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RESUMO

ROCHA, E. A. Caracterizagdo molecular de cultivares de batata (solanum
tuberosum L.) utilizando marcadores RAPD e SSR. 2008. 87p. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia/Biotecnologia Vegetal) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.'

A introdu¢do de novas cultivares de batata (Solanum tuberosum L.) tem sido
uma estratégia adotada para aumentar a produtividade desta cultura. A batata
apresenta base genética estreita, o que dificulta a identificacdo das cultivares por
meio de marcadores morfologicos. Assim, ha necessidade constante de utilizar
métodos que possam identificar tais cultivares e avaliar a variabilidade genética
em seu germoplasma. Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a
divergéncia genética e identificar cultivares de batata por meio de marcadores
RAPD e SSR. Foram avaliadas 16 cultivares, fornecidas pela Empresa
Multiplanta Tecnologia Vegetal Ltda. O DNA genomico foi amplificado com
primers RAPD e com pares de primers SSR e os respectivos fragmentos gerados
foram analisados por eletroforese em géis de agarose ou poliacrilamida,
dependendo do marcador. As distancias genéticas foram obtidas pelo coeficiente
de Jaccard e os agrupamentos foram realizados pelo método UPGMA.
Adicionalmente, foram calculados os valores de PIC para os primers RAPD ¢
SSR utilizados. Os 25 primers RAPD geraram 92 bandas polimorficas e os 20
pares de primers SSR produziram 136 bandas polimorficas, que foram
suficientes para estabelecer a similaridade genética entre as cultivares em estudo.
A analise de agrupamento produziu os dendogramas que permitiram uma
distingdo genética das cultivares. Os valores de PIC demonstraram o alto
contetdo informativo dos primers RAPD e SSR e, com a utilizacdo de 6 primers
RAPD e de 3 primers SSR, foi possivel identificar todas as 16 cultivares
analisadas neste estudo. Os marcadores RAPD e¢ SSR foram adequados para
estudos de diversidade genética e para a caracterizagdo das cultivares de batata,
confirmando o potencial das técnicas na analise de fingerprinting e na
caracterizacdo genética de cultivares de batata.

! Comité Orientador: Prof. Luciano Vilela Paiva — UFLA (Orientador), Claudia
Teixeira Guimaraes — Embrapa Milho e Sorgo (Co-orientador).
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ABSTRACT

ROCHA, E. A. Molecular characterization of potato cultivars (solanum
tuberosum L.) using RAPD and SSR markers. 2008. 87p. Dissertation (Master
Program in Agronomy/Plant Biotecnology) — Federal University of Lavras,
Minas Gerais, Brazil.”

The introduction of new cultivars of potato (Solanum tuberosum L.) has been an
adopted strategy to increase the productivity of this culture. Potato presents
narrow genetic base, what makes the identification of their cultivars using
morphologic markers difficult. Thus, it is necessary to use methods that can
identify them and evaluate their genetic variability in its germoplasm. This work
was carried out to evaluate the genetic divergence and to identify potato
cultivars, using RAPD and SSR markers. A total of 16 cultivars were evaluated,
supplied by the Multiplanta Vegetal Technology Ltda company. The genomic
DNA was amplified with RAPD primer and with pairs of SSR primers.The
generated fragments were analyzed by agarose or polyacrylamide gel
electrophoresis, depending on the marker. The genetic distances were gotten by
Jaccard coefficient and the groupings were carried out using UPGMA method.
Additionally, the values of PIC were calculated for used RAPD and SSR
primers. The 25 RAPD primers generated 92 polymorphic bands and the 20
pairs of SSR primers produced 136 polymorphic bands, which were enough to
establish the genetic similarity among studied cultivars. The grouping analysis
produced the dendrograms that allowed a genetic distinction of cultivars. The
values of PIC demonstrated high informative content of RAPD and SSR primers
and, with the use of 6 RAPD and 3 SSR primers, it was possible to identify all
the 16 analyzed cultivars. RAPD and SSR markers were adjusted for genetic
diversity studies and the characterization of potato cultivars, confirming the
potential of the techniques in the analysis of fingerprinting in the genetic
characterization of potato cultivars.

? Guidance Committee: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Adviser), Claudia
Teixeira Guimaraes — Embrapa Milho e Sorgo (Co-Adviser).
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1 INTRODUCAO

A introdugdo de novas cultivares de batata (Solanum tuberosum L.) tem
sido uma importante estratégia adotada para aumentar a produtividade da
cultura, uma vez que ¢ a quarta fonte de alimento da humanidade, apos arroz,
trigo e milho. E cultivada em todo o mundo e, em alguns paises, o seu consumo
esta em torno de 75-95 kg per capita/ano (Fontes, 2005).

Hoje, ha mais de 7.500 diferentes variedades de batata que s@o
produzidas em todo o mundo (Hamester & Hills, 2003). Entretanto, devido aos
processos de melhoramento associados ao processo de cruzamento por
autofecundacdo, a batata apresenta uma base genética estreita, o que dificulta a
sua identificacdo por meio de marcadores morfologicos.

Diante disso, ha a necessidade constante de utilizar métodos confiaveis
que possam identificar corretamente tais cultivares e avaliar a divergéncia
genética em seu germoplasma. Como alternativa, os avancos nas técnicas
moleculares tém possibilitado o estudo da variabilidade genética no DNA, o que
tem proporcionado um aumento significativo na precisdo para avaliar a
diversidade genética e a identificacdo de cultivares.

Dessa forma, a habilidade para discriminar e identificar clones e
cultivares de batata tem aplicagdo na pesquisa e nos programas de
melhoramento. O conhecimento da diversidade genética entre gendtipos permite
a organizagdo da variabilidade desses materiais, auxiliando a selecdo de
progenitores e potencializando a obtengao de ganhos genéticos. A caracterizagdo
da diversidade genética também tem sido importante para a certificacdo de
batata sementes e comercializagdo do tubérculo (Ford & Taylor, 1997), bem
como para avaliar os direitos da propriedade intelectual e de marcas registradas

(Coombs et al., 2004).



Atualmente, os marcadores moleculares tém se destacado como as
principais ferramentas em estudos de diversidade genética, de localizagdo de
genes de interesse econdmico e na constru¢do de mapas genéticos (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Assim, por apresentarem alta resolugdo e confiabilidade
para a identificagdo de cultivares, esses marcadores sdo aplicados também na
caracterizacdo genética em batatas (Ford & Taylor, 1997; Schneider & Douches,
1997).

Dentre os varios marcadores moleculares, os mais utilizados para batata
tém sido o fragmento de DNA amplificado ao acaso (RAPD) e o microssatélite
ou seqiiéncia simples repetida (SSR) (Demeke et al., 1996). Os marcadores
RAPD apresentam como vantagem a capacidade de detectar polimorfismo de
modo simples e rapido, enquanto que os marcadores microssatélites apresentam
alta reprodutibilidade, sdo bem distribuidos dentro do genoma e possuem
elevada informatividade genética.

Diante disso, este trabalho foi realizado com o objetivo de identificar e
avaliar a divergéncia genética entre 16 cultivares de batatas francesas, que estdo
sendo disponibilizadas aos bataticultores brasileiros, ¢ ndo francesas, por meio

de marcadores RAPD e SSR.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 [Espécie em estudo

2.1.1 Origem
A batata (Solanum tuberosum L.) é originada dos Andes, proximo a

fronteira entre o Peru e a Bolivia, onde ¢ cultivada desde a antiguidade. No
processo de dispersao, foi levada para a Europa, sendo introduzida na Espanha e
na Inglaterra nos anos de 1570 e 1588, respectivamente. Da Europa, a batata foi
levada para a América do Norte, a Africa do Sul e a Australia, no inicio do
século XVIII, s6 chegando ao Brasil no final do século XIX (Fedalto, 1982;
Hawkes, 1994).

A Dbatata pertence a familia Solanaceae, ao género Solanum e tem
nimero basico de cromossomos igual a 12. Porém, ha espécies com diversos
graus de ploidia, variando de dipldide (2n = 24) a hexaploide (2n = 72). A
espécie Solanum tuberosum ¢ tetraploide e a mais cultivada. A partir dela, foram
diferenciadas as subespécies tuberosum e andigena, das quais a Solanum

tuberosum spp tuberosum se tornou o alimento universal (Fontes, 2005).

2.1.2 Aspectos botanicos
A batateira ¢ uma planta herbacea, dicotiledonea, anual, que possui raiz,

caule aéreo, caule subterraneo (estolon e tubérculo), folha e flores hermafroditas
de coloragdo branca, arroxeada ou rosada. Normalmente, sdo autopolinizadas,
embora possam apresentar polinizacdo cruzada, as vezes em nivel bastante
elevado (Filgueiras, 2003).

O tubérculo ¢ a ponta entumescida do caule subterrdneo, na qual sao
acumuladas substancias de reserva ¢ a forma de reproducdo e a parte comercial
da planta. Cerca de 77% do tubérculo ¢ constituido de agua e 19%-20% de

carboidratos, dos quais destacam-se amido, aglicares ndo redutores (sacarose) e



redutores (glicose e frutose), celulose, pectinas e gomas. Também se encontram
proteinas e vitaminas, minerais, glicoalcaloides e lipideos (Fontes, 2005).

As caracteristicas dos tubérculos ¢ que determinam sua aceitagdo por
parte do consumidor, principalmente as externas, como coloragdo da pelicula
externa, da polpa e o formato se alongado ou arredondado. O consumidor
brasileiro ¢ considerado, por observadores externos, um dos mais exigentes

quanto ao aspecto do tubérculo (Filgueiras, 2003).

2.1.3 Importancia econbmica da batata
Nos tultimos 10 anos, a producdo mundial de batata, nos paises em

desenvolvimento, particularmente na Asia, teve aumento de 4,5% na média
anual, superando em crescimento a producdo de muitos outros produtos
alimentares importantes.

A cultura da batata ocupa a quarta posi¢do, em importancia economica
no mundo, com producdo anual de 323 milhdes de toneladas. A Asia é a maior
regido produtora (41,24%), seguida da Europa (40,97%), América do Norte
(7,4%), Africa (4,8%) e América do Sul (4,3%). Em relagdo aos paises, a China
¢ o maior produtor, com 70 milhdes de toneladas, seguida da Rissia, India,
Estados Unidos e Ucrania, com producdes de 38,5; 24; 19,4 ¢ 19,7 milhdes de
toneladas, respectivamente. Na América do Sul, o Peru tem a maior producdo
anual (3,3 milhdes de toneladas), seguido de perto pelo Brasil, com,
aproximadamente, trés milhdes de toneladas e pela Argentina, com 2,4 milhoes
de toneladas (FAO, 2007).

O Brasil possui elevado potencial edafoclimatico para o cultivo da batata
que, em geral, € produzida com alto nivel tecnologico. Em 2006, a producao foi
de 3,137 milhdes de toneladas em uma area de 140,7 mil hectares, colocando o
Brasil como 12° maior produtor em cultivo de batata. Os estados de Minas
Gerais (30%), Parana (26%), Sao Paulo (20%) e Rio Grande do Sul (13%) sao

responsaveis pela maior parte da producdo nacional (Agrianual, 2006). Nos



ultimos 15 anos, a produgdo de batata por hectare cresceu, em média, 5% ao ano,
aumentando assim a producdo média de 14 a 22 toneladas por hectare (FAO,

2007).

