de cada lado do 

SNP, conforme implementado no script disponível em https://github.com/HPCBio/eib-marker-

design. Um total de 60 SNPs foram selecionados e enviados à empresa Intertek (Suíça) para 

síntese dos primers e realização de ensaios KASP. 

Tabela 1 – Estatísticas resumidas dos QTLs para caracteres de qualidade alvos do presente estudo em 
populações de mapeamento envolvendo ‘Beauregard’ (B) e ‘Tanzania’ (T). ℎ𝑄𝑇𝐿2  é a 
herdabilidade do QTL, e o SNP mais próximo refere-se à posição no genoma de Ipomoea 

trifida v.3 

Caráter 
Grupo de 

ligação 
Posição 

(cM) 
SNP mais próximo Valor de 𝑃 ℎ𝑄𝑇𝐿2  

B×T (𝑁 = 315) avaliada no Peru nos anos de 2016 e 2017 (GEMENET et al., 2020) 
Conteúdo de matéria seca 3 37,44 S3_3185578 <1,00e−16 0,37 
Teor de amido 3 37,44 S3_3185578 <1,00e−16 0,51 
Teor de β-caroteno 3 36,14 S3_2994719 <1,00e−16 0,50 
 12 146,02 S12_22131994 <1,00e−16 0,29 
Cor da polpa 3 36,14 S3_2994719 <1,00e−16 0,49 
 12 146,02 S12_22131994 <1,00e−16 0,28 
B×T (𝑁 = 246~270) avaliada em Gana nos anos de 2017 e 2018 (UTOBLO et al., 2018) 
Conteúdo de matéria seca 3 37,44 S3_3185578 <2,22e−16 0,27 
Teor de amido 3 37,44 S3_3185578 <2,22e−16 0,38 
Teor de glicose 3 214,24 S3_11573949 <2,22e−16 0,27 
Teor de β-caroteno 3 37,44 S3_3185578 <2,22e−16 0,37 
 12 174,03 S12_22131994 <2,22e−16 0,25 
Cor da polpa 3 36,14 S3_2994719 <2,22e−16 0,40 
 12 143,25 S12_21843571 <2,22e−16 0,21 
Cor da casca 12 34,23 S12_2478102 <2,22e−16 0,48 
T×B (𝑁 = 248) avaliada nos EUA nos anos de 2016 e 2017 (AMANKWAAH, 2019) 
Conteúdo de matéria seca 3 29,82 S3_3104661 2,32e−09 0,28 
Teor de amido 3 29,82 S3_3104661 6,44e−08 0,29 
Teor de glicose 3 151,72 S3_11050542 <1,00e−16 0,28 
Teor de β-caroteno 3 29,82 S3_3104661 <1,00e−16 0,45 
 12 126,01 S12_22117539 <1,00e−16 0,27 
Teor de β-amilase 13 79,68 S13_18484853 <1,00e−16 0,54 
Fonte: Adaptado de Amankwaah (2019); Gemenet et al. (2020); Utoblo et al. (2018) 

https://sweetpotato.uga.edu/
https://github.com/HPCBio/eib-marker-design
https://github.com/HPCBio/eib-marker-design
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2.2. Material vegetal 

Para fins de validação dos marcadores KASP, foi utilizada uma amostra de indivíduos 

de uma população chamada de Mwanga Diversity Panel (MDP), independente das populações 

de mapeamento utilizadas na identificação de QTLs. A população MDP foi desenvolvida pelo 

Centro Internacional da Batata (CIP) e constituiu-se de um dialelo parcial obtido a partir de 

cruzamentos entre 8 genitores femininos e 8 genitores masculinos, resultando em 64 famílias 

com cerca de 30 irmãos-completos cada, totalizando 1920 indivíduos. Os 16 genótipos parentais 

que foram cruzados para desenvolver esta população foram provenientes de duas populações, 

classificadas como A (50 clones) e B (80 clones) a partir de marcadores microssatélites 

(DAVID et al., 2018). Os progenitores da população MDP são originários de quatro países 

diferentes, sendo 13 de Uganda, uma introdução do Quênia, do Peru, e dos EUA cada, tendo 

sido selecionados com base em atributos desejáveis para um ideótipo de batata-doce, incluindo 

conteúdo de matéria seca, rendimento de raízes de armazenamento e teor de β-caroteno (Tabela 

2).  

Para realização dos ensaios KASP, realizou-se a coleta de amostras foliares em uma 

placa de 96 poços de 1,2 mL, consistindo em 94 poços com amostras (dois discos foliares) mais 

dois poços mantidos sem amostras para servirem de controle negativo das reações (ou 

“brancos”). As 94 amostras representaram material foliar de 93 indivíduos (Tabela 3), 

incluindo, 86 amostras do painel, sendo 81 progênies MDP e 5 dos seus genitores (‘Ejumula’, 

‘Magabali’, ‘Mugande’, ‘SPK004’ e ‘NASPOT 11’). Adicionalmente, outros 7 acessos 

Tabela 2 – Descrição dos genitores da população Mwanga Diversity Panel provenientes de duas 
populações denominadas A e B quanto ao país de origem e cor da polpa 

Nome do acesso Código do campo Origem Cor da polpa 
Genitores masculinos (população A) 
Ejumula A1 Uganda Amarela pálida 
NASPOT 1 A2 Uganda Amarela escura 
Dimbuka Bukulula A3 Uganda Creme escura 
NASPOT 5/58 A4 Uganda Creme escura 
NASPOT 7 A5 Uganda Laranja intermediária 
SPK004 A6 Quênia Amarela pálida 
NASPOT 10 O A7 Uganda Laranja escura 
NK259L A8 Uganda Creme escura 
Genitores femininos (população B) 
Resisto B1 EUA Laranja escura 
Magabali B2 Uganda Creme escura 
NASPOT 5 B3 Uganda Amarela escura 
Wagabolige B4 Uganda Branca 
Mugande B5 Uganda Creme escura 
NASPOT 11 B6 Uganda Creme escura 
New Kawogo B7 Uganda Creme escura 
Huarmeyano B8 Peru Amarela pálida 
Fonte: Adaptado de Mugisa et al. (2022) 
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(‘NASPOT 8’, ‘Beauregard’, ‘Tanzania’, ‘Cemsa 74-228’, ‘Silk Omuyaka’, ‘D20’ e 

‘NAROSPOT 1’, sendo o último presente em duplicata) foram amostrados. Os discos foliares 

foram desidratados em sílica gel por 48h, e enviados para extração de DNA e obtenção das 

intensidades alélicas para os alelos dos SNPs via KASP pela empresa Intertek (Suíça).  

2.3. Dados genotípicos 

Inicialmente, os dados brutos de intensidade dos alelos 𝐴 e 𝐵 foram inspecionados por 

meio de gráficos de dispersão e os indivíduos observados de acordo com a classificação 

fornecida pelo relatório da empresa em homozigóticos (fixados para um dos dois alelos 𝐴 ou 𝐵) ou heterozigóticos (uma mistura de alelos 𝐴 e 𝐵 em alguma proporção possível para 

indivíduos hexaploides), mas combinados em uma única classe, numa chamada pseudo-

diploide. Essa análise inicial permitiu também acessar os valores de intensidade presentes nos 

controles negativos (‘brancos’) e identificar eventuais falhas de amplificação (designados pela 

empresa como ‘não classificados’). As falhas foram caracterizadas pelos baixos sinais de 

intensidade, próximos àqueles dos controles negativos, ou que eram insuficientes para permitir 

classificação em homozigoto ou heterozigoto. 

Em seguida, procedeu-se com a dosagem alélica por meio do pacote R fitPoly v3.0.0 

(VAN GEEST et al., 2017). O algoritmo do fitPoly, incialmente descrito para espécies 

tetraploides e implementado no pacote R fitTetra (VOORRIPS; GORT; VOSMAN, 2011), 

utiliza as razões de intensidade dos alelos do SNP dadas por 𝑋𝑖 = 𝐵𝑖 (𝐴𝑖 + 𝐵𝑖)⁄ , em que 𝐴𝑖 e 𝐵𝑖  são as intensidades dos respectivos alelos 𝐴 e 𝐵 do SNP para o indivíduo 𝑖. Com base na 

distribuição da razão de sinal dos alelos, até sete normais podem ser ajustadas, cada uma 

correspondendo a uma classe de dosagem (de zero a seis cópias do alelo), constituindo, 

portanto, uma mistura de normais (VOORRIPS; GORT; VOSMAN, 2011).  