2.2 Cultivares estudadas
Agata — tem origem em Geerstsema Zaden B.V., Paises Baixos, descrita

no catalogo francés, em 1990, como resultado do cruzamento entre ‘BM 52.72°
e ‘Sirco’. Caracteristicas morfologicas: gema de cor vermelho-violeta e flores
brancas; apresentam tubérculos ovais de casca amarela e predominantemente
lisa, polpa de cor amarelo-clara e olhos superficiais. Sua maturagdo ¢ precoce a
semiprecoce, apresenta alto rendimento e baixo teor de matéria seca, ¢ bastante
consistente ¢ de cor firme quando cozida. Quanto a doengas, essa cultivar ¢
susceptivel a Phytophthora das folhas, pouco susceptivel ao virus Y, imune ao
cancro ¢ resistente ao patotipo A da Globodera rostechiensis (nematoide
dourado). Essa cultivar ¢ selecionada para consumo, pelo cozimento, no uso

doméstico.

Asterix — desenvolvida pela empresa HZPC, Paises Baixos, por meio do
cruzamento entre ‘Cardinal’ e ‘SVP Ve 709°. Quanto as caracteristicas
morfologicas, possui gemas e flores de cor vermelho-violeta, apresenta um alto
rendimento de tubérculos de tamanho moderado, ovais-alongados, olhos
superficiais, pele de cor vermelha e polpa amarela. E resistente ao nematéide
dourado, imune ao coragdo oco, tem boa resisténcia ao virus A, X e Y, possui
resisténcia moderada a sarna comum e & requeima. E uma variedade facil de
plantar e boa para ser armazenada; tem 6timo sabor e ¢ excelente para ser usada
no processamento de pré-fritas congeladas (todas as grandes industrias
holandesas utilizam essa cultivar). E a variedade cujo cultivo mais cresceu na

Europa, nos ultimos anos. Por seu alto teor de matéria seca, apresenta boas



caracteristicas, tanto para o cozimento quanto para fritura, sendo bastante

utilizada industrialmente na fabricacao de french fries (pré-fritas congeladas).

Atlantic — desenvolvida no Maine Department Agriculture, Estados
Unidos (1978), a partir do cruzamento entre ‘B 5141-6 (Lenape)’ e ‘Wauseon’.
Em relagdo aos caracteres descritivos, essa cultivar possui tubérculos com
formato oval-arredondado, pelicula branca, meio aspera, olhos e insercdo de
estolho meio-profundo e polpa branca. E uma planta de médio a alto porte, com
folhas verdes brilhantes, flores e gema vermelho-violeta. Quanto as doengas, sdo
muito susceptiveis a requeima, ao virus Y e a murchadeira e pouco susceptivel a
sarna comum. Quanto a sua utilidade, ¢ especifica para processamento na forma

de rodelas fritas (chips), de produgdo industrial.

Casteline — originada na Bretagne Plants, Franga, descrita no catalogo
francés em 2001, como resultado do cruzamento entre ‘Safrane’ e ‘85F276.5°.
Como caracteristicas morfoldgicas, possui maturagao precoce, os tubérculos
apresentam formato oval alongado, olhos pouco profundos, pele amarela palida;
¢ planta de porte médio, com bastante folhas de cor verdeclara, semi-brilhante a
brilhante e de largura média. O caule ndo possui pigmentagdo. Também
apresenta floragdo abundante, com flores brancas e gema de cor vermelho-
violeta. Quanto a sensibilidade a doengas, essa cultivar ¢ sensivel ao mildio da
folha, ao mildio do tubérculo, ao enrolamento e aos virus X, Y e A, sendo
resistente ao Nematoide RO 1-4. Quanto a sua utilidade, é recomendada para o

cozimento no uso doméstico.

Chipie — desenvolvida pela Station de Recherche du Comite Nord,
Franca e catalogada em 2001, como resultado do cruzamento entre ‘Pilgrin’ e
‘(Saturna x Pentland Dell)’. Como caracteristicas morfolégicas apresentam

tubérculos com formato alongado, cor da pele e da polpa amarelo-clara, flores



brancas ¢ gemas vermelho-violetaz. Em relacdo as doengas possuem resisténcia
ao virus X e A, pouca resisténcia ao virus Y e a doengas fingicas, como a

requeima. Foram melhoradas para o uso industrial na forma de chips e palha.

Colorado — desenvolvida pela Station de Recherche du Comité Nord et
G.L.P.T. (Le Groupement Interprofessionnel pour la valorisation de la Pomme de
Terre), Franga, e catalogada em 2002, como resultado do cruzamento entre
‘Toridon’ e ‘(Desiree x Pentland Dell)’. Apresenta tubérculos com formato oval
alongado, cor da pele vermelho-fosca e da polpa amarelo-clara. E, ainda, flores e
gemas vermelho-violetas. Quanto a doengas, sdo sensiveis ao virus X ¢ A e
possuem resisténcia média ao virus Y e resisténcia alta as doengas fungicas. E

usada na industria, na forma de pré-fritura e congelamento.

Cupido - desenvolvida em Meijer Seedpotoes & Research B.V., Paises
Baixos, gerada a partir do cruzamento entre ‘W 72-22-496° ¢ ‘Estima’.
Apresenta tubérculo oval alongado, pele amarela e polpa amarelo-clara. Esta
cultivar é susceptivel a requeima (Phitophthora infestans) e a pinta-preta
(Altenaria solani), e bastante susceptivel a podriddo-seca, provocada por
Fusarim sp. e Erwinia sp. Possui, ainda, alta resisténcia ao enrolamento (PLRV),
ao mosaico (PVY), a verruga (Synchytrium endobioticum) e ao nematoide do
cisto patotipo A. E uma batata utilizada para mesa, de excelente sabor, textura
firme e sem coloracdo quando cozida. No entanto, ndo ¢ utilizada para fritura,

devido ao alto teor de agucares redutores.

Eden — desenvolvida pela Bretagne Plants, Franga, catalogada em 2000,
como resultado do cruzamento entre ‘Eole’ e ‘Pentland Dell’. Como
caracteristicas descritivas, apresenta tubérculos grandes com formato alongado,
olhos profundos, pele e polpa amareladas, gema violeta-azulada, com pilosidade

média a forte. A planta ¢ de médio porte, o caule ndo possui pigmentacao, as



folhas tém coloragdo verde médio, sdo semibrilhantes e sdo de largura média.
Apresenta floracdo baixa, com formagdo de flores brancas. Quanto a
susceptibilidade a doengas, € resistente ao virus X ¢ A e ao nematoide RO 1-4,
possui sensibilidade ao mildio da folha, ao mildio do tubérculo e ao virus do
enrolamento. Quanto ao consumo, ¢ utilizada para mesa, podendo ser cozida ou

frita.

Emeraude — desenvolvida na Franca, pela Bretagne Plants, a partir do
cruzamento entre ‘Estima’ e ‘INRA 75.36.45’. Quanto as caracteristicas
morfologicas, apresenta tubérculos bastante numerosos e muito grandes, com
formato oval alongado, regular, olhos muito superficiais, pele e polpa amarelada,
gemas vermelho-violetas e com pilosidade fraca. A planta é de grande porte, do
tipo arbustivo. Os caules possuem pigmentacdo fraca, as folhas sdo verde-claras
a verde-escuras e a floragdo é razoavelmente abundante, com flores vermelhas.
Quanto a susceptibilidade a doengas, essa cultivar apresenta resisténcia média ao
virus Y, ao virus do enrolamento ¢ a doencas fungicas, como a requeima.

Quanto ao consumo, ¢ utilizada para cozimento e fritura, no uso doméstico.

Floriane — originada a partir do cruzamento entre os parentais
‘85K102.4° e ‘Europa’, pela Bretagne Plants, Franca e catalogada em 2001.
Quanto as caracteristicas morfologicas apresenta tubérculos oval-alongados,
olhos pouco profundos, pele amarela e polpa amarela palida. A gema ¢
vermelho-violeta com pilosidade forte. A planta ¢ de porte médio com caule sem
pigmentagdo e folhas verde-médio a escuro, semibrilhantes a brilhantes. Possui
floragao abundante, com flores vermelho-violetas. Quanto as doengas, essa
cultivar apresenta resisténcia ao virus X ¢ A e sensibilidade ao mildio da folha,
ao mildio do tubérculo, a sarna comum, ao virus Y e ao nematdéide RO 1-4.

Quanto a utilizagdo, é recomendada para uso doméstico, por meio de cozimento.



Florice — originou-se na Station de Recherche du Comite Nord, Franga,
a partir dos parentais ‘Fanette’ e ‘INRA 72.68.5". Foi catalogada em 2001.
Quanto as caracteristicas morfologicas, apresenta flores e gemas violeta,
tubérculos com formato oval, pele e polpa de cor amarelo-clara. Em relagdo as
doengas, apresenta resisténcia média ao virus Y e a requeima. Sao indicadas para

0 uso doméstico para serem cozidas.

Isabel — originada na Grocep, Franga (1999), por meio dos parentais
‘Nicola” e ‘Tenor’. Quanto as caracteristicas morfologicas, essa cultivar
apresenta tubérculo oval-alongado, olhos pouco profundos, pele amarela e polpa
amarela-escura. A gema ¢ vermelho-violeta, com pilosidade média e as flores
sdo brancas. A planta ¢ de médio porte, com auséncia de pigmentagao do caule e
folhas verde-médio a escuro e brilhantes. Apresenta, ainda, floragdo abundante
com flores brancas. Quanto a doengas, esta cultivar apresenta sensibilidade ao
mildio da folha, ao virus A e Y e ao virus do enrolamento, sendo resistente ao
virus X e ao nematdide RO 1-4. Quanto ao consumo, é recomendada para uso

doméstico, por meio de cozimento.

Monalisa — desenvolvida pela empresa H.Z.P.C., Paises Baixos, por
meio dos parentais ‘Bierma A 1287° e ‘Colmo’, catalogada em 1982. Os
tubérculos apresentam formato grande e alongado. A gema ¢ vermelho-violeta,
olhos superficiais e pouco sensiveis ao azulamento. Apresenta floracdo
abundante, com flores brancas. E bastante susceptivel a fitoftora dos tubérculos,
pouco susceptivel ao virus Y e ao virus do enrolamento e resistente ao virus A e
ao cancro. Apresenta baixo teor de matéria seca. Trata-se de uma batata indicada

para mesa, apresentando alta qualidade para o cozimento.

Mondial - originada na D. Biemond, Paises Baixos (1987), a partir dos

parentais ‘Spunta’ e ‘SVP Ve 66.29.5°. Os tubérculos sdo grandes, com formato



oval-alongado, possui olhos superficiais, gema vermelho-violeta e flores
brancas. Quanto a doengas, essa cultivar é bastante susceptivel a Phytophthora
das folhas e ao virus do enrolamento, pouco susceptivel a Phytophthora dos
tubérculos e ao virus Yn. E imune aos virus A e X e ao cancro e, ainda,
resistente ao patotipo A da Globodera rostochiensis (nematédeo dourado).

Batata indicada para mesa, apresentando boa qualidade para o cozimento.

Naturela — desenvolvida pela Bretagne Plants, Franca, a partir dos
parentais ‘Sirco’ e ‘Pentland Squire’ e catalogada em 1998. Apresenta
maturagdo de média a semilonga. Como caracteristicas morfologicas, apresenta
tubérculo oval-alongado, olhos pouco profundos, pele amarela, polpa amarelo-
clara, gema com coloracdo vermelha a lilas e formato ovalado. O caule nao
possui pigmentagdo, as folhas sdo verdes, opocas a semibrilhantes. Possui,
ainda, floragdo abundante, com flores brancas e botdo floral ndo pigmentado.
Quanto a doengas, essa cultivar apresenta sensibilidade aos virus X, Y e A e ¢
pouco sensivel ao enrolamento. Quanto a utilidade, é indicada para o uso

doméstico por meio da fritura e do cozimento.

Oceania — desenvolvida na Franga, pela Bretagne Plants et Coopagri,
por meio do cruzamento entre ‘Astarte’ e ‘Thomana’. Quanto as caracteristicas
morfologicas, essa cultivar possui tubérculo oval a arredondado, muito regular,
olhos bastante superficiais, pele e polpa amarela. As gemas e as flores sdo
vermelho-violetas. Quanto a utilidade, sdo recomendadas para uso industrial, na
forma de chips e batata palha.