Primeiro, uma função automática, denominada saveMarkerModels foi utilizada com os 

seguintes valores de parâmetros: maxiter = 0, p.threshold = 0.6, peak.threshold = 1, 

call.threshold = 0. O objetivo desses novos valores foi evitar que marcadores fossem 

descartados antes mesmo de terem uma chamada realizada, já que há vários níveis de 

restringências passados como padrão. Eventuais ajustes dos parâmetros das normais, isto é, 

médias determinadas para cada SNP, e desvios-padrão fixo igual a 0.02, foram realizados 

usando a função CodomMarker a fim de testar o ajuste dos modelos de mistura com base em 

uma inspeção gráfica de histogramas exibindo a frequência dos indivíduos (eixo 𝑦) ao longo 

das razões 𝑋𝑖 (eixo 𝑥).  
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Tabela 3 – Pedigree dos 93 genótipos de batata-doce genotipados para validação dos marcadores 
KASPs. ‘NAROSPOT 1’ foi amostrado em duplicata, e ‘NA’ indica informação indispo-
nível 

Nome do acesso Genitor feminino Genitor  
masculino 

Nome do acesso Genitor feminino Genitor  
masculino 

UGP20170672-26 Wagabolige SPK004 UGP20170493-30 NASPOT 5 Dimbuka Bukulula 

UGP20170490-985 NASPOT 5 NASPOT 7 UGP20170342-23 Magabali NK259L 

UGP20170350-1 Magabali Dimbuka Bukulula UGP20170673-173 Wagabolige NK259L 

UGP20170347-11 Magabali NASPOT 7 UGP20170024-9 Resisto NK259L 

UGP20170672-28 Wagabolige SPK004 UGP20170907-17 NASPOT 11 NASPOT 7 

UGP20170907-11 NASPOT 11 NASPOT 7 UGP20170907-31 NASPOT 11 NASPOT 7 

UGP20170802-18 Mugande Dimbuka Bukulula UGP20170350-20 Magabali Dimbuka Bukulula 

UGP20170032-16 Resisto Dimbuka Bukulula UGP20170029-22 Resisto NASPOT 10 O 

UGP20170476-16 NASPOT 5 NASPOT 5/58 UGP20170029-15 Resisto NASPOT 10 O 

UGP20170907-10 NASPOT 11 NASPOT 7 UGP20170902-63 NASPOT 11 SPK004 

UGP20170490-982 NASPOT 5 NASPOT 7 UGP20170679-13 Wagabolige Dimbuka Bukulula 

UGP20170943-39 New Kawogo NASPOT 7 UGP20170802-11 Mugande Dimbuka Bukulula 

UGP20170334-27 Magabali Ejumula UGP20170783-12 Mugande NASPOT5/58 

UGP20170024-2 Resisto NK259L UGP20170342-22 Magabali NK259L 

UGP20171155-17 Huarmeyano Dimbuka Bukulula UGP20170902-56 NASPOT 11 SPK004 

UGP20171141-10 Huarmeyano Ejumula UGP20171148-10 Huarmeyano SPK004 

UGP20170341-37 Magabali SPK004 UGP20170342-15 Magabali NK259L 

UGP20170902-52 NASPOT 11 SPK004 UGP20170490-989 NASPOT 5 NASPOT 7 

UGP20170028-1 Resisto NASPOT 7 UGP20170342-17 Magabali NK259L 

UGP20170028-7 Resisto NASPOT 7 UGP20170342-18 Magabali NK259L 

UGP20170934-42 New Kawogo SPK004 UGP20171143-11 Huarmeyano NASPOT5/58 

UGP20170342-21 Magabali NK259L UGP20170934-49 New Kawogo SPK004 

UGP20170903-101 NASPOT 11 NK259L UGP20170783-17 Mugande NASPOT5/58 

UGP20170910-18 NASPOT 11 Dimbuka Bukulula UGP20170475-22 NASPOT 5 Ejumula 

UGP20170342-12 Magabali NK259L UGP20170893-15 NASPOT 11 Ejumula 

UGP20170944-17 New Kawogo NASPOT 10 O UGP20170350-18 Magabali Dimbuka Bukulula 

UGP20170893-11 NASPOT 11 Ejumula UGP20171155-13 Huarmeyano Dimbuka Bukulula 

UGP20170342-14 Magabali NK259L UGP20170947-14 New Kawogo Dimbuka Bukulula 

UGP20170334-13 Magabali Ejumula UGP20170348-1 Magabali NASPOT 10 O 

UGP20170486-162 NASPOT 5 SPK004 UGP20170024-13 Resisto NK259L 

UGP20170793-120 Mugande NK259L UGP20170024-12 Resisto NK259L 

UGP20170674-16 Wagabolige NASPOT 1 UGP20170939-14 New Kawogo NASPOT 1 

UGP20170015-26 Resisto NASPOT 5/58 UGP20170893-13 NASPOT 11 Ejumula 

UGP20170674-11 Wagabolige NASPOT 1 UGP20170935-19 New Kawogo NK259L 

UGP20170674-13 Wagabolige NASPOT 1 Magabali NA NA 

UGP20170893-20 NASPOT_11 Ejumula SPK004 NA NA 

UGP20170341-20 Magabali SPK004 Mugande NA NA 

UGP20170902-54 NASPOT 11 SPK004 NASPOT 11 NA NA 

UGP20170679-18 Wagabolige Dimbuka Bukulula Ejumula NA NA 

UGP20170350-10 Magabali Dimbuka Bukulula Tanzania NA NA 

UGP20170335-6 Magabali NASPOT5/58 Silk Omuyaka NA NA 

UGP20171152-1 Huarmeyano NASPOT 7 Beauregard NA NA 

UGP20170342-24 Magabali NK259L Cemsa 74-228 NA NA 

UGP20170342-32 Magabali NK259L NAROSPOT 1 NA NA 

UGP20170674-15 Wagabolige NASPOT 1 NASPOT 8 NA NA 

UGP20170944-8 New Kawogo NASPOT 10 O D20 NA NA 

UGP20170342-19 Magabali NK259L    

Fonte: International Potato Center (CIP).   
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2.4. Dados fenotípicos 

2.4.1. Conteúdo de matéria seca, cor da polpa e cor da casca 

Progênies MDP e seus genitores foram avaliados para os caracteres conteúdo de matéria 

seca, e cores da polpa e da casca em experimentos conduzidos em campo em Uganda nos anos 

de 2016 e 2017 pelo National Crops Resources Research Institute (NaCRRI), Namulonge, no 

âmbito do projeto Genomic Tools for Sweetpotato Improvement (GT4SP) (MUGISA et al., 

2022). O delineamento experimental do tipo linha-coluna (46 linhas × 43 colunas) consistiu na 

aleatorização de 1.896 progênies, 16 genótipos parentais e duas testemunhas (‘New Kawogo’ 

e ‘Ejumula’) replicadas em cada coluna (MUGISA et al., 2022). O mesmo delineamento foi 

reproduzido em duas estações experimentais ao longo de dois anos: 2019A e 2019B em Abi 

Zonal Agricultural Research and Development Institute (Abi ZARDI), em Arua district, e 

2019B e 2020A em Ngetta ZARDI, em Lira district, Uganda. Não houver análise via 

equipamento de espectrometria do infravermelho próximo (do inglês, near-infrared 

spectrometry – NIRS) e, portanto, não há informação sobre teores de amido, sacarose, glicose 

ou β-caroteno, tampouco teor de β-amilase foi obtido. 

Após a colheita, a porcentagem de conteúdo de matéria seca de cada clone foi obtida 

cortando-se em pequenos pedaços duas raízes frescas de armazenamento de tamanho médio 

(aproximadamente 200-300 g) selecionadas aleatoriamente. Uma subamostra composta de 

cerca de 100-200 g foi então obtida, colocada em um saco de papel rotulado e pesada para 

determinar o peso fresco exato. A subamostra foi então seca a 70 °C em estufa por 72 h até 

massa constante ser atingida. A massa seca foi posteriormente pesada e o peso foi expresso 

como uma porcentagem do peso fresco (MUGISA et al., 2022).  

A análise dos dados foi realizada usando o pacote ASReml-R v. 4.1 no software R v. 

4.0 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019). Um modelo misto conjunto para cada conteúdo 

de matéria seca foi usado da seguinte forma: 𝒚 = 𝑿𝜷+ 𝒁𝒈 + 𝑻𝒊 + 𝒆𝝃𝜼 

em que 𝒚 refere-se ao vetor de observações fenotípicas, 𝜷 é o vetor de efeitos fixos de 

ambientes, e 𝑿 é a matriz delineamento; 𝒈 é o vetor aleatório de efeitos dos genótipos, 𝒈~𝑁(𝟎, 𝑨𝜎𝑔2), em que 𝑨 é uma matriz de parentesco baseada em pedigree entre genótipos e 𝜎𝑔2  é a variância genética aditiva, e 𝒁 é a matriz de incidência; 𝒊 é o vetor aleatório de interação 

genótipo × ambiente, 𝒊~𝑁(𝟎, 𝑰𝜎𝑖2), em que 𝑰 é uma matriz identidade e 𝜎𝑖2 é a variância da 

interação genótipo-por-ambiente, e 𝑻 é a matriz de delineamento;  𝒆𝝃𝜼 é o vetor aleatório de 

resíduos, modelado usando um processo auto-regressivo de ordem 1 (AR1 × AR1) nas direções 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2022.956936/full#ref49
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de linha e coluna dentro de cada ambiente. A matriz de parentesco baseada em pedigree (𝑨) foi 

calculado utilizando a função Amatrix do pacote R AGHmatrix v. 2.0.4 (AMADEU et al., 2016) 

considerando autohexaploidia (MUGISA et al., 2022). 

Nos mesmos experimentos, a cor da polpa foi observada visualmente atribuindo-se 

notas de 1 a 9, em que: 1- branca; 2- creme clara; 3- creme escura; 4- amarela pálida; 5- amarela 

escura; 6- laranja pálida; 7- laranja escura; 8- laranja intermediaria, e 9- laranja escura. Para a 

cor da casca foram atribuídas, também, notas de 1 a 9, em que: 1-branca; 2- creme; 3- amarela; 

4- laranja; 5- marrom alaranjada; 6- rosada; 7- vermelha; 8- roxa avermelhada, e 9- roxa escura. 

Para ambos os fenótipos, médias foram obtidas ao longo dos ambientes para cada um dos 

genótipos.  

2.4.2. Firmeza da raiz 

O caráter firmeza foi utilizado para avaliar os marcadores associados a teor de β-amilase 

em função da importante correlação negativa (–0.40) entre esses caracteres (NAKITTO et al., 

2022) e à ausência do fenótipo teor de β-amilase propriamente dito. Neste trabalho anterior, 

genótipos foram submetidos à avaliação sensorial, com base em notas, quanto à firmeza e 

consistência ao toque e ao paladar. Os resultados da avaliação sensorial apresentaram 

correlação positiva com massa seca, absorção de água e tempo ótimo de cozimento das raízes. 

Um modelo para predição de firmeza foi desenvolvido considerando esses caracteres e 

medições mecânicas obtidas a partir de um analisador de textura conforme descrito a seguir. 

Para a obtenção de variáveis, pedaços de raiz cozida foram analisados usando um 

analisador de textura, texturômetro TA-XT (Plus Stable Macro Systems, Godalming, Reino 

Unido) com célula de carga de 10 kg, seguindo um procedimento de análise de perfil de textura 

(NAKITTO et al., 2022). Neste método, uma sonda de placa de compressão de 60 mm de 

diâmetro movendo-se a uma velocidade de 100 mm/min comprimiu a amostra (altura vertical 

de 2 cm) por 5 s (distância de 8,35 mm), descansando por 5 s entre as compressões, e a firmeza 

sendo determinada como o pico de força positiva (NAKITTO et al., 2022). Os valores de 

medição obtidos para cada genótipo foram aplicados ao modelo de predição de firmeza, e os 

resultados obtidos foram utilizados nas análises de regressão. 

2.5. Regressão linear simples e múltipla 

Inicialmente, procurou-se ajustar os efeitos dos SNPs sob a variação dos caracteres 

fenotípicos em questão utilizando modelo de regressão linear simples: 

 𝑌𝑖 = 𝛽0 + 𝛽1𝑋𝑖 + 𝜀𝑖 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2022.956936/full#ref4
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em que 𝑌𝑖 é o fenótipo do indivíduo 𝑖, 𝛽0 é o intercepto, 𝛽1 é o efeito do SNP, e 𝜀𝑖 é o resíduo 

considerando 𝜀𝑖 ∼ 𝑁(0, 𝜎2). A informação do SNP para o indivíduo 𝑖, 𝑋𝑖, foi inicialmente 

codificada de três formas a partir da informação de dosagem alélica obtida utilizando-se o 

fitPoly:  

• Modelo aditivo em que: 

𝑋𝑖 =
{   
   0 se 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴1 se 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐵2 se 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐵𝐵3 se 𝐴𝐴𝐴𝐵𝐵𝐵4 se 𝐴𝐴𝐵𝐵𝐵𝐵5 se 𝐴𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵6 se 𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵

 

• Modelo dominante para o alelo de referência 𝐴 (‘Dom. REF’) em que: 𝑋𝑖 = {0 se 𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵1 se 𝐴_ _ _ _ _   
• Modelo dominante para o alelo alternativo 𝐵 (‘Dom. ALT’) em que: 𝑋𝑖 = {0 se 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴1 se 𝐵_ _ _ _ _   

Adicionalmente, utilizou-se um modelo quantitativo, que não depende da dosagem 

alélica pois foi simplesmente baseado na razão de intensidade alélica. Assim: 𝑋𝑖 = 𝐵𝑖/(𝐴𝑖 + 𝐵𝑖) 
Os SNPs mais significativos foram escolhidos via teste de hipóteses utilizando a 

estatística F (𝑃 < 0,001). Esse teste teve como objetivo verificar se a média do fenótipo dos 

indivíduos variava linearmente em função do genótipo do SNP de acordo com o modelo 

escolhido (aditivo ou dominante) ou em função da razão entre os sinais dos alelos. As hipóteses 

associadas ao teste foram: 

• 𝐻0: 𝛽1 = 0 (a média do fenótipo não varia linearmente em função da codificação 

do SNP, ou seja, o efeito do SNP não é significativo). 

• 𝐻1: 𝛽1 ≠ 0 (a média do fenótipo varia linearmente em função da codificação do 

SNP, ou seja, o efeito do SNP é significativo). 

Finalmente, considerando as codificações aditivas e dominantes para os marcadores, 

procedeu-se com seleção stepwise, conforme implementada na função step do pacote do R 

MASS v.7.3-60. Nesta função, o modelo inicial que só continha apenas o intercepto foi sendo 

incrementado, a cada passo, com marcadores significativos (busca forward). Em seguida, os as 

variáveis são novamente testadas, e eventualmente excluídas do modelo se, marginalmente às 

demais variáveis, não for mais significativa (eliminação backward). A decisão sobre entrada e 



24 
 

 

saída de variáveis foi realizada pelo Critério de Informação Bayesiana (do inglês, Bayesian 

information criterion – 𝐵𝐼𝐶) (SCHWARZ, 1978), dado por: 𝐵𝐼𝐶 = −2 ln(ℒ) + 𝑘 ln(𝑁) 
em que ℒ é a verossimilhança do modelo, 𝑘 é o número de parâmetros e 𝑁 é o tamanho da 

amostra.  

Com esta análise foi possível verificar se uma regressão linear múltipla, combinando 

efeitos de mais de um marcador simultaneamente, possibilitava uma maior explicação da 

variação do caráter em questão. Marcadores com mais de 15% de informações faltantes foram 

eliminados e, em seguida, apenas o conjunto de fenótipo mais marcadores sem dados perdidos 

foram considerados pela função step. Finalmente, os SNPs selecionados foram ajustados 

conjuntamente em um modelo de regressão linear múltipla: 

𝑌𝑖 = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑚𝑋𝑖𝑚𝑀
𝑚=1 + 𝜀𝑖 

em que 𝛽𝑚 é o efeito do marcador 𝑚 sob dada codificação, com 𝑚 = 1,… ,𝑀, e 𝑀 é o número 

de combinações marcador-codificação selecionadas. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Desenvolvimento dos SNPs 

De um total de 60 SNPs convertidos em KASPs, 8 foram para teor de amido/matéria 

seca, 12 para teor de β-caroteno/cor da polpa, 15 para teor de glicose, 10 para cor da casca, e 

15 para teor de β-amilase (Tabela 4).  