Todas as informagdes sobre as cultivares de batata presente neste estudo
foram obtidas pela Plant de Pomme de Terre (2007), disponibilizadas no
enderego http://www.plantdepommedeterre.org/2007.
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2.3 ldentificacdo de cultivares
A caracterizagdo de cultivares pode se basear nas diferencas de

morfologia ou ser feita a partir das moléculas de proteinas ou de DNA, as quais
sdo comumente denominadas de diferengas moleculares (Conti, 2002a). A
identificacdo de cultivares tem sido utilizada com os propositos de detectar
rotulagens incorretas de cultivares comercializadas (Kunihisa et al., 2003) e de
protecdo de cultivares (Rajapakes et al., 1992; Staub & Meglic, 1993).

Para o registro e a protegdo de cultivares sdo necessarias informagoes
sobre a identidade genética de cada cultivar, o que corresponde ao conjunto de
caracteristicas fenotipicas e genotipicas, as quais diferenciam uma cultivar das
demais (Brasil, 1997). No caso de cultivares de espécies de base genética
estreita, para se provar que determinada cultivar ¢ Unica, as informagdes
genotipicas sdo mais adequadas e precisas do que apenas informagdes
fenotipicas como os marcadores morfologicos (Vieira, 2004).

A aprovagdo da Lei de Protecdo de Cultivares (Lei N° 9.456 de 25 de
abril de 1997, do Ministério da Agricultura ¢ do Abastecimento) estimulou o uso
de técnicas que possam garantir uma identificagdo precisa das cultivares de
plantas, assegurando, dessa forma, a propriedade intelectual do material genético
desenvolvido (Brasil, 1997). Segundo a nova lei de sementes, a qual foi
implementada em agosto de 2003, uma cultivar, para ser protegida, deve ser
registrada ¢ submetida ao teste de distinguibilidade, homogeneidade e
estabilidade, também denominado teste de DHE (Brasil, 2003). Esse teste
consiste na avaliacdo de uma série de caracteristicas morfoldgicas nos diferentes
estagios de desenvolvimento da planta. Tais caracteristicas, denominadas
descritores minimos, sdo especificas para cada espécie e recomendadas pelo
Servico Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC).

Para a batata, os descritores minimos considerados pelo SNPC sdo:

formato, coloragdo da base, intensidade de coloragdo da base, pubescéncia da
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base, aspecto do apice, intensidade de primordios radiculares e comprimento da
protecdo lateral do broto, tipo de planta em relagdo a folhagem, habito de
crescimento, pigmentagdo da haste e asas (ausente, retas, onduladas ou dentadas)
da planta. Quanto as folhas, inser¢do, fechamento e pigmentagdo na nervura
principal; tamanho, largura, coalescéncia e ondulagao das bordas dos foliolos e
freqiiéncia de foliolos secundarios; em relagdo a inflorescéncia, deve-se
determinar freqiiéncia de flores, comprimento e pigmentagdo do pendunculo
floral, coloragdo da parte interna da corola, intensidade de pigmentacdo na parte
interna da corola em flores coloridas e pigmentacdo da parte externa da corola
em flores brancas. Devem-se informar, ainda, a freqiiéncia de frutos, o ciclo
reprodutivo; em relagdo aos tubérculos, devem-se informar o formato (100 x
comprimento/largura), a profundidade dos olhos, a aspereza da pelicula, a cor da
pelicula, a cor da polpa e o esverdeamento dos tubérculos (Brasil, 2007),
diponibilizado no endereco http://www.agricultura.gov.br/2007.

Estes descritores sdo futeis, mas ndo correspondem ao critério
estabilidade, uma vez que sofrem influéncia do meio ambiente e, além disso, sdo
necessarios maior espago fisico e tempo para as avaliagdes (Vieira, 2004).
Diante disso, nota-se a importancia da obten¢do de marcadores mais estaveis
para fins de caracterizagdo e posterior registro e prote¢dao de cultivares. Segundo
Ferreira ¢ Grattapaglia (1998), marcadores morfologicos sdo especificos para um
determinado tecido, o que impede a sua determinagdo quando ha apenas alguma
parte vegetativa da planta disponivel e existem em menor nimero, o que limita a
cobertura do genoma. Entretanto, os mesmos autores afirmam, também, que os
marcadores moleculares permitem ao pesquisador uma maior informagdo de
dados que, associadas aos dados fenotipicos, complementam os resultados
desejados para programas de melhoramento e caracterizagdo de cultivares, por

exemplo.
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Outros autores também ressaltam que os descritores morfoldgicos sdo
influenciados pelo ambiente (Lombard et al., 1999) e constituem uma base fraca
para medir a identidade, por apresentarem uma medida indireta da composigdo
genética do material (Binneck et al., 2002). Os descritores de DNA, por sua vez,
apresentam a vantagem de representar o genétipo, mantendo consisténcia nos
resultados e evitando o problema da avaliacdo dos dados com base na expressao
do fendtipo (Wiinsch & Hormaza, 2002). A possibilidade de acessar a
variabilidade genética diretamente no DNA vem fazendo com que, cada vez
mais, sejam disponibilizadas técnicas precisas que possam vir a auxiliar o
processo de protecdo intelectual, a caracterizagdo e a identificagdo dos materiais
genéticos das cultivares (Padilha, 2002).

Varios marcadores moleculares tém sido utilizados para a caracterizagao
genética em muitas espécies vegetais, destacando-se polimorfismo no
comprimento de fragmento de restricdo (RFLP), polimorfismo do DNA
amplificado ao acaso (RAPD), os microssatélites ou seqii€ncia simples repetida

(SSR) e fragmentos de comprimento polimorfico amplificado (AFLP).

2.4  Marcadores genéticos
Marcadores genéticos sdo quaisquer caracteristicas, processos

bioquimicos ou fragmentos de DNA que permitem a distingdo de individuos
geneticamente diferentes (Borém, 1997). Sakyama (1993), em uma defini¢ao
mais abrangente, relata que a palavra marcador tem sido utilizada para designar
fatores morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos ou genéticos, passiveis de serem
identificados e que permitem o estudo comparativo de genotipos e suas
progénies.

Enfim, marcador molecular pode ser definido como todo e qualquer
fenotipo decorrente da expressao de um gene, como no caso de proteinas ou de
segmento especifico de DNA (correspondente a regides expressas ou nao do

genoma), cuja seqiiéncia e fungdo podem, ou ndo, ser conhecidas (Ferreira &
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Grattapaglia, 1998). Dessa forma, os marcadores tornaram-se poderosas
ferramentas que tém facilitado o estudo de diversas areas da biologia, pura ou
aplicada, cobrindo questdes de identificacdo de cultivares, evolugdo e genética
de populagdes, entre outras (Symondson & Liddell, 1999).

Os primeiros marcadores genéticos a serem utilizados foram os
morfologicos, os quais agrupam populagdes de acordo com similaridades
morfologicas de frutos, sementes e flores, entre outras. Entretanto, tais
marcadores sdo controlados por genes dominantes, o que ndo lhes permite
distinguir plantas heterozigotas. Além disso, muitos desses marcadores
dependem da ontogenia do vegetal e sdo bastante influenciados por variagdes
ambientais (Robinson, 1998).

Os marcadores moleculares surgiram recentemente, com o advento da
biologia molecular, permitindo a detecgdo de polimorfismos genéticos no DNA.
O numero de marcadores disponiveis para analise genética passou a ser
virtualmente ilimitado e sua utilizagdo pode ser estendida as espécies menos
estudadas (Ferreira & Grattapaglia, 1998). O nUmero elevado, o alto
polimorfismo, a ndo-influéncia do meio ambiente ¢ de microrganismos ¢ a
auséncia de efeitos pleiotropicos sdo algumas das vantagens dos marcadores
moleculares em relagdo aos morfoldgicos.

Diante disso, os marcadores moleculares vém sendo utilizados na
construgdo de mapas genéticos ¢ na sele¢do de germoplasma, em programas de
melhoramento, permitindo a caracterizagdo de diferentes genotipos
(fingerprinting), o estabelecimento de filogenias, a sele¢do assistida de genes
para caracteres de interesse, a determinacdo de similaridades entre individuos,
usando analises de agrupamento e¢ a clonagem de genes, baseada em mapa
(positional cloning ou map-based cloning) (Painting, 1996). Segundo Ferreira &

Grattapaglia (1998), os marcadores moleculares sdo as principais ferramentas
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em estudos de diversidade genética, localizagdo de genes de interesse econdmico
e construgdo de mapas genéticos de riqueza gendmica.

A técnica da reacdo da polimerase em cadeia (PCR), surgida na década
de 1980, envolve a sintese enzimatica in vitro de milhdes de copias de um
segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase. Ela
baseia-se na sintese enzimatica de um fragmento especifico de DNA utilizando
dois primers (oligonucleotideos) que se anelam nas fitas opostas de um
fragmento de DNA molde, flanqueando as regides de interesse (Mullis &
Faloona, 1987).

Com a descoberta da técnica PCR, surgiram varias técnicas modernas de
biologia molecular que permitem a deteccdo de polimorfismo genético
diretamente ao nivel de DNA. Os tipos de marcadores hoje disponiveis
diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade no DNA. Os
principais tipos de marcadores podem ser classificados em dois grupos,
conforme a metodologia utilizada para identifica-los: hibridizagdo ou
amplificacdo de DNA.

Entre os identificados por hibridizagdo estdo os marcadores RFLP
(fragmentos de restricdo de segmentos polimodrficos) e minissatélites ou locos
VNTR (numero variavel de repeticdes em tandem). Ja aqueles revelados por
amplifica¢do incluem os marcadores do tipo PCR, polimorfismo do DNA
amplificado ao acaso ou RAPD, regides amplificadas de seqliéncias
caracterizadas ou SCAR, microssatélites ou seqiiéncia simples repetida ou SSR e
fragmentos de comprimento polimodrfico amplificado ou AFLP. Destes, Milach
(1998) destaca o RAPD, em fun¢do da simplicidade, dos baixos custos e da
viabilidade de uso por qualquer melhorista.

Com a diversidade de técnicas moleculares disponiveis, estudos
comparativos surgiram, com o propdsito de buscar marcadores mais sensiveis.

Patzak (2001) demonstrou que, entre os marcadores AFLP, SSR e RAPD
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utilizados para variedades de Humulus lupulus L., os dois ultimos demonstraram
alto coeficiente de correlagdo genética (0,996).

Uma variedade de marcadores moleculares também ja foi utilizada em
batata para estudar a diversidade genética, estudos taxondmicos ou como
ferramenta para fingerprinting. Gorg et al. (1992) usaram RFLP para discriminar
cultivares de batata em uma lista de variedades alemas. Ghislain et al. (1999)
analisaram variagdo intra-especifica de S. phureja por RAPD. Kim et al. (1998)
utilizaram AFLP para caracterizar cultivares de batata e Bornet et al. (2002)

compararam cultivares da Europa e da Argentina por ISSR.

2.4.1 RAPD

O polimorfismo de DNA amplificado ao acaso, ou RAPD, é uma
variacdo da técnica de PCR, que utiliza um Gnico primer com 10 nucleotideos de
seqiiéncia arbitraria, que se anela em regides aleatérias do genoma e sintetiza
multiplos produtos de amplificag@o, detectando polimorfismo na auséncia ou na
presenga dos fragmentos de DNA amplificados (Williams et al., 1990).
Entretanto, para que um fragmento de DNA seja amplificado por essa técnica,
duas regides do genoma complementares ao primer devem estar separadas a
uma distancia de 4.000pb e em orientacdes opostas (Caixeta et al., 2006).

A técnica RAPD ¢ capaz de detectar a alteracdo de uma tnica base no
DNA genomico, uma vez que a alteragdo de uma base do genoma pode levar a
ndo amplificagdo de um fragmento. No entanto, isso nao implica que todas as
amplifica¢bes sdo resultados do pareamento perfeito entre o primer ¢ o DNA
molde (Williams et al., 1990; Thormann et al., 1994). Segundo Caixeta et al.
(2006), as bases moleculares do polimorfismo revelado pelo RAPD podem ser
muta¢des de ponto no sitio de pareamento do primer, que impedem o seu
pareamento e a conseqiiente amplificacdo do fragmento de DNA, as delegoes e
as insergdes entre dois sitios de pareamento de primers podem ser outras fontes

de polimorfismo gerado pelo RAPD.
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As analises de polimorfismo de DNA com marcadores RAPD sdo muito
uteis para a caracterizacdo de recursos bioldgicos (Fairbanks et al., 1993), por
meio da obtencdo de fingerprint genémicos de individuos, -cultivares,
populagoes, analise da estrutura e diversidade genética em populacgdes (Ferreira
e Grattapaglia, 1998), estudos de similaridade genética (Duarte et al., 1999) e
estabelecendo relacionamento filogenético entre diferentes espécies e cultivares.

O marcador molecular RAPD apresenta vantagens como simplicidade,
rapidez na obtencdo dos resultados, requerimento de pequenas quantidades de
DNA. No caso de estudo de variabilidade genética, este marcador apresenta,
como vantagem em relacdo a outros marcadores o fato de poder ser gerado um
numero ilimitado de marcadores RAPD, ao contrario do que ocorre com
isoenzimas que sao limitados no genoma, além do fato de que um vasto ntimero
de primers RAPD pode ser sintetizado para a analise de uma ampla variedade de
espécies (Cenis et al., 1993; Williams et al., 1990). Nenhum trabalho preliminar
¢ requerido, como isolamento de sondas clonadas de DNA e preparagdo de
filtros para hibridizacdo. Enfim, marcadores RAPD representam uma técnica
que apresenta automagao e baixo custo (Williams et al., 1990).

Entretanto, os marcadores moleculares RAPD apresentam algumas
limitagdes, como a baixa reprodutibilidade dos resultados devido a sensibilidade
da técnica, uma vez que fatores como a qualidade e a concentragdo da amostra
de DNA, como também dos reagentes da PCR (tampéo de reagdo, Mg”", Taq
DNA polimerase, dNTP e primer), temperatura do termociclador e efeitos
ambientais, podem gerar resultados inconsistentes (Ferreira & Grattapaglia,
1998). O carater dominante também ¢ uma limitagdo da técnica, ja que nao
permite a distingdo entre locos heterozigotos e homozigotos dominantes
(Milach, 1998).

A gama de genomas estudados com a utilizagdo da técnica de RAPD ¢ a

mais variada possivel, podendo abranger desde microrganismos, como a bactéria
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Escherichia coli (Tseng et al., 2001), fungos patogénicos (Maki, 1999) ou, até
organismos mais complexos, como o feijdo (Duarte, 1998) e a cigarrinha-do-
milho (Dalbulus maidis) (Oliveira, 2000).

Em batata, os marcadores moleculares RAPD foram utilizados para
estudos de identificagdo, caracterizagdo e divergéncia genética de cultivares

(Demeke et al., 1993, 1996; Quiros et al., 1993; Sosinski & Douches, 1996).

2.4.2 SSR ou microssatélites

Os genomas eucariotos sdo densamente constituidos por diferentes
classes de seqiiéncias curtas, com até seis nucleotideos repetidos de 10 a 60
vezes ao acaso, ao longo da molécula de DNA, conhecidos como microssatélites
ou SSR (Rafalski et al., 1996).

As seqiiéncias de SSR diferem em numero e em composi¢do de
nucleotideos, podendo ser perfeitas (sem interrupgdes), imperfeitas (com
interrupgdes) ou compostas (dois tipos de seqiiéncias SSR adjacentes).
Seqiiéncias SSR constituidas pelo di-nucleotideo CA sdo as mais comuns em
mamiferos. J4 no genoma de plantas, seqiiéncias do tipo AT sdo mais comuns
(Powell et al., 1996), além disso, no genoma de plantas, as seqiiéncias SSR sdo
largamente distribuidas numa freqiiéncia de uma a cada 50 mil pares de bases
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os marcadores moleculares SSR sdo codominantes, o que permite a
separacao de individuos heterozigotos e homozigotos, e multialélicos, o que os
tornam altamente polimorficos, possuindo o mais elevado conteudo de
informag¢do de polimorfismo (PIC) dentre todas as classes de marcadores
moleculares. Os marcadores SSR sdo obtidos de forma simples por meio de
amplificacdo via PCR e sdo altamente reproduziveis e passiveis de
automatizagdo em sistemas multiplex, o que permite rapidez na avaliagdo de um

grande nimero de genotipos e locos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
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O fator limitante para essa técnica é a necessidade do conhecimento
prévio do genoma da espécie para a qual se deseja desenvolver marcadores SSR.
O processo de obtencdo de primers de SSR envolve construgdo de bibliotecas
gendmicas enriquecidas, transformagdo, clonagem, grande trabalho de
seqiienciamento e desenho e teste dos primers para a identifica¢do dos locos
mais informativos por meio de PCR (Rafalski et al., 1996). Apos essa fase, a
utilizagdo dessa técnica caracteriza-se pela simplicidade, rapidez e precisdo na
geragao dos perfis genéticos.

Os marcadores moleculares SSR tém sido ferramentas muito uteis e com
diversas aplicacdes em estudos de caracterizagdo de cultivares e andlises de
diversidade genética em diversas espécies de vegetais. Dentre elas, podem-se
citar milho (Padilha, 2002), citros (Kijas et al., 1995), palmito (Scotti et al.,
2002), copaiba (Ciampi, 1999), rosa (Esselink et al., 2003), oliveira (Cipriani et
al., 2002) e tomate (He et al., 2003).

Os marcadores microssatélites ou SSR sdo, geralmente, especificos para
cada espécie e apresentam custo elevado que esta associado a identificagdo das
seqiiéncias de DNA repetitivo ao desenvolvimento ¢ validagdo dos primers.
Entretanto, o custo dessa técnica é reduzido quando os pares de primer SSR ja
foram identificados. Milbourne et al. (1998) publicaram um grupo de 112 pares
de primers SSR localizados em todos os 12 cromossomos do genoma de batata.

O alto nivel de heterozigosidase das batatas tetraploides cultivadas torna
os marcadores genéticos ideais para seu fingerprinting. Atualmente, os
marcadores moleculares SSRs sdo atrativos para identificagdo e caracterizagdo
de cultivares de batata e desenvolvimento de mapas genéticos, devido a grande
quantidade de primers SSR disponiveis, além dos avangos para a identificagdo
dos primers na técnica (Coombs et al., 2004).

Em batata, os marcadores moleculares SSR foram utilizados para

estudos de identificagdo, caracterizacdo e divergéncia genética de cultivares
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(Kawchuk et al., 1996; Provan et al., 1996; Schneider & Douches, 1997). Outros
marcadores também ja foram utilizados em estudos genéticos de cultivares de
batata como isoenzimas (Douches & Ludlam, 1991), RFLP (Gorg et al., 1992) e
AFLP (Kim et al., 1998).

2.5 Avaliagdo da divergéncia genética
Para o estudo da divergéncia genética, ¢ necessario o estabelecimento de

uma medida (coeficiente) de similaridade/dissimilaridade entre dois individuos.
Este € o ponto inicial para varias técnicas de analise multivariada, que permite
melhor visualizacdo dos relacionamentos entre os individuos (Duarte et al.,
1999; Krzanowski, 1988).

A analise multivariada tem sido utilizada como uma poderosa ferramenta
para estimar a dissimilaridade genética (distdncia genética relativa) entre
espécies vegetais (Gaur et al., 1978) e foi utilizada para determinar a diversidade
genética de diversas culturas, como, por exemplo, o gergelim (Arriel et al.,
2006) eo milho (Miranda et al., 2003).

Existem diversos coeficientes de similaridade, mas os mais indicados
para a analise de dados bindrios, como marcadores RAPD, sdo aqueles que
relacionam variaveis dicotdmicas, ou seja, 0s que possuem somente dois valores
(Gower, 1985).

Diversos coeficientes de similaridade podem influenciar as analises
subseqiientes de agrupamento e a ordenacdo dos gendtipos estudados. Segundo
Dias (1998), a escolha do coeficiente mais adequado estd diretamente
relacionada com as propriedades inerentes a cada coeficiente. Para Krzanowsky
(1988), a escolha deve levar em consideracdo aspectos como a natureza dos
dados e os propositos do estudo.

Entre os aspectos a se considerar nessa escolha estdo a inclusdo ou néo
das co-ocorréncias negativas no coeficiente, estando essa inclusdo muito

relacionada aos tipos de caracteristicas com que se esta trabalhando. Para
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algumas delas, pode ser que a auséncia da caracteristica, em ambos o0s
individuos, indique similaridade, mas, para outras, isto ndo acontece. Williams
et al. (1990), ao considerarem a base genética de marcadores RAPD, observaram
que a auséncia da amplificagdo de um determinado fragmento em dois genotipos
ndo representa, necessariamente, semelhanga genética entre estes. Isto faz com
que coeficientes que excluem estas co-ocorréncias negativas de sua expressao de
similaridade, a principio, sejam mais adequados para uso com este tipo de
marcador.

Os coeficientes de similaridade mais simples relacionam-se com as
variaveis dicotdmicas, em que cada varidvel tem somente dois valores.
Marcadores RAPD e SSR, em espécies poliploides, que fornecem dados
binarios, sdo incluidos nesse tipo de variavel. Para esses marcadores, as quatro
possiveis observacdes de comparagdo entre dois genotipos sao classificadas com
base na presenca (1) ou na auséncia (0) de um marcador para cada genotipo,

conforme evidenciado na Tabela 1.

TABELA 1. Possiveis resultados de comparagdes entre dois gendtipos por

marcadores RAPD.
Genotipo i
Genotipo j
1 0
1 a(l,1) b (1,0)
0 c(0,1) d (0,0)

Pela combinagdo do gendtipo i com j obtém-se: (a) presenga de banda no

par de genotipos; (b) presenga no genétipo i e auséncia em j; (c) auséncia no
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gendtipo i e presenga em j e (d) auséncia de bandas no par de gendétipos (Dias,
1998; Cruz & Carneiro, 2003).

A partir dos padroes de coincidéncia ou ndo coincidéncia das variaveis,
na comparacdo de dois gendtipos, varios coeficientes de similaridade tém sido
propostos, combinando quantidades diferentes de a, b, ¢ e d. Para isso,
destacam-se os coeficientes de coincidéncia simples, o de Jaccard e o de
Sorensen Dice (Nei & Li), dos quais os dois ultimos excluem a coincidéncia do
tipo (00) como fator de similaridade (Cruz & Carneiro, 2003).

Meyer (2002), ao comparar coeficientes de similaridade em estudos de
analises de agrupamento com dados de marcadores moleculares dominantes,
observou que os coeficientes de Jaccard e Sorensen Dice mostram resultados
semelhantes entre si, uma vez que ambos desconsideram a auséncia conjunta de
bandas.

Apds a escolha do coeficiente mais adequado para a dissimilaridade ou a
similaridade genética, segue-se para a analise de agrupamento. Segundo Cruz &
Carneiro (2003), a analise de agrupamento procura discriminar geneticamente os
individuos, e permite separa-los em grupos pela analise de um conjunto de
caracteristicas inerentes a cada individuo, agrupando-os por algum critério de
classificagdo, de forma que exista homogeneidade dentro do grupo e
heterogeneidade entre grupos. O processo de agrupamento envolve,
basicamente, duas etapas: estimagdo de uma medida de dissimilaridade entre os
individuos a serem agrupados e a ado¢do de uma técnica de agrupamento
visando a formacao de grupos (Cruz, 1990).