Para teor de amido/matéria seca e teor de β-caroteno/cor de polpa, picos colocalizados 

na região 3,10 Mpb do cromossomo 3 indicaram, previamente, a existência de dois genes 

ligados, sendo um envolvido na rota da síntese de amido, itf03g05100, anotado como sucrose 

synthase (SuSY), e outro elencado na rota de produção de β-caroteno, itf03g05110, anotado 

como phyotene synthase (PSY). Esses genes já tinham sido identificados como putativamente 

relacionados aos respectivos caracteres e, a partir do sequenciamento de RNA (RNA-seq), 

demonstraram padrões de expressão diferencial entre os genitores ‘Beauregard’ e ‘Tanzania’ 

(GEMENET et al., 2020). Similarmente, o QTL para β-caroteno/cor de polpa na região 22,12 

Mpb do cromossomo 12 já havia sido usado para identificação do gene itf12g24270, anotado 

como Orange, que funciona como um “interruptor” molecular relacionado à formação de 

amilocromoplastos, organelas nas quais carotenoides podem ser estavelmente acumulados 

(GEMENET et al., 2020; OSORIO, 2019). 

Para teor de glicose, dois genes identificados próximos ao QTL na região de 11,57 Mpb 

do cromossomo 3 estão implicados na síntese de açúcares. O primeiro, itf03g13310, anotado 

como Glycoside hydrolase family 33 (GH33), codifica para uma enzima membro da família das 

glicosil hidrolases, conhecida pelo papel importante na montagem e desmontagem 

polissacarídeos de glicose presentes em parede celular vegetal, como a celulose, e de reserva, 

como o amido (KFOURY et al., 2024). O segundo, itf03g14590, anotado como Uridine 

diphospho (UDP)-glucose, é um nucleotídeo-açúcar com participação-chave na biossíntese de 

sacarose em plantas vasculares (FIGUEROA; LUNN; IGLESIAS, 2021), um dissacarídeo 

constituído de glicose e frutose.  

Para cor da casca, dois genes anotados como Myeloblastosis (MYB) viral oncogene 

homolog, itf12g04070 e itf12g04100, foram encontrados na região 2,4 Mpb do QTL 

identificado no cromossomo 12. Essa classe de fatores de transcrição, uma das maiores em 

plantas, é caracterizada pela conservação do domínio homólogo a MYB e são implicados na 

regulação de biossíntese de metabólitos secundários, incluindo antocianinas (CAO et al., 2020). 

Genes caracterizados como MYB homolog foram apontados como componentes-chave na  
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Tabela 4 – Informação sobre SNPs convertidos em KASPs. Anotação e posição referem-se ao genoma 
de Ipomoea trifida v.3 

Caráter Gene Anotação do gene Cromossomo Posição (pb) Nome 
Teor de amido/ 
matéria seca 

itf03g05100 Sucrose synthase (SuSY) 3 3102534 snpIB00061 
3102587 snpIB00062 
3103751 snpIB00063 
3104439 snpIB00064 
3104492 snpIB00065 
3104982 snpIB00066 
3105556 snpIB00067 
3105685 snpIB00068 

Teor de β-caroteno/ 
cor da polpa 

itf03g05110 Phyotene synthase (PSY) 3 3120204 snpIB00069 
3120259 snpIB00070 
3120823 snpIB00071 
3120853 snpIB00072 
3120976 snpIB00073 
3121746 snpIB00074 
3121840 snpIB00075 

Teor de glicose itf03g13310 Glycoside hydrolase 

family 33 (GH33) 

3 11402767 snpIB00076 
11402997 snpIB00077 
11403022 snpIB00078 
11403267 snpIB00079 
11403882 snpIB00080 
11404117 snpIB00081 
11404495 snpIB00082 
11404546 snpIB00083 

itf03g14590 Uridine diphospho 

(UDP)-glucose 

3 12113895 snpIB00084 
12114120 snpIB00085 
12114210 snpIB00086 
12115371 snpIB00087 
12115625 snpIB00088 
12117047 snpIB00089 
12118347 snpIB00090 

Cor da casca itf12g04070 Myeloblastosis (MYB) 

viral oncogene homolog 

12 2426382 snpIB00091 
2426724 snpIB00092 
2427587 snpIB00093 
2427638 snpIB00094 
2428136 snpIB00095 

itf12g04100 Myeloblastosis (MYB) 

viral oncogene homolog 

12 2456039 snpIB00096 
2456362 snpIB00097 
2456605 snpIB00098 
2457504 snpIB00099 
2457510 snpIB00100 

Teor de β-caroteno/ 
cor da polpa 

itf12g24270 Orange 12 22122584 snpIB00101 
22122650 snpIB00102 
22122703 snpIB00103 
22123861 snpIB00104 
22124356 snpIB00105 

Teor de β-amilase itf13g16360 β-amylase 13 18655399 snpIB00106 
18655409 snpIB00107 
18655765 snpIB00108 
18655789 snpIB00109 
18655985 snpIB00110 
18656184 snpIB00111 
18656199 snpIB00112 
18656283 snpIB00113 
18656347 snpIB00114 
18656632 snpIB00115 
18656687 snpIB00116 
18657194 snpIB00117 
18657261 snpIB00118 
18657330 snpIB00119 
18657547 snpIB00120 

Fonte: o autor. 
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coloração de casca vermelha de inúmeras espécies, como batata (ENDELMAN; JANSKY, 

2016) e maça (WANG et al., 2020), por exemplo.  

Para teor de β-amilase, o gene itf13g16360, anotado como β-amylase, foi identificado 

no QTL presente no cromossomo 12, na região em torno de 18,65 Mpb. Previamente a este 

trabalho, análises de expressão diferencial deste gene em batata-doce apontou sua relação com 

a textura da raiz cozida (BANDA et al., 2021). β-amilase quebra as moléculas de amido por 

hidrólise, liberando maltose e maltotriose, que podem ser metabolizados para glicose e/ou 

serem reciclados para biossíntese de amido (SMITH; ZEEMAN; SMITH, 2005). Nas raízes 

tuberosas de batata-doce, β-amilase representa 5% das proteínas totais (NAKAMURA et al., 

1991), sendo responsável pelo aumento do teor de açúcares durante o cozimento da raiz ao 

liberar maltose pela quebra do amido (KUMAGAI et al., 1990). 

3.2. Dosagem alélica 

Para cada SNP, a metodologia de genotipagem KASP foi utilizada, retornando uma 

medida de intensidade para cada alelo, 𝐴𝑖 e 𝐵𝑖 , por indivíduo 𝑖. No programa de melhoramento 

de CIP-Uganda, o desenvolvimento de marcadores KASP é terceirizado e, portanto, um 

trabalho mínimo foi necessário para a preparação da amostra. No entanto, apenas uma chamada 

pseudo-diploide foi fornecida pela empresa, na qual os indivíduos homozigóticos foram 

relativamente bem determinados (próximos aos eixos), mas os heterozigotos ficaram 

combinados em apenas uma classe (Figura 2). Espécies autohexaploides, como a batata-doce, 

podem apresentar até sete classes genotípicas por loco (de 0 a 6), das quais até cinco 

correspondem a classes heterozigóticas, perdendo informação importante para análises 

genéticas posteriores. Sendo assim, para determinação da dosagem alélica hexaploide, fez-se 

uso de métodos mais apropriados. 

A distribuição dos sinais de cada genótipo para cada marcador SNP, junto à 

classificação fornecida pela empresa (Figura 2) exibiu um padrão esperado para genotipagem 

pseudo-diploide, a única que foi disponibilizada. Isto porque os indivíduos heterozigóticos 

foram combinados em uma única classe, conforme mencionado, enquanto os indivíduos 

homozigóticos foram, em geral, bem classificados. No entanto, a expectativa de que indivíduos 

homozigóticos sempre estariam localizados nos extremos da distribuição da nuvem de pontos 

criou equívocos nas chamadas, como nos KASPs snpIB00064 e snpIB00078, para os quais, na 

ausência de genótipos fixados para cada um dos alelos 𝐴 e 𝐵, respectivamente, indivíduos 

heterozigóticos foram retornados como homozigóticos por estarem nas extremidades das 
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nuvens. Considerando todos os marcadores (um total de 96 amostras × 60 KASPs = 5760 

pontos), 1510 pontos (26,2%) foram classificados como homozigóticos (𝐴𝐴 = 0 ou 𝐵𝐵 = 2) e 

3053 pontos (53,0%) foram classificados como heterozigóticos (𝐴𝐵 = 1) a partir da chamada 

pseudo-diploide fornecida pela empresa. 