O tipo de matriz gerada, similaridade ou dissimilaridade, contém
informagdes sobre a distancia genética entre os individuos. A matriz de
similaridade pode ser, entdo, convertida em dissimilaridade usando qualquer
método matematico de transformagdo (Krzanowsky, 1988). Assim, por meio da

estimativa de similaridade (sgjj), uma medida estabelecida entre um genotipo (i)
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e outro (j), podem ser obtidas as medidas de dissimilaridade, em que dgjj = 1-sgjj
(Cruz & Carneiro, 2003; Emygdio et al, 2003).

Analise de agrupamento pode ser feita por varios métodos. Os mais
utilizados sdo os de otimizacdo, que dividem os gendtipos em subgrupos nio
vazios ¢ mutuamente exclusivos, € os hierarquicos, pelo qual os genotipos sdo
agrupados por um processo que se repete em varios niveis, gerando um
dendrograma (Cruz & Regazzi, 1994). Como exemplo do método de otimizacao
pode-se citar o método de Tocher e, para o método hierarquico, pode-se citar o
método do vizinho mais préoximo, do vizinho mais distante ¢ UPGMA (sigla
para Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages) (Rohlf, 2000).

Em um estudo de comparagdo entre os métodos de agrupamento
hierarquicos, observou-se que o método UPGMA apresentou um melhor ajuste
para as distancias originais e estimadas (Arriel, 2006). Da mesma forma, Totti et
al. (2001) mostraram que o método UPGMA foi superior aos outros métodos
utilizados por apresentar grupos de acessos mais coerentes, com menor grau de
encadeamento entre espécies e com alto valor de correlagdo cofenética.

Ao se fazer o agrupamento, as informagdes individuais sdo perdidas,
restando apenas aquelas referentes a média dos grupos. Dessa forma, ao se
trabalhar com muitos individuos, o numero de estimativas de
similaridade/dissimilaridade obtidas é relativamente grande, o que dificulta o
reconhecimento de grupos homogéneos (Arriel, 2006). A distor¢do produzida no
processo de agrupamento € estimada por um coeficiente de correlagdo cofenética
(r.) (Rodrigues & Diniz-Filho, 1998), estimado pelo teste Z de Mantel (teste de
significancia), que compara duas matrizes por meio de permutagdes (Manly,
1997). Assim, valores de r. acima de 0,60 indicam um bom ajuste entre as duas
matrizes (Dias, 1998).

Outra analise que vem sendo realizada ¢ a verificagdo da informatividade

do loco e do primer na analise de divergéncia genética (Polymorphic Index
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Content - PIC). A informatividade do loco p; ¢ a freqiiéncia do alelo p no loco p;,
calculado pela equagdo: I = 1 — Zjp?, ¢ a informatividade do primer pij € a
freqiiéncia do alelo p do loco i, no primer j, sendo calculada pela equagdo: T =1

— Zi.Ej pij2 (Rafalskl et al., 1996)
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal
Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas 16 cultivares de batata

(Solanum tuberosum L.) fornecidas pela Empresa Multiplanta Tecnologia
Vegetal Ltda. Destas, 10 sdo provenientes da Franga e protegidas no Brasil

(Tabela 2) e 6 ndo sdo francesas e nem protegidas no Brasil (Tabela 3).

TABELA 2. Cultivares de batata francesas protegidas no Brasil, fornecidas pela
Empresa Multiplanta Tecnologia Vegetal Ltda. (Andradas, MG).

Cultivares Progenitores Origem
Casteline Safrane x 85F276.5 Bretagne Plants - (Franca)
Chipie Pilgrin x (Saturna x Station de Recherche du Comité
P Pentland Dell) Nord - (Franga)
Colorado Toridon x (Desiree x Station de Recherche du Comité
Pentland Dell) Nord et G.I.P.T. -(Franga)
Eden Eole x Pentland Dell

Bretagne Plants - (Franga)

Emeraude  Estima x INRA 75.36.45 Bretagne Plants - (Franca)

Floriane 85K102.4 x Europa Bretagne Plants - (Franga)

Florice Fanette x INRA 72.68.5 Station de Recherche du Comite
Nord - (Franga)

Isabel Nicola x Tenor Grocep - (Franga)

Naturella ~ Sirco x Pentland Squire Bretagne Plants - (Franca)

Oceania Astarte x Thomana Bretagne Plants et Coopagri -
(Franca)
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TABELA 3. Cultivares de batata ndo provenientes da Franga e ndo protegidas
no Brasil, fornecidas pela Empresa Multiplanta Tecnologia
Vegetal Ltda. (Andradas, MG).

Cultivares Progenitores Origem

Agata BM 52.72 x Sirco Geerstsema Zaden B.V. - (Paises
Baixos)

Asterix Cardinal x SVP Ve 709 HZPC — (Paises Baixos)

B 5141-6 (Lenape) x

Atlantic
Wauseon

Maine Department Agriculture —
(Estados Unidos)

Cupido W 7222496 x Estima Meijer Seedpotoes & Research B.V.
(Paises Baixos)

Monalisa Bierma A 1287 x Colmo H.Z.P.C. - (Paises Baixos)

Spunta x SVP Ve

Mondial 66.29.5 D. Biemond - (Paises Baixos)

Trés tubérculos de cada uma das cultivares foram plantados em casa de
vegetacao e, apds a formagdo de folhas, foram levados ao Laboratorio Central de
Biologia Molecular (LCBM) da Universidade Federal de Lavras, para as

analises moleculares.

3.2 Extracdo e quantificacdo do DNA
Para a extragdo do DNA, foi utilizado o método CTAB, proposto por

Murray & Thompson (1980) com adaptacdes. Assim, 1g de tecido foliar fresco
de cada clone foi triturado em N, liquido, até a obtengdo de um po6 fino. Em
seguida, o material foi transferido para microtubos congelados em N, liquido,
adicionados 800uL de tampao de extracdo (2% CTAB, 100 mM de Tris pH 8,0;
20mM de EDTA pH 8,0; 1,4M de NaCl) ¢ 2uL de B-mercaptoetanol a 65°C e
incubados em banho-maria, por 1 hora, a 65°C. Apds esse periodo, foram
adicionados cloroférmio: alcool isoamil (24:1). A separagdo das fases organica e

aquosa foi realizada por centrifugacdo, a 18.000g, por 5 minutos. O
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sobrenadante foi transferido para outro microtubo e repetiram-se as etapas de
adi¢do de cloroférmio:alcool isoamil (24:1) e centrifugacdo. A precipitagdo das
moléculas de &cidos nucléicos foi feita com isopropanol 99% (-20°C),
mantendo-se em geladeira por 30 minutos.

Apos esse periodo, centrifugou-se o material por 5 minutos, a 18.000g e
foram adicionados ao precipitado 300uL de etanol 70% gelado. Fez-se,
novamente, uma centrifugagcdo igual a anterior, descartou-se o sobrenadante e o
precipitado foi seco em camara de fluxo laminar.

Os acidos nucléicos foram solubilizados em tampao TE pH 8,0 (1mM de
Tris e 0,lmM EDTA). Em seguida, foram adicionados 2,5uL de RNAse
(100pg/mL) e incubados em banho-maria, por 30 minutos, a 37°C.

O DNA foi quantificado com um fluorimetro (Hoeffer DQ 200) e
diluido em tampao TE para igualar as concentragdes de todos os genotipos, que
efetivamente foram utilizados nas rea¢des de amplificagdo. Para isso, foi usada a
expressao:

Volume TE em pl = [(volume da amostra x concentracdo da amostra) — (10 x

volume da amostra)]/10.

3.3 Marcadores RAPD
As reagdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de

12uL contendo 10ng de DNA, tampao de PCR 10X (200mM Tris-HCI pH 8.4,
500mM KCI), 25mM de cada base dNTPs (50mM MgCl,), 10mM de primer
RAPD correspondente ¢ SU da enzima Taq DNA polimerase. Foram utilizados
36 primers RAPD, citados na literatura e escolhidos ao acaso da Operon
Technologies (Alameda, CA, EUA).

As reacdes de amplificagdo foram submetidas ao termociclador modelo
Mastercycler (Eppendorf, Hanburg, Germany), programado com uma
temperatura de desnaturacao inicial de 95°C, por 1 minuto, seguida de 34 ciclos

de amplificacdo compostos por 3 etapas: 94°C, por 10 segundos; 36°C, por 30
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segundos ¢ 72°C, por 30 segundos. Apds os 34 ciclos, as amostras foram
submetidas a uma etapa final de 7 minutos a 72°C.

Os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose 1,2%
(m/v), sob eletroforese a 100 V em tampao TAE (0,001M EDTA pH 8,0; 0,04M
TRIS pH 8,0; 0,02M éacido acético), por um periodo de uma hora e meia. Apds a
eletroforese, o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio (0,5ug/mL)
durante 30 minutos, sendo visualizado sob luz ultravioleta e as imagens captadas
pelo fotodocumentador EDAS 290 (Kodak®).

Para minimizar a baixa reprodutibilidade da técnica RAPD, foram
utilizados trés clones de cada cultivar como repeticdes para cada primer
utilizado. S6 foram consideradas as bandas presentes ou ausentes nos trés

clones, representando a cultivar.

3.4 Marcadores microssatélite (SSR)
Para as rea¢bes com SSR, foram utilizados 21 pares de primers. As

reagOes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 10uL contendo
20ng de DNA, tampdo de PCR 10X (100mM de Tris-HCI pH 8,6; 500mM de
cloreto de potéssio, 1% de gelatina), 2mM de cloreto de magnésio, 2,5mM de
cada ANTP, 1U da enzima Taq DNA polimerase € 20uM de cada primer.

As reagdes foram submetidas ao termociclador modelo Mastercycler
(Eppendorf, Hanburg, Germany), programado com uma temperatura de
desnaturagdo inicial de 95°C, por 2 minutos, seguidos de 34 ciclos de
amplificagdo compostos por 3 etapas: 94°C, por 20 segundos; 50°C (depende da
temperatura de anelamento do primer), por 20 segundos e 72°C, por 20
segundos. Apos os 34 ciclos, as amostras foram submetidas a uma temperatura
de extensdo, por 4 minutos, a 72°C.

Os fragmentos amplificados foram separados em gel de poliacrilamida

10%, com eletroforese a 200 V em tampao TBE (500mM EDTA pH 8,0; 1M
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TRIS pH 8,0; 0,089M 4acido boérico) por um periodo de 2 horas. Apods a
eletroforese, o gel foi corado com nitrato de prata 0,2%, sendo visualizado no
fotodocumentador Eagle Eye (Stratagene, La Jolla, CA, EUA).

Para os marcadores SSR, também foram realizadas trés repetigdes para
cada cultivar analisada, a fim de verificar se ocorria 0 mesmo padrdo de bandas

para todos os individuos analisados.

3.5 Avaliacao dos dados moleculares
Para a avaliagdo dos resultados moleculares obtidos por marcadores

SSR, cada fragmento amplificado foi considerado como um loco. Assim, as
bandas polimorficas resultantes, obtidas por marcadores RAPD e SSR, foram
analisadas visualmente e foi construida uma matriz considerando os dados
binarios, em que o valor 1 (um) foi atribuido a presenca da banda e o valor 0
(zero) para sua auséncia. Esses dados foram utilizados na constru¢do de uma

matriz binaria.

3.6 Andlise da diversidade genética
A partir dos dados binarios, foi calculada a matriz de similaridade

entre as 16 cultivares de batata utilizando o coeficiente de Jaccard (Anderberg,
1973), para os marcadores RAPD e SSR, segundo a formula: sg;= a/(at+b+c) em
que a corresponde a presenca de banda nos genotipos i € j; b corresponde a
presenca da banda no genoétipo i e auséncia no genotipo j e, ¢ corresponde a
auséncia da banda no gendtipo i e presenga no genotipo j. Todas as etapas da
analise de diversidade genética foram realizadas utilizando-se o software
NTSYS-pc versdo 2.1 (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System)
(Rohlf, 2000).