Outro importante detalhe desta primeira inspeção gráfica foi a existência de indivíduos 

não classificados, em poucas ocasiões para alguns marcadores (como snpIB00061 e 

snpIB00065), sobretudo quando os pontos se encontravam nos limites de classificação entre 

nuvens de pontos considerados homozigóticos e heterozigóticos. No entanto, alguns 

marcadores tiveram a totalidade de indivíduos não classificados. Foram os casos de 

snpIB00066, snpIB00089, snpIB00103, snpIB00104, e snpIB00105, aparentemente 

monomórficos, e snpIB00084 e snpIB00097, aparentemente polimórficos. O total de pontos 

não classificados foi 617 (10,7%), considerando todos os marcadores em conjunto. 

O total de amostras classificados como ‘branco’ foi 120 (dois poços por KASP). 

Amostras consideradas de baixo sinal, ou seja, que não alcançaram intensidade adequada para 

chamada de genótipos, conforme determinação do software proprietário da empresa, 

totalizaram 460 (8,0%). Baixo sinal foi encontrado para todas as amostras para os marcadores 

snpIB00076, snpIB00110 e snpIB00114, considerados como falhas de amplificação, portanto. 

Outros três marcadores, snpIB00079, snpIB00086, snpIB00111, apresentaram baixo sinal em 

várias amostras, quando comparados aos demais. Para classificação no fitPoly, foram excluídos 

pontos marcados como ‘brancos’ e baixo sinal, representando um total de 580 pontos (10,1%). 

Os resultados sugerem que os marcadores desenvolvidos apresentam diferentes taxas de 

eficiência de amplificação, o que pode ser observado ao comparar o acúmulo de sinal de cada 

marcador. Por um lado, snpIB00084 aparentemente possui alta eficiência de amplificação, 

refletindo, inclusive, no relativo acúmulo de sinal nas amostras denominadas ‘branco’ (isto é, 

reações realizadas na ausência de DNA molde). Por outro lado, snpIB00079 apresenta baixa 

eficiência de amplificação. O procedimento ideal por parte da empresa seria estabelecer os 

melhores parâmetros para o processo de genotipagem para cada marcador, ou estabelecer um 

grupo de marcadores que apresente o mesmo perfil de amplificação sob os mesmos parâmetros. 

Uma vez que os sinais emitidos pelos alelos apresentavam geralmente um padrão 

contínuo, e não perfeitamente proporcional à dosagem, o pacote fitPoly foi utilizado para 

determinar a dosagem mais provável. Para tanto, inicialmente, a função automática 

saveMarkerModels foi utilizada (Figura 3). De modo geral, a chamada funcionou relativamente 

bem ao permitir a separação de classes heterozigóticas mais evidentes sob inspeção visual. No 

entanto, 23 marcadores (snpIB00066, 068, 070, 071, 072, 074, 085, 086, 088, 091, 093, 094, 
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099, 100, 103, 104, 106, 107, 108, 109, 111, 115, 119) ainda apresentaram problemas nas 

chamadas, como duas classes combinadas em uma única. Dessa maneira, procedeu-se com a 

utilização da função CodomMarker para todas as marcas (Figura 4). Na comparação dos 

resultados das duas funções, notou-se que a maioria dos marcadores apresentaram chamadas 

muito similares, se não idênticas. Esta função permitiu melhorar as chamadas dos marcadores 

mencionados anteriormente, exceto snpIB00070, snpIB00074 e snpIB00094. No caso desses, 

procedeu-se com ajustes manuais dos parâmetros de médias das normais, a partir das 

observações dos histogramas de frequência de indivíduos ao longo das razões 𝑋𝑖 = 𝐵𝑖/(𝐴𝑖 +𝐵𝑖), também com auxílio da função CodomMarker (Figura 5). 

O conjunto de marcadores com necessidade de ajustes adicionais, envolvendo a função 

CodomMarker e entrada manual das médias das normais, pode variar de um conjunto de 

indivíduos para outro. Isso porque classes fenotípicas não representadas aqui podem ser 

representadas em outras populações, facilitando a definição das classes. Ainda que possível de 

ser realizada, essas correções manuais constituem uma atividade monótona e demorada, pois 

exige avaliação gráfica dos resultados de chamada a cada nova rodada. No futuro, à medida que 

novos indivíduos são genotipados com os mesmos marcadores, seria aconselhável comparar as 

razões ao longo das diferentes rodadas e, eventualmente, determinar médias para cada uma das 

normais, procurando padronizá-las para um conjunto de dados qualquer. Isso facilitaria a 

dosagem alélica e aceleraria as decisões a serem tomadas pelos melhoristas com auxílio dos 

KASPs. 
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Figura 2 – Gráfico de dispersão das intensidades de sinal dos alelos 𝐴 e 𝐵 para 60 KASPs. As cores 
exibem a classificação fornecida pela empresa que originou os dados. ‘Branco’ significa 
que não foi adicionada amostra de DNA à reação, enquanto ‘baixo sinal’ e ‘não 
classificado’ quer dizer que os pontos não receberam qualquer uma das três possíveis 
classes pseudo-diploides, 𝐴𝐴 = 0, 𝐴𝐵 = 1 ou 𝐵𝐵 = 2 

 
Fonte: o autor. 
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Figura 3 – Classificação obtida a partir da função saveMarkerModels do pacote do R fitPoly. As cores 
referem-se às doses mais prováveis enquanto a transparência refere-se ao valor de 𝑃 
associadas às doses. Os dados foram filtrados para eliminar os ‘brancos’ e as amostras 
contendo baixo sinal. Dados perdidos (‘NA’) resultaram de falha na chamada 

 
Fonte: o autor. 
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Figura 4 – Classificação obtida a partir da função CodomMarker do pacote do R fitPoly mais ajustes 
manuais. As cores referem-se às doses mais prováveis enquanto a transparência refere-se 
ao valor de 𝑃 associadas às doses. Os dados foram filtrados para eliminar os ‘brancos’ e 
as amostras contendo baixo sinal. Dados perdidos (‘NA’) resultaram de falha na chamada 

 
Fonte: o autor. 
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Em resumo, dos 60 SNPs, três SNPs falharam em produzir sinal (snpIB00076, 

snpIB00110 e snpIB00114), e três SNPs foram considerados monomórficos (snpIB00066, 

snpIB00103 e snpIB00104). Além disso, apesar da existência de polimorfismos, outros três 

SNPs foram excluídos por apresentar uma frequência alélica mínima (do inglês, minor allele 

frequency – MAF) inferior a 10% (snpIB00087, snpIB00090 e snpIB00095). De um total de 

4794 pontos presentes na chamada final dos 51 SNPs restantes (Figura 6), observaram-se 1244 

indivíduos homozigóticos (26,0%), 3439 (71,7%) indivíduos heterozigóticos, 111 (2,3%) dados 

faltantes, incluindo ‘brancos’ e amostras contendo baixo sinal, notando-se uma melhora em 

relação aos 10,7% de dados faltantes originalmente entregues pela empresa. 

Figura 5 – Comparação de resultados da dosagem alélica usando funções do fitPoly saveMarker

Models (A), CodomMarker (B) e correção manual (C). Os marcadores snpIB00069 e 
snpIB00072 apresentaram melhores resultados a partir das funções saveMarkerModels e 
CodomMarker, respectivamente. Os marcadores snpIB00070, snpIB00074 e snpIB00094 
exigiram correção manual 

 
Fonte: o autor. 
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Figura 6 – Classificação final em classes de doses alélicas obtidas a partir do fitPoly. As cores 
referem-se às doses mais prováveis enquanto a transparência refere-se ao valor de 𝑃 
associadas às doses. Os dados foram filtrados para eliminar os ‘brancos’ e as amostras 
contendo baixo sinal. Dados perdidos (‘NA’) resultaram de falha na chamada 

 
Fonte: o autor. 
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3.2. Validação dos marcadores 

Modelos de regressão linear simples entre os valores fenotípicos e as codificações 

variadas envolvendo dosagem ou razão das intensidades alélicas foram ajustados para cada um 

dos 51 SNPs polimórficos. Dos 93 indivíduos genotipados com KASP, 86 haviam sido 

fenotipados em campo e, portanto, este foi o número máximo de amostras utilizado nas 

regressões. De acordo com a estatística F (𝑃 < 0,001), cinco, onze, sete e dois SNPs foram 

significativamente associados aos fenótipos de conteúdo de matéria seca, cor da polpa, cor da 

casca e firmeza, respectivamente (Tabela 5 e Figura 7).  

Para conteúdo de matéria seca, três marcadores localizados no gene itf03g05100 (SuSY), 

snpIB00061, snpIB00062 e snpIB00065, e um localizado no gene itf03g05110 (PSY), 

snpIB00070, foram significativamente associados ao caráter. Adicionalmente, um SNP 

localizado no gene itf03g13310 (GH33), snpIB00079, distante fisicamente do QTL-alvo, 

apresentou associação significativa. Já para cor de polpa, apenas os marcadores snpIB00065 e 

snpIB00067 no gene itf03g05100 (SuSY), e snpIB00070 no gene itf03g5110 (PSY), próximos 

ao QTL-alvo, foram significativamente associados ao caráter. Conteúdo de matéria seca 

(amido) e cor de polpa (teor de β-caroteno) são caracteres negativamente correlacionadas 

(GEMENET et al., 2020), o que, além da proximidade física entre os genes envolvidos, pode 

explicar a associação significativa de SNPs do gene não diretamente relacionado com a 

expressão do caráter.  

No caso do marcador snpIB00079, presente no gene GH33 potencialmente envolvido 

com teor de glicose, a associação positiva com teor de matéria seca pode ser devida ao balanço 

entre a quebra do amido e a produção de glicose. A hidrólise do amido libera maltose, que é 

formado por duas moléculas de glicose, e o metabolismo da maltose libera glicose nos tecidos 

(SMITH; ZEEMAN; SMITH, 2005). A manipulação genética de enzimas envolvidas no 

metabolismo de carbono em plantas também demonstrou que existe um balanço entre as 

quantidades de amido e glicose. Por exemplo, a superexpressão do regulador metabólico 

sucrose non-fermenting-1-related protein kinase-1 (SnRK1) em batatas levou a um decréscimo 

significativo no teor de glicose (17%~56%) e a um aumento no teor de amido (23%~30%) nos 

tubérculos (MCKIBBIN et al., 2006), enquanto a expressão heteróloga de uma vacuolar 

invertase de batata-doce, Ibβfruct2, diminuiu o conteúdo de amido e aumentou o teor de glicose 

em folhas de Arabidopsis (ZHANG et al., 2023). Desta maneira, a associação significativa com 

conteúdo de matéria seca de um marcador intuitivamente relacionado com teor de glicose pode 

ser devido ao crosstalk metabólico entre amido e glicose. 



36 
 

 

Interessantemente, todos os sete marcadores snpIB00077~083 do gene itf03g13310 

(GH33) e o marcador snpIB00098 do gene itf12g04100 (MYB homolog) também exibiram sinal 

significativo de associação para cor de polpa, apesar da distância em relação ao QTL-alvo. Não 

surpreendentemente, a glicose também está envolvida na biossíntese de carotenoides. Em 

plantas, os carotenoides são principalmente produzidos nos plastídios a partir dos substratos 

gerados pela via MEP (2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate). Gliceraldeído-3-fosfato e 

piruvato são os substratos iniciais da via MEP, e ambos os substratos são disponibilizados via 

glicólise (CAZZONELLI; POGSON, 2010; MOISE; AL-BABILI; WURTZEL, 2014). 

Considerando que a grande maioria dos SNPs selecionados no gene GH33 apresentaram 

associação positiva com a cor da polpa, há a possibilidade de que os teores de glicose nas raízes 

da batata-doce exercem grande influência na concentração de carotenoides na polpa através da 

regulação da disponibilidade de substratos para a biossíntese dos mesmos. 

Para cor de casca, o marcador snpIB00094 do gene itf12g04070 (MYB homolog) e todos 

os cinco marcadores snpIB00096~100 do gene itf12g04100 (MYB homolog) exibiram 

significância. Além deles, snpIB00102 do gene itf12g24270 (Orange) apresentou sinal 

significativo de associação com o caráter. Finalmente, para firmeza, apenas dois marcadores, 

snpIB00117 e snpIB00118 presentes no gene itf13g16360 (β-amylase), reportaram associação 

significativa com o caráter. O único gene cujos SNPs não apresentaram associação com 

qualquer caráter avaliado foi itf03g14590 (UDP-glucose) no QTL para teor de glicose. 

Marcadores presentes na mesma região e em elevado desequilíbrio de ligação (Figura 8) 

mostraram associações significativas para os mesmos caracteres, notadamente todos 

pertencentes ao gene itf03g13310, e a maioria dos SNPs contidos nos genes itf03g05100, 

itf03g05110, itf12g04100 e itf13g16360.  
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Tabela 5 – Marcadores KASPs com efeitos significativos (𝑃 < 0,001) para os caracteres conteúdo de 
matéria seca, cor de polpa, cor de casca e firmeza para diferentes modelos de codificação da 
informação do SNP, e seus respectivos interceptos e coeficiente de determinação (𝑅2) 

Caráter Marcador Codificação Intercepto  Efeito 𝑃  𝑅2  
Matéria seca snpIB00061 Razão 35,4237 –2,9214 6,80e–04 0,13 

  Dom. ALT 32,7515 1,4938 9,08e–04 0,12 
 snpIB00062 Dom. REF 32,7532 1,4920 6,93e–04 0,13 
 snpIB00067 Aditivo 17,1667 2,8207 3,86e–05 0,19 
  Razão 8,9089 28,3843 2,15e–04 0,15 
  Dom. ALT 34,0909 –2,8207 3,86e–05 0,19 
 snpIB00070 Aditivo 35,1489 –0,7269 5,18e–06 0,22 
  Razão 36,3361 –9,6354 1,30e–05 0,20 
 snpIB00079 Aditivo 34,7180 –0,8030 1,26e–04 0,18 
  Razão 35,5010 –7,1648 7,69e–04 0,14 
  Dom. REF 34,9053 –1,5227 6,69e–04 0,14 

Cor da polpa snpIB00065 Aditivo 1,9926 0,5439 2,33e–04 0,15 
  Razão 2,5623 3,3674 9,74e–05 0,16 
 snpIB00067 Aditivo 15,7959 –1,9413 8,71e–04 0,13 
  Dom. ALT 4,1480 1,9413 8,71e–04 0,13 
 snpIB00070 Aditivo 3,2041 0,6234 3,68e–06 0,22 
  Razão 2,1330 8,4660 5,29e–06 0,22 
 snpIB00077 Aditivo 3,5186 0,5616 6,40e–05 0,17 
  Razão 2,7118 4,0437 2,73e–05 0,19 
  Dom. REF 3,3079 1,3608 1,11e–04 0,16 
 snpIB00078 Aditivo 3,3931 0,7137 4,81e–06 0,22 
  Razão 2,4541 7,3442 1,18e–06 0,25 
  Dom. REF 3,2343 1,4290 6,38e–05 0,17 
 snpIB00079 Aditivo 3,3513 0,8916 1,90e–07 0,30 
  Razão 2,3923 8,3336 1,81e–06 0,26 
  Dom. REF 3,1968 1,6064 1,48e–05 0,22 
 snpIB00080 Aditivo 6,8944 –0,5909 1,81e–04 0,15 
  Razão 6,5003 –3,8430 8,39e–05 0,17 
 snpIB00081 Aditivo 3,3811 0,8181 1,57e–06 0,24 
  Razão 2,5111 6,3895 1,24e–06 0,24 
  Dom. REF 3,1281 1,5838 6,55e–06 0,21 
 snpIB00082 Aditivo 3,1476 0,6153 2,81e–05 0,19 
  Razão 2,3324 5,4001 1,90e–05 0,19 
 snpIB00083 Aditivo 8,2100 –0,8112 1,65e–07 0,28 
  Razão 7,5508 –5,1712 6,91e–08 0,29 
  Dom. ALT 3,0683 1,6488 4,14e–06 0,22 
 snpIB00098 Aditivo 6,7365 –0,5271 1,63e–04 0,16 
  Razão 8,7051 –5,8952 5,90e–05 0,18 