Os dendrogramas foram gerados usando o algoritmo UPGMA pelo

método de clusterizagdo SAHN (sigla para seqiencial, agglomerative
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hierarquic, nonoverlapping clustering methods), a partir das estimativas de
similaridade genética.

A consisténcia do agrupamento foi analisada por meio de calculo do
valor de correlagdo cofenética entre as matrizes do complemento aritmético do
coeficiente de similaridade (dgj) e as dos valores cofenéticos, denominado teste
Z de Mantel (Manly, 1997). Este teste compara duas matrizes entre si, elemento
por elemento, fornecendo um valor de correlacdo (rc ) que significa o grau de
relacionamento entre as matrizes, sendo testada a significancia de rc por meio de

permutagdes (Mantel, 1967).

3.7 ldentificacdo do numero 6timo de marcadores
O numero 6timo de marcadores gerados a partir dos 25 primers RAPD

e 20 primers SSR foi determinado por meio do software GENES (Cruz, 2001),
para verificar com precisdo as estimativas de similaridades genéticas entre os
individuos em estudo.

Para cada par de individuos, a similaridade genética foi estimada a partir
de simulagcdes com reamostragens de diferentes polimorfismos, sendo a
reamostragem repetida 10.000 vezes. Os parametros soma de quadrados dos
desvios (SQd) em relagdo as reamostragens e o valor de estresse (E), que indica
0 ajuste entre matriz original e a matriz amostral, sdo disponibilizados durante as
analises. O nimero ideal de bandas polimorficas, segundo Kruskal (1964) e Dias

(1998), ¢ considerado quando o estresse assumir valor menor que 0,05.

3.8 Analise do PIC (indice de contetdo polimorfico)
A diversidade genética do loco ou indice de conteudo polimoérfico (PIC)

€ uma estimativa utilizada para a avaliacdo do poder discriminatério de um loco.
A maior informatividade de uma classe de marcadores define sua maior
eficiéncia em detectar polimorfismos entre dois individuos (Rafalski et al.,

1996). O PIC, para marcadores dominantes como o SSR, pode ser calculado pela
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formula descrita por Weir (1996). Como a batata é uma espécie tetraploide, as
bandas geradas pelos marcadores SSR ndo foram consideradas alélicas, sendo
avaliadas como marcadores dominantes. Dessa forma, tanto os dados gerados
pelo marcador RAPD como os obtidos pelo marcador SSR foram determinados
por meio da equagdo: PIC =1 -3 .Ej.pijz. Sendo pij ¢ a freqii€ncia do alelo p do

loco i no primer j.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 RAPD
Dos 36 primers RAPD testados, 25 foram selecionados em fungdo da

qualidade e da repetibilidade das bandas amplificadas (Tabela 4). No total, 185
bandas foram obtidas, com uma média de 7,4 bandas por primer, das quais 92
foram polimorficas. As bandas polimérficas variaram de uma, para os primers
OPX02, OPG17, OPP12, OPMO02, OPM20 ¢ OPM12 até oito bandas para o
primer OPJ13.

Em analises com marcadores moleculares RAPD, verifica-se uma
variagdo na quantidade de primers testados e na quantidade de bandas obtidas,
evidenciando que o numero de fragmentos polimorficos utilizados tanto para a
avaliagdo da divergéncia genética como para a identificagdo de cultivares ¢
bastante variavel dentro de uma espécie.

Em estudos de divergéncia genética de 36 cultivares de batata-doce,
foram utilizados 15 primers RAPD que geraram um total de 89 bandas
polimoérficas, com uma média de, aproximadamente, seis bandas polimorficas
por primer testado (Zhang et al., 1998). Para a caracterizagio e a identificagdo
de cultivares de 36 acessos de péras, foram testados 26 primers RAPD que
produziram um total de 250 fragmentos polimérficos (Sawazaki et al., 2002).
Rabbani et al. (1998) obtiveram 198 fragmentos polimorficos ao utilizar 30
primers RAPD para estudar a divergéncia genética de 52 cultivares de mostarda.

Em estudos com cultivares de batata também verifica essa variacdo no
niamero de primers e de fragmentos obtidos. Hosaka et al. (1994), em seus
estudos com 73 cultivares japonesas de batata, testaram 40 primers RAPD, dos
quais 31 geraram 84 bandas polimorficas variando de 1 a 6 bandas por primer

utilizado. Usando 17 primers RAPD, Demeke et al. (1993) obtiveram 190

32



bandas polimoérficas com uma média de, aproximadamente, 11 bandas por
primers testados com 36 cultivares de batata da espécie Solanum andigena ¢
Solanum acuale. Com apenas 4 primers em 27 cultivares, Collares et al. (2004)
conseguiram 43 bandas amplificadas, sendo 39 polimorficas, com o nimero de
fragmentos variando de 5 a 14, com média de 10,75 bandas por primer. Ghislain
et al. (1999), usando 12 primers, obtiveram 102 bandas polimorficas, na
distingdo de 128 acessos de batata andigena.

Dessa forma, pode-se salientar que o polimorfismo encontrado depende
do grau de divergéncia dos genotipos analisados (Duarte, 1998). Assim, deve-se
verificar ndo somente o nimero de fragmentos polimorficos encontrados, mas se
este nimero € representativo para a divergéncia genética e a identificagdo dos
individuos em estudo.

A informatividade dos 25 primers utilizados variou de 0,94, para o
primer OPG13 a 0,1,2 para o primer OPX02. O primer OPG13 foi considerado
muito informativo por apresentar um valor de PIC de 0,94 (Tabela 4), o que
evidencia sua eficiéncia em detectar polimorfismos entre dois individuos. Esses
valores de PIC corroboram aos resultados encontrados por Gomes (2002), em
que, no estudo de divergéncia genética em banana, foram encontrados valores de
PIC entre 0,96 e 0,18 ao utilizar 19 primers RAPD e por Santos (2005), que
obteve uma informatividade de 0,92 a 0,22, para os 63 primers RAPD testados

em identifica¢do de cultivares de morango.
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TABELA 4: Primers RAPD, com suas respectivas seqiiéncias de bases, PIC
(Polymorphic Index Content) e nimero de bandas polimorficas
obtidas em 16 cultivares de batata. Laboratorio Central de
Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
Lavras, MG, 2008.

e Numero de
PRIMER SEQU,ENCIA PIC bandas
(5-3) A
polimarficas
OPG08 TCACGTCCAC 0,88 6
OPG10 AGGGCCGTCT 0,82 4
OPG13 CTCTCCGCCA 0,94 7
OPG17 ACGACCGACA 0,49 1
OPG19 GTCAGGGCAA 0,84 4
OPJ13 CCACACTACC 0,92 8
OPMO02 ACAACGCCTC 0,49 1
OPMO05 GGGAACGTGT 0,76 3
OPMO7 CCGTGACTCA 0,75 3
OPM12 GGGACGTTGG 0,47 1
OPM19 GTCCGTACTG 0,89 6
OPM20 AGGTCTTGGG 0,37 1
OPNO02 ACCAGGGGCA 0,90 6
OPPO3 CTGATACGCC 0,84 5
OPP04 CTGATACGCC 0,85 5
OPPO08 ACATCGCCCA 0,68 2
OPP12 AAGGGCGAGT 0,37 1
OPP13 GGAGTGCCTC 0,89 6
OPU14 TGGGTCCCTC 0,80 4
OPX02 TTCCGCCACC 0,12 1
OPX04 CCGCTACCGA 0,89 6
OPX07 GAGCGAGGCT 0,58 2
OPX08 CAGGGGTGGA 0,81 3
OPX09 GGTCTGGTTG 0,79 3
OPX10 CCCTAGACTG 0,77 3

As 92 bandas polimorficas encontradas foram consideradas suficientes

para uma adequada avaliacao da divergéncia genética, uma vez que, nas analises
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do niimero 6timo de marcadores, verificou-se que, a partir da utilizagdo de 75
bandas polimorficas, a correlacdo (r = 0,94) entre as matrizes de distancia
genética aproximou-se de 1, a soma dos quadrados dos desvios (SQq= 0,086) foi
inferior a 0,2 e o valor do estresse (E) foi 0,045, sugerindo alta consisténcia na
associacao das matrizes (Figura 1), de acordo com Kruskal (1964). Observa-se
que, a partir desse valor, a curva de correlagdo e o desvio padrao ndo sofreram
alteragdes significativas com o incremento das 17 bandas restantes. Isso
forneceu seguranca e confiabilidade aos resultados obtidos para a estimativa da
divergéncia genética entre os individuos estudados utilizando marcadores

RAPD.

—— Correlagdo —e— SQDesvio
1,6
1,2
0,8
0,4
0 T T T T T T e
25 35 45 55 65 75 85 95
NUmero de bandas

FIGURA 1. Analise do numero 6timo de marcadores RAPD para estimativa das
similaridades genéticas entre as 16 cultivares de batata estudadas,
utilizando niimeros crescentes de bandas polimorficas. Laboratoério
Central de Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras,
UFLA, Lavras, MG, 2008.

Os resultados encontrados neste estudo também estdo de acordo com os

dados de diversos trabalhos em diferentes espécies. Ao determinar a diversidade
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genética entre cultivares de alho, Mota et al. (2004) determinaram o nimero
otimo de marcadores a partir de 60 bandas de um total de 100 bandas
polimorficas. Gomes (2002), em seu estudo com banana, obteve o nimero 6timo
de marcadores a partir da utilizacdo de 58 bandas polimorficas, de um total de
108. Ja Bicalho (2006), ao determinar a identidade genética de clones de
seringueira, estimou o numero 6timo de marcadores a partir de 83 bandas entre
os 121 fragmentos polimorficos obtidos.

A similaridade média para as 135 distancias presentes na matriz de
similaridade genética foi de 0,61 + 0,02, com amplitude de 0,73 a 0,38 (Tabela
5). A menor similaridade obtida foi entre as cultivares Monalisa e Atlantic, que
apresentam origens distintas. A cultivar Monalisa foi desenvolvida pela empresa
H.Z.P.C, nos Paises Baixos e a cultivar Atlantic, desenvolvida pela Maine
Department Agriculture, nos Estados Unidos. A maior similaridade foi
observada entre as cultivares Floriane e Isabel, ambas provenientes da Franca e
indicadas para uso doméstico, sendo de boa qualidade para o cozimento ¢ Agata
e Colorado, que sdo cultivares que apresentam tubérculo com polpa amarelada e

resisténcia moderada ao virus Y.
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TABELA 5. Matriz de similaridade genéticas, utilizando primers RAPD, entre 16 cultivares de batata, analisados dois a
dois. Laboratério Central de Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras, UFLA, Lavras, MG,

2008.

At Cp MI Is Fc Fn Ch Ed Ag Oc Ca Mo Ast Co Na Em
At 1
Cp 045 1

Ml 0,38 0,57 1

Is 0,55 05 0,69 1

Fc 048 054 059 065 1

Fn 0,59 0,50 0,60 0,73 0,61 1

Ch 0,50 0,57 055 0,60 057 057 1

Ed 0,56 0,57 0,56 0,55 0,55 0,57 0,67 1

Ag 048 0,58 0,68 0,71 0,64 0,67 054 0,58 1

Oc 045 049 05 058 043 046 0,52 0,56 0,51 1

Ca 046 0,59 0,56 066 065 05 050 0,58 0,64 046 1

Mo 0,55 0,61 0,62 0,65 0,67 065 0,62 0,66 0,64 0,50 0,61 1

Ast 0,49 0,57 0,62 0,66 059 0,62 0,54 0,60 0,65 048 0,64 0,70 1

Co 0,54 0,56 0,64 065 060 061 061 061 073 051 057 063 064 1

Na 0,52 045 0,50 0,56 052 056 059 0,53 0,51 0,51 0,51 0,57 0,53 0,61 1
Em 047 0,58 0,61 063 062 058 054 057 06 049 0,70 0,63 059 0,63 054 1

At: Atlantic, Cp: Cupido, M1: Monalisa, Is: Isabel, Fc: Florice, Fn: Floriane, Ch: Chipie, Ed: Eden, Ag: Agata, Oc: Oceania, Ca:
Casteline, Mo: Mondial, Ast: Asterix, Co: Colorado, Na: Naturela, Em: Emeraude.