Cor da casca snpIB00094 Aditivo 8,0204 –0,8465 7,74e–13 0,46 
  Razão 9,0790 –7,1472 6,92e–14 0,49 
  Dom. ALT 2,7603 3,1947 8,99e–09 0,33 
 snpIB00096 Aditivo 9,4612 –1,8630 1,41e–05 0,20 
  Razão 12,3132 –18,3843 9,96e–09 0,33 
 snpIB00097 Aditivo 9,7664 –1,8282 1,56e–09 0,35 
  Razão 15,5357 –25,0772 5,87e–10 0,37 
 snpIB00098 Aditivo 0,8575 0,9626 1,40e–06 0,24 
  Razão –2,1276 9,9509 2,48e–06 0,23 
  Dom. ALT 6,6361 –1,8506 3,39e–04 0,14 
 snpIB00099 Aditivo 0,6729 1,5442 1,72e–10 0,39 
  Razão –4,7236 19,5749 4,99e–12 0,44 
 snpIB00100 Aditivo 2,5051 1,6692 2,52e–11 0,42 
  Razão –3,5922 25,1553 2,23e–13 0,48 
 snpIB00102 Aditivo 0,4284 0,9655 7,50e–06 0,21 
  Razão 2,0756 4,8167 1,48e–05 0,20 
  Dom. ALT 6,3798 –1,8925 5,13e–05 0,18 

Firmeza snpIB00117 Dom. REF 6,0379 –1,5328 2,99e–04 0,15 
 snpIB00118 Dom. ALT 6,1464 –1,6991 1,94e–05 0,20 

Fonte: o autor. 
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Figura 7 – Valores de 𝑃, transformados usando − log10, para os 51 KASPs testados contra quatro caracteres em população diversa de batata-doce (𝑁 = 86) 
considerando quatro modelos de codificação dos genótipos. Os coeficientes de determinação 𝑅2 a partir de modelos de regressão simples são 
expressos em gradiente de cor. Efeitos considerados significativos (𝑃 < 0,001) ficam acima da linha tracejada. Os KASPs estão agrupados de 
acordo com os genes anotados no genoma de Ipomoea trifida v.3, a partir dos quais SNPs-alvo foram selecionados 

 
Fonte: o autor. 
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As associações mais significativas foram: snpIB00067 (𝑃 = 3,9 × 10−5, 𝑅2 = 0,19 

para os modelos ‘Aditivo’ e ‘Dom. ALT), e snpIB00070 (5,2 × 10−6, 𝑅2 = 0,22 para o modelo 

‘Aditivo’) para conteúdo de matéria seca (Figura 9A); snpIB00079 (1,9 × 10−7, 𝑅2 = 0,30 

para o modelo ‘Aditivo’) e snpIB00083 (6,8 × 10−8, 𝑅2 = 0,29 para o modelo ‘Razão’) para 

cor de polpa (Figura 9B); snpIB00094 (6,9 × 10−14, 𝑅2 = 0,49 para o modelo ‘Razão’) e 

snpIB00100 (2,2 × 10−13, 𝑅2 = 0,48 para o modelo ‘Aditivo’) para cor de casca (Figura 9C); 

e snpIB00117 (3,0 × 10−4, 𝑅2 = 0,15 para o modelo ‘Dom. REF) e snpIB00118 (1,9 × 10−5, 𝑅2 = 0,20 para o modelo ‘Dom. ALT) para firmeza (Figura 9D). De modo geral, os modelos 

baseados na razão das intensidades alélicas (‘Razão’), foram semelhantes em performance para 

detectar associação quando comparados aos modelos aditivos para os SNPs significativamente 

associados a conteúdo de matéria seca, cor de polpa e cor de casca (Figura 7 e Figura 8A-C). 

Isso é interessante do ponto de vista prático, pois não haveria necessidade de realizar chamada 

de doses. Por outro lado, se o controle genético do caráter for o de dominância, a chamada de 

doses ainda se fez necessária para detectar associações – e realizar seleção assistida –, como no 

caso dos SNPs significativos para firmeza (Figura 7 e Figura 9D).  

Figura 8 – Desequilíbrio de ligação a partir das correlações ao quadrado (𝑟2) entre as dosagens alélicas 
de 51 marcadores KASP genotipados em clones de batata-doce (𝑁 = 93) 

 
Fonte: o autor. 
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Figura 9 – Regressão linear considerando quatro modelos de codificação dos genótipos para os dois 
SNPs com efeitos mais significativos para cada caráter: matéria seca (A), cor da polpa (B), 
cor da casca (C), e firmeza (D). Nos modelos ‘Dom. REF’ e ‘Dom. ALT’, os genótipos 
homozigóticos para os respectivos alelos 𝐴 e 𝐵 (classe 0) foram testados contra o conjunto 
dos demais genótipos (classe 1). Os números de indivíduos são mostrados sob cada classe 

 
Fonte: o autor. 
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Amido é o maior constituinte da matéria seca em batata-doce (WALTER Jr et al., 2000), 

sendo, portanto, teor de amido e conteúdo de matéria seca dois caracteres positivamente 

correlacionados, com valores de correlação variando entre 0,77 e 0,89 (CERVANTES-

FLORES et al., 2011; GEMENET et al., 2020; YADA et al., 2017). Não supreendentemente, 

QTLs colocalizados foram identificados para ambos os caracteres (GEMENET et al., 2020). Já 

teor de β-amilase e firmeza são dois caracteres negativamente correlacionados, com valor de 

correlação –0,40 (BANDA et al., 2021). O amido é um dos grandes contribuintes para a firmeza 

da polpa. Seu conteúdo e composição afetam o resultado final do cozimento com relação à 

maciez e textura (ALLAN et al., 2024; BANDA et al., 2021; YOON et al., 2018), o que coloca 

a β-amilase em um ponto central como proteína influenciadora na característica, ainda que não 

completamente determinante. 

Tanto conteúdo de matéria seca como firmeza são caracteres que possivelmente 

abrangem outros constituintes, uma vez que fibras, açúcares mais simples e proteínas estão 

presentes nas raízes (DE ALBUQUERQUE; SAMPAIO; DE SOUZA, 2019). Diferença entre 

os tipos de amidos também podem explicar variação na firmeza (ALLAN et al., 2024). Desse 

modo, ainda que conteúdo de matéria seca e firmeza possam estar relacionados a marcadores 

em desequilíbrio de ligação com QTLs mapeados para teor de amido e β-amilase, 

respectivamente, seria improvável conseguir explicar toda a variação dos caracteres usados 

neste estudo a partir de marcadores fortemente ligados a QTL para outros caracteres. Neste 

trabalho, não foi possível estudar a associação dos marcadores em relação teor de amido ou β-

amilase em função da indisponibilidade dos mesmos. 

Já teor de β-caroteno e cor de polpa são caracteres altamente correlacionados em batata-

doce, com valores de correlação próximos a 0,90 (GEMENET et al., 2020). Ou seja, na ausência 

de segregação para teor de antocianina, a cor da polpa é majoritariamente determinada pelo teor 

de β-caroteno. Já no caso da cor da casca, pouco se sabia até o momento sobre correlação com 

outros caracteres. Ao que parece, carotenoides e, sobretudo, antocianina acumuladas na casca 

são responsáveis pela explicação na variação de cor de casca em batata-doce (DRAPAL et al., 

2019).  

No caso dos SNPs significativos para caracteres não relacionados ao QTL-alvo, em vez 

de interpretar eventuais associações como artefatos originados em função de problemas 

relacionados a amostragem, por exemplo, é possível estabelecer algumas hipóteses biológicas 

para explicar tais associações. SNPs relacionados a região originalmente designada ao controle 

para teor de glicose, presentes no gene GH33 (itf03g13310) e que apresentaram associação 

tanto para matéria seca (snpIB00079) como para cor da polpa (snpIB00077~083), podem ser 
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entendidos como capturando efeitos da partição de carbono – ora para carboidratos simples ou 

complexos ora para carotenoides –, comum a todos esses caracteres. Para o caso do gene 

Orange (itf12g24270), previamente mapeado para cor de polpa, pode-se especular que o 

marcador snpIB00102, significativo para cor de casca, esteja indicando que β-caroteno 

produzido e armazenado na polpa contribui, também, para variação observada na cor da casca. 

A ausência de prévia identificação de QTLs nessas regiões pode ser explicada pela menor 

diversidade nas populações de mapeamento (biparentais) empregadas nos estudos anteriores 

quando comparada à diversidade da população de validação (multiparental) utilizada neste 

estudo. 