O dendrograma apresentado na Figura 2 pode ser considerado de alta
confiabilidade na representacdo da variabilidade genética entre as 16 cultivares
de batata estudadas, uma vez que o valor de correlagdo cofenética (r.) ou teste de
Mantel foi de 0,86, valor considerado alto em relagdo ao minimo (r. = 0,6)
sugerido por Manly (1997). Este resultado condiz com o encontrado por
Chakrabarti et al. (2006), em seus estudos com cultivares de batata indiana, que
obtiveram um valor de r. = 0,92, para a matriz de correlagdo cofenética,
sugerindo um bom nivel de associacdo da similaridade encontrada pelo

dendrograma.

Atlantic

Cupido
Ionalisa
[Isabeﬂ

"Floriane

] |Agata
I Colorado

Florice

Emerande

0.50 0.56 062 0.68 0.74
Similaridade Genética

FIGURA 2. Dendrograma representando as similaridades genéticas obtidas com
base em marcadores RAPD, entre 16 cultivares de batata, gerado
pelo método UPGMA. Laboratoério Central de Biologia Molecular
da Universidade Federal de Lavras, UFLA, Lavras, MG, 2008.
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Cruz (1990) afirma que a analise de agrupamento tem como objetivo
dividir um grupo original de observagdes em varios grupos homogéneos,
segundo algum critério de similaridade ou dissimilaridade. Dias (1998) informa
que o agrupamento ¢ importante para sumarizar a informag¢do contida na matriz
de distancias. Segundo Pigato & Lopes (2001), a média de similaridade ou
dissimilaridade pode ser utilizada para a formagdo de grupos dentro do
agrupamento formado.

A partir da média de similaridade genética (61%), houve a formacao de
agrupamentos, 0os quais separaram as cultivares Atlantic, Cupido, Naturela e
Oceania das demais cultivares.

As cultivares Isabel e Floriane, provenientes da Franca e melhoradas
pela Bretagne Plants, apresentaram similaridade de 73%, assim como as
cultivares Agata e Colorado, que possuem em comum  caracteristicas
morfologicas como tubérculos ovais e polpa de cor amarelo-claro. Ja a cultivar
Monalisa, proveniente dos Paises Baixos, possui similaridade de,
aproximadamente, 66% das cultivares francesas. Essa cultivar tem em comum
com as cultivares Florice, Isabel ¢ Agata as caracteristicas de terem sido
desenvolvidas para mesa, sendo utilizadas para cozimento. Apresentam também
cores da pele e da polpa do tubérculo semelhantes.

As cultivares Mondial e Asterix sdo ambas provenientes dos Paises
Baixos e possuem o progenitor SVP Ve em comum, justificando o nivel de
similaridade de 70% entre elas.

As cultivares Florice, Casteline ¢ Emeraude, proximas a 64% de
similaridade, sdo provenientes da Franga, tendo as duas ultimas sido produzidas
pela Bretagne Plants e possuem em comum os tubérculos com formato oval
alongado, olhos poucos profundos e pele amarelada. As cultivares Florice e
Casteline possuem progenitores originados do INRA. As trés cultivares sdo

recomendadas para mesa, sendo de boa qualidade para o cozimento.
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As cultivares Chipie ¢ Eden apresentaram similaridade genética 67%, o
que pode ser justificado por terem o progenitor Pentland Dell em comum e
serem desenvolvidas na Franca.

A cultivar Atlantic ficou distante das demais cultivares, provavelmente,
por ser proveniente dos Estados Unidos e apresentar progenitores bastante
diferentes das demais. Do mesmo modo, as cultivares Cupido, proveniente dos
Paises Baixos, ¢ Naturela ¢ Oceania, provenientes da Franca, também ficaram
isoladas das demais. A cultivar Cupido ¢ a unica, das 16 estudadas, que
apresenta alta resisténcia ao enrolamento (PLRV) e a verruga (Synchytrium
endobioticum).

No presente estudo, foi evidenciado que a técnica com marcadores
moleculares RAPD foi eficiente para distinguir as cultivares de acordo com o
local de origem, as caracteristicas morfologicas e com alguns progenitores. Isso
confirma que os marcadores moleculares RAPD sdo uteis para o estudo da
diversidade genética de cultivares de batata. Esse resultado corrobora os
encontrados por Isenegger et al. (2001) e Moisan-Thiery et al. (2001), que
consideraram os marcadores RAPD uma técnica util para a caracterizagdo e a
identificacdo de cultivares de batata e para a diferenciacdo e as estimativas de
parentesco genético, além de ser uma técnica rapida para a obtengdo dos

resultados.

4.2 Diferenciacdo de cultivares de batata utilizando marcadores RAPD
A identificagdo de cultivares utilizando marcadores do tipo RAPD ¢

bastante divulgada em trabalhos de caracterizagdo molecular (This et al., 1997;
Bianchi et al., 2003; Crochemore et al., 2004). O fingerprinting baseado neste
tipo de marcador tem sido usado para a identificagdo de cultivares em morango
(Conti et al., 2002b), banana (Jesus et al., 2006), feijao-de-vagem (Silva et al.,
2005), ervilha (Samec et al., 1998) e soja (Taylor e Soliman, 1999), entre outras.

Em cultivares de batata, os marcadores RAPD t€m sido utilizados para a
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caracterizacdo de cultivares na América do Norte (Sosinski ¢ Douches, 1996), na
Russia (Organisyan et al., 1996), no Japdo (Hosaka et al., 1994), na Australia
(Ford e Taylor, 1997), no Canada (Demeke et al., 1993) e na India (Chakrabarti
et al., 1998).

Com seis primers RAPD (OPGOS8, OPJ13, OPG10, OPM19, OPG13 e
OPP04), foi possivel diferenciar todas as 16 cultivares de batatas avaliadas neste

estudo (Figura 3).

16 Cultivares

OPGO8

|AtIs || Cp || Ed || Oc || ManAg || Co || FcCa ||Ast|| Na || Ch, Md, Em |

OPJ 13 OPGl 0 OPN02 OPG13

5 o .ii, 5 h dbk

OPPO4

FIGURA 3. Fluxograma para diferenciacdo das 16 cultivares de batata em
estudo, utilizando marcadores RAPD (At: Atlantic, Cp: Cupido,
MI: Monalisa, Is: Isabel, Fc: Florice, Fn: Floriane, Ch: Chipie, Ed:
Eden, Ag: Agata, Oc: Oceania, Ca: Casteline, Md: Mondial, Ast:
Asterix, Co: Colorado, Na: Naturela, Em: Emeraude). Laboratorio
Central de Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras,
UFLA, Lavras, MG, 2008.

A amplificacdo com o primer OPGO08 gerou 10 padrdes moleculares

diferentes (Figura 4), permitindo a separagdo das 16 cultivares em 4 grupos
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distintos e identificou padrdes unicos para as cultivares Cupido, Eden, Oceania,
Colorado, Asterix e Naturela. Dos grupos formados pelo primer OPGO08, um foi
formado pelas cultivares Atlantic e Isabel, um segundo grupo englobou as
cultivares Monalisa, Floriane e Agata. O terceiro grupo foi formado pelas
cultivares Florice e Casteline e o quarto grupo incluiu as cultivares Chipie,
Mondial e Emeraude. Posteriormente, estas cultivares foram separadas pelo
primer OPG13 (Figura 5).

As cultivares Atlantic e Isabel foram diferenciadas por meio dos padrdes
moleculares obtidos pelo primer OPJ13 (Figura 6). Ja o primer OPM19 (Figura
7) foi utilizado para separar o grupo formado pelas cultivares Florice e

Casteline.

FIGURA 4. Padrdes de amplificagdo obtidos com o primer RAPD OPGO08, em
gel de agarose 1,2% (em: Emeraude, At: Atlantic, Cp: Cupido, MI:
Monalisa, Is: Isabel, Fc: Florice, Fn: Floriane, Ch: Chipie, Ed:
Eden, Ag: Agata, Oc: Oceania, Ca: Casteline, Md: Mondial, Ast:
Asterix, Co: Colorado, Na: Naturela). Laboratério Central de
Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras, UFLA,
Lavras, MG, 2008.
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At Cp Ml Is Fc Fn Ch Ed Ag Oc Ca Md Ast Col Na Em

FIGURA 5. Padrdes de amplificagdo obtidos com o primer RAPD OPG13, em
gel de agarose 1,2% (At: Atlantic, Cp: Cupido, Ml: Monalisa, Is:
Isabel, Fc: Florice, Fn: Floriane, Ch: Chipie, Ed: Eden, Ag: Agata,
Oc: Oceania, Ca: Casteline, Md: Mondial, Ast: Asterix, Co:
Colorado, Na: Naturela, Em: Emeraude). Laboratério Central de
Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras, UFLA,
Lavras, MG, 2008.

At Cp Ml Is Fc Fn Ch Ed Ag Oc Ca Md Ast Col Na Em

OPJ13
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FIGURA 6. Padroes de amplificagdo obtidos com o primer RAPD OPJ13, em
gel de agarose 1,2%. (At: Atlantic, Cp: Cupido, MIl: Monalisa, Is:
Isabel, Fc: Florice, Fn: Floriane, Ch: Chipie, Ed: Eden, Ag: Agata,
Oc: Oceania, Ca: Casteline, Md: Mondial, Ast: Asterix, Co:
Colorado, Na: Naturela, Em: Emeraude). Laboratorio Central de
Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras, UFLA,
Lavras, MG, 2008.
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o
FIGURA 7. Padrdes de amplificagdo obtidos com o primer RAPD OPM19, em
gel de agarose 1,2%. (At: Atlantic, Cp: Cupido, MI: Monalisa, Is:
Isabel, Fc: Florice, Fn: Floriane, Ch: Chipie, Ed: Eden, Ag: Agata,
Oc: Oceania, Ca: Casteline, Md: Mondial, Ast: Asterix, Co:
Colorado, Na: Naturela, Em: Emeraude). Laboratorio Central de

Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras, UFLA,
Lavras, MG, 2008.

No outro grupo formado pelo primer OPGOS8, a cultivar Floriane foi
separada das cultivares Monalisa e Agata pelos padrdes moleculares obtido pelo
primer OPG10 (Figura 8). E, finalmente, as cultivares Monalisa ¢ Agata foram
diferenciadas pelo primer OPP04 (Figura 9).

At Cp Ml Is Fc Fn Ch Ed Ag Oc Ca Md Ast Co Na Em
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FIGURA 8. Padrdes de amplificagdo obtidos com o primer RAPD OPG10, em
gel de agarose 1,2% (At: Atlantic, Cp: Cupido, Ml: Monalisa, Is:
Isabel, Fc: Florice, Fn: Floriane, Ch: Chipie, Ed: Eden, Ag: Agata,
Oc: Oceania, Ca: Casteline, Md: Mondial, Ast: Asterix, Co:
Colorado, Na: Naturela). Laboratério Central de Biologia

Molecular da Universidade Federal de Lavras, UFLA, Lavras, MG,
2008.
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At Cp Ml Is Fc Fn Ch Ed Ag Oc Ca Md Ast Col Na Em
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FIGURA 9. Padrdes de amplificagdo obtidos com o primer RAPD OPP04, em
gel de agarose 1,2% (At: Atlantic, Cp: Cupido, MIl: Monalisa, Is:
Isabel, Fc: Florice, Fn: Floriane, Ch: Chipie, Ed: Eden, Ag: Agata,
Oc: Oceania, Ca: Casteline, Md: Mondial, Ast: Asterix, Co:
Colorado, Na: Naturela, Em: Emeraude). Laboratorio Central de
Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras, UFLA,
Lavras, MG, 2008.