Investigando se regressão linear múltipla, ou seja, a combinação da informação de mais 

de um marcador testado sob codificações aditivas e dominantes, representaria um acréscimo 

significativo em termos de explicação da variação para cada caráter, procedeu-se com a seleção 

stepwise das variáveis. A análise retornou seis, cinco, seis e dois marcadores como variáveis 

explicativas da variação para os caracteres conteúdo de matéria seca, cor de polpa, cor de casca 

e firmeza, respectivamente (Tabela 6). A etapa de seleção stepwise considerou 𝐵𝐼𝐶 como 

critério para seleção de marcadores, e quando os modelos foram ajustados com a função lm do 

R, a significância poderia entrar em desacordo com essa seleção, como, de fato, foi observado. 

Além disso, o tamanho amostral pode ter afetado a seleção das variáveis. Para a etapa de 

seleção, restringiu-se ao conjunto de todos os marcadores com dados completos, após 

eliminação de daqueles com mais de 15% de dados perdidos. Já para o ajuste final usando lm, 

apenas os dados perdidos para os marcadores selecionados foram eliminados. 

Para conteúdo de matéria seca e firmeza, marcadores sob codificação aditiva 

(snpIB00070, 067, 105) foram selecionados, além daqueles sob codificação dominante 

(snpIB00119, 107, 100), sendo snpIB00100 e snpIB00105 não-significativos (𝑃 > 0,05) após 

ajuste final do modelo de regressão linear múltipla. Já para cor de polpa (snpIB00079, 068, 071, 

098, 085) e cor de casca (snpIB00099, 094, 097, 102, 065, 078), apenas marcadores com 

codificação aditiva foram selecionados, sendo snpIB00099 não-significativo (𝑃 > 0,05) após 

ajuste final do modelo. No caso de firmeza, apenas o marcador com codificação dominante 

(snpIB00117) foi significativo quando modelado conjuntamente com um de codificação aditiva 

(snpIB00101), não significativo (𝑃 > 0,05). Os respectivos valores de 𝑅2 múltiplo (e 𝑅𝑎𝑗2  

múltiplo ajustado) foram 0,46 (e 0,42) para conteúdo de matéria seca, 0,52 (e 0,48) para cor de 

polpa, 0,73 (e 0,71) para cor de casca, e 0,17 (e 0,15) para firmeza. Ou seja, houve acréscimo 

importante da explicação da variação total pelos marcadores para todos os caracteres exceto 
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firmeza. Esse resultado implicaria, portanto, na necessidade de genotipar mais de um único 

SNP para seleção dos caracteres conteúdo de matéria seca, cor da polpa e cor da casca.  

Esse acréscimo na explicação da variação total faz sentido no contexto de espécies 

autopoliploides como a batata-doce, já que a informação bialélica do SNP pode ser 

relativamente limitada quando comparada à variação multialélica que um gene segregando na 

progênie pode exibir. Para aplicações em SAM, idealmente, um dos alelos dos SNPs deveria 

marcar inequivocadamente o(s) haplótipo(s) responsável(is) pela característica desejada. Ainda 

que isso possa ser eventualmente alcançado em espécies diploides com alguma facilidade, o 

mesmo pode não ser verdadeiro em espécies poliploides. Em estudos futuros, uma forma de 

direcionar alelos de SNP aos haplótipos específicos seria estudar a variação existente em 

populações multiparentais, em vez de biparentais, como frequentemente ocorreu nos estudos 

de descoberta de QTL que originaram as regiões-alvo neste trabalho. 

  

 Tabela 6 – Estimativas dos interceptos, efeitos e valores de 𝑃 associados com marcadores KASP 
combinados em modelos de regressão linear múltipla para cada caráter, e seus respectivos 
coeficientes de determinação múltiplo (𝑅2) e múltiplo ajustado (𝑅𝑎𝑗2 ). Os SNPs foram 
selecionados a partir de procedimento stepwise utilizando critério de informação Bayesiano 
e a significância foi expressa como ***𝑃 < 0,001, **𝑃 < 0,01 e *𝑃 < 0,05 

Caráter Marcador Codificação Intercepto Efeito 𝑃   𝑅2  𝑅𝑎𝑗2   

Matéria seca snpIB00070 Aditivo 23,5422 –0,6040 3,52e–05 *** 0,46 0,42 
 snpIB00067 Aditivo  2,0393 1,04e–03 **   
 snpIB00119 Dom. ALT  2,1829 3,21e–03 **   
 snpIB00107 Dom. REF  –1,8437 8,02e–03 **   
 snpIB00105 Aditivo  –0,4502 6,20e–02    
 snpIB00100 Dom. REF  –0,8307 1,19e–01    
Cor de polpa snpIB00079 Aditivo 6,0324 0,6061 1,55e–04 *** 0,52 0,48 
 snpIB00068 Aditivo  0,5089 2,47e–05 ***   
 snpIB00071 Aditivo  –0,5293 1,18e–03 **   
 snpIB00098 Aditivo  –0,2817 1,74e–02 *   
 snpIB00085 Aditivo  –0,2754 2,06e–02 *   
Cor de casca snpIB00099 Aditivo 4,3415 0,2906 1,89e–01  0,73 0,71 
 snpIB00094 Aditivo  –0,5421 1,42e–07 ***   
 snpIB00097 Aditivo  –1,0327 3,50e–05 ***   
 snpIB00102 Aditivo  0,4933 4,43e–04 ***   
 snpIB00065 Aditivo  0,5564 1,23e–04 ***   
 snpIB00078 Aditivo  –0,4019 9,09e–03 **   
Firmeza snpIB00117 Dom. REF 5,1826 –1,6380 1,58e–04 *** 0,17 0,15 
 snpIB00101 Aditivo  0,2036 1,60e–01    
 Fonte: o autor. 
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4. CONCLUSÕES 

O objetivo básico no melhoramento é o desenvolvimento de cultivares de plantas mais 

produtivas com características desejáveis, constituindo um processo trabalhoso e demorado. A 

utilização de marcadores muito próximos a genes controlando caracteres de interesse permite 

acelerar a seleção de características desejadas, sobretudo oligogênicas e de alta herdabilidade, 

já que apenas DNA é necessário para a tomada de decisão (COLLARD; MACKILL, 2007). O 

uso de marcadores SNP na seleção assistida por marcadores permite que os melhoristas pré-

selecionem genótipos que combinem características desejadas para subsequente avaliação de 

campo e rastreiem populações segregantes rapidamente, otimizando tempo e recursos quando 

da fenotipagem de caracteres de produção (COLLARD; MACKILL, 2007). Em batata-doce, 

espera-se que a SAM auxilie na redução de custos e aumente a eficácia e a precisão na seleção 

de cultivares promissoras na substituição de variedades locais que não contemplem 

características importantes para segurança alimentar e nutricional. De fato, os marcadores 

validados podem ser usados para selecionar as características do estudo simultaneamente e 

espera-se que abordem os desafios associados à deficiência de vitamina A e à maior procura 

por variedades com maior teor de matéria seca.  

Neste trabalho, foi possível validar um conjunto de marcadores KASP que podem ser 

aplicados na SAM, facilitando o desenvolvimento de novas cultivares de batata-doce. Os SNPs 

selecionados aqui são promissores por (i) estarem associados a genes putativos relacionados 

aos caracteres de interesse, (ii) terem sido obtidos a partir de mapas de ligação densos, (iii) 

terem sido utilizados métodos para obtenção das dosagens, e (iv) terem sido testados contra 

painel com diversidade superior e diferente daquelas populações das quais foram obtidos. No 

entanto, eventuais dificuldades na obtenção das doses e necessidade de ajustes manuais podem 

dificultar a tomada de decisão na imediatez que um programa de melhoramento necessita, e isto 

precisa ser revisitado com novas metodologias de obtenção das doses ou aprimoramento 

daquelas existentes. Os marcadores com efeito aditivo, para os quais a razão entre os sinais dos 

alelos pode ser empregada, facilitará sua utilização pelos melhoristas, uma vez que a etapa de 

dosagem alélica pode ser eliminada. No entanto, essa abordagem não captura associações no 

caso de controle genético dominante, como, possivelmente, no caso da firmeza. Os SNPs com 

maiores associações explicam parcial e significativamente a variação fenotípica de caracteres 

de interesse, e podem ser utilizadas para a aplicação imediata da SAM para o melhoramento 

genético desses caracteres.  
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