Foram utilizados esses padrdoes de primers porque eles apresentaram
valores de PIC elevados, acima de 0,80, variando de 0,82 para o primer OPG10
a 0,94 para o primer OPG19. Este tltimo apresentou maior valor de PIC entre
todos os primers analisados neste estudo.

Existem outras possibilidades de fluxogramas para a diferencia¢do das
16 cultivares de batata, que podem ser obtidos pela permutagdo dos primers
utilizados. Entretanto, o fluxograma que utilizou a menor quantidade de primers
diferentes para a diferencia¢do das 16 cultivares de batata foi o apresentado na
Figura 3.

Os marcadores moleculares RAPD aplicados neste estudo conseguiram
diferenciar e identificar as 16 cultivares de batata. Em trabalhos semelhantes
com batata, verificou-se a identificagdo de 36 cultivares, com apenas dois
primers (Demeke et al. 1993), 46 cultivares com dez primers (Sosinki e
Douches, 1996) e, por meio de quatro primers RAPD, foi possivel identificar e
separar 27 gendtipos de batata (Collares et al., 2004). Mori et al. (1993),

identificaram 39 cultivares de batata japonesas, com apenas 13 bandas
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polimorficas, usando 5 primers RAPD. Forapani et al. (1999) e Moisan-Thiery
et al. (2001), usando trés primers RAPD, identificaram, respectivamente, 37 ¢ 57
gendtipos de batata. E foi verificada, ainda a identificacdo de 13 cultivares de
batata australiana, com apenas um primer de RAPD (Isenegger et al., 2001).
Estes resultados sugerem que o marcador RAPD constitui boa ferramenta para a

identificacdo de cultivares de batata.

4.3 SSR
No presente estudo, dos 21 pares de primers SSR inicialmente testados,

20 revelaram polimorfismo entre as cultivares analisadas, produzindo bandas
bem definidas e reprodutiveis. Foram amplificados 136 fragmentos
polimérficos, com uma média de 6,8 fragmentos polimorficos por primer. O
nimero de bandas polimoérficas variou de uma, para os primers STM0019,
STM1049 ¢ STU6SNRN a 18, para o primer StI046 (Tabela 6). Um padrao de
amplificacdo obtido com os primers SSR estd representado na Figura 10, por

meio do primer STM2013.
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TABELA 6: Primers SSR, suas respectivas seqiiéncias de bases, PIC (Polymorphic Index Content) e nimero de bandas polimérficas obtidas em
16 cultivares de batata. Laboratorio Central de Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras, UFLA, Lavras, MG, 2008:
NBP: Numero de bandas polimorficas.

PRIMER SEQUENCIA (Forward) SEQUENCIA (Reverse) Ta(°C) PIC NBP
Stl046 CAGAGGATGCTGATGGACCT GGAGCAGTTGAGGGCTTCTT 60-54 097 18
STM1052  CAATTTCGTTTTTTCATGTGACAC  ATGGCGTAATTTGATTTAATACGTAA  60-50 0,96 15
STP0oAC58  TTGATGAAAGGAATGCAGCTTGTG ACGTTAAAGAAGTGAGAGTACGAC 57 095 12
STM1016  TTCTGATTTCATGCATGTTTCC ATGCTTGCCATGTGATGTGT 53 095 12
STM0031  CATACGCACGCACGTACAC TTCAACCTATCATTTTGTGAGTCG 57 09 6
St1031 AGGCGCACTTTAACTTCCAC CGGAACAAATTGCTCTGATG 60-54 0,92 8
STM2013  TTCGGAATTACCCTCTGCC AAAAAAAGAACGCGCACG 55 09 7
STWAX-2  CCCATAATACTGTCGATGAGCA GAATGTAGGGAAACATGCATGA 53 092 8
STCAAS3  AATTCATGTTTGCGGTACGTC ATGCAGAAAGATGTCAAAATTGA 60 092 8

3 STM1104  TGATTCTCTTGCCTACTGTAATCG CAAAGTGGTGTGAAGCTGTGA 57 088 5
STM1106  TCCAGCTGATTGGTTAGGTTG ATGCGAATCTACTCGTCATGG 55 088 6
STM0037  AATTTAACTTAGAAGATTAGTCTC ATTTGGTTGGGTATGATA 53 087 5
STGBSS AATCGGTGATAAATGTGAATGC ATGCTTGCCATGTGATGTGT 53 08 6
STM1031  TGTGTTTGTTTTTCTGTAT AATTCTATCCTCATCTCTA 55 085 5
STM2022  GCGTCAGCGATTTCAGTACTA TTCAGTCAACTCCTGTTGCG 53 084 4
STM0030  AGAGATCGATGTAAAACACGT GTGGCATTTTGATGGATT 53 085 5
STM0019  AATAGGTGTACTGACTCTCAATG  TTGAAGTAAAAGTCCTAGTATGTG 50 0,21 1
St1005 CTAATTTGATGGGGAAGCGA CGGAGATAAAACCCAAGTCC 58-52 0,50 1
STM1049  CTACCAGTTTGTTGATTGTGGTG  AGGGACTTTAATTTGTTGGACG 57 0,68 2
STU6SNRN  GAAGTTTTATCAGAATCC ATCACCTCATCAGCAATC 50 0,50 1




Em estudos similares, houve grande variacdo na quantidade de primers
SSR utilizados e nos polimorfismos gerados, entretanto, pode-se observar que o
nivel de polimorfismo produzido é geralmente alto para cultivares de batata.
Ghislain et al. (2004), ao utilizarem 22 marcadores SSR, obtiveram de 3 a 27
alelos por loco, avaliando 900 acessos de batata nativa dos Andes, pertencentes a
oito diferentes espécies de Solanum. Coombs et al. (2004), ao utilizarem 18
pares de primers SSR, obtiveram um total de 106 bandas polimorficas, que
diferenciaram 17 cultivares de batata. Schneider e Douches (1997), com cinco
pares de primers, amplificaram 14 bandas, com uma variagdo de 1 a 4 bandas
por primer, obtendo uma média de 2,3 bandas por primer. Ashkenazi et al.
(2001) obtiveram média de 5 alelos para cada um dos 7 marcadores SSR
utilizados para a identificagdo de cultivares de batata. Ghislain et al. (2006), com
22 primers SSR, produziram 150 alelos, sendo 145 polimorficos, em 128
acessos de batata do grupo Phureja.

Em outras culturas, como soja (Maughan et al., 1995), arroz (Yang et al.,
1994), banana (Jesus et al., 2006) e acerola (Salla et al., 2002), também foi
evidente o alto nivel de polimorfismo encontrado com o uso de marcadores

moleculares SSR.

48



sl il o

FIGURA 10. Padrdes de amplificagdo obtidos com o primer SSR STM2013,
em gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata (At:
Atlantic, Cp: Cupido, MIl: Monalisa, Is: Isabel, Fc: Florice, Fn:
Floriane, Ch: Chipie, Ed: Eden, Ag: Agata, Oc: Oceania, Ca:
Casteline, Md: Mondial, Ast: Asterix, Co: Colorado, Na:
Naturela, Em: Emeraude). Laboratorio Central de Biologia
Molecular da Universidade Federal de Lavras, UFLA, Lavras,
MG, 2008.

A informatividade dos 20 pares de primers SSR utilizados neste estudo
variou de 0,97, para o primer StI046 a 0,21, para o primer STM0019 (Tabela 5).
De forma similar, os valores de PIC também variaram de acordo com o primer
SSR testado em outros estudos com variedades de batata. Para Barandalla et al.
(2006), o valor de PIC foi de 0,74; para Norero et al. (2002), variou de 0,73 a
0,63 ao utilizarem quatro primers SSR; Milbourne et al. (1997) encontraram
valor de PIC igual a 0,73 e média de bandas por primer de 5,7 para 16 cultivares
de batata. O PIC variou de 0,28 a 0,89 (Ghislain et al., 2004) e de 0,95 (Feingold
et al.,, 2005), evidenciando o alto nivel de informacdo e¢ de polimorfismo
encontrado pelos marcadores moleculares SSR em estudos com batata.

As 136 bandas polimorficas foram consideradas suficientes para uma
adequada avaliagdo da divergéncia genética, uma vez que as analises de niimero
otimo de marcadores indicaram que a correlacdo (r = 0,97) entre as matrizes de

distancia genética aproximou-se de 1, a soma dos quadrados dos desvios foi de
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0,03 e o valor de estresse (E) foi de 0,044, a partir de 125 bandas polimoérficas
(Figura 11). Observa-se que, a partir desse valor, a curva de correlagdo e o
desvio padrdo ndo sofreram altera¢des significativas com o incremento das 11
bandas restantes. Isso forneceu seguranca e confiabilidade aos resultados obtidos
para a estimativa da divergéncia genética entre os individuos estudados ao

utilizar marcadores moleculares SSR.

—a— Correlacdo —e— SQDesvio

Numero de Bandas

FIGURA 11. Analise do numero 6timo de marcadores SSR para estimativa das
similaridades genéticas entre as 16 cultivares de batata estudadas,
utilizando nimeros crescentes de bandas polimorficas.
Laboratorio Central de Biologia Molecular da Universidade
Federal de Lavras, UFLA, Lavras, MG, 2008.

A similaridade genética média entre as cultivares foi de 0,56, com
amplitude de 0,46 a 0,72 (Tabela 7). A menor similaridade foi obtida entre as
cultivares Oceania e Florice (0,46), provenientes da Franga, porém, com

progenitores bastante divergentes. J4 a maior similaridade genética foi obtida
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entre as cultivares Cupido e Emeraude (0,72) e entre Agata e Naturela (0,72). As
cultivares Cupido ¢ Emeraude possuem o progenitor “Estima” em comum e as
cultivares Agata e Naturela possuem o progenitor “Sirco” em comum,

justificando a elevada similaridade genética entre as cultivares.
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TABELA 7. Matriz de distancias genéticas, utilizando primers SSR, entre 16 cultivares de batata analisados dois a dois.
Laboratorio Central de Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras, UFLA, Lavras, MG, 2008.

At
Cp
Ml
Is
Fc
Fn
Ch
Ed
Ag
Oc
Ca
Mo
Ast
Co
Na
Em

At
1
0,57
0,52
0,60
0,48
0,56
0,58
0,53
0,70
0,67
0,48
0,60
0,53
0,52
0,65
0,55

Cp

1
0,67
0,63
0,54
0,54
0,50
0,53
0,59
0,64
0,55
0,57
0,50
0,58
0,70
0,72

Ml

1
0,66
0,70
0,54
0,54
0,53
0,54
0,51
0,63
0,69
0,59
0,48
0,59
0,64

Is

1
0,70
0,61
0,50
0,58
0,68
0,54
0,64
0,61
0,54
0,61
0,67
0,60

Fc

1
0,55
0,61
0,43
0,48
0,46
0,68
0,65
0,55
0,51
0,54
0,58

Fn

1
0,62
0,65
0,62
0,61
0,58
0,64
0,61
0,62
0,63
0,63

Ch

1
0,56
0,58
0,61
0,53
0,58
0,55
0,53
0,54
0,56

Ed

1
0,64
0,63
0,62
0,47
0,63
0,58
0,64
0,59

Ag

1
0,64
0,58
0,56
0,63
0,65
0,72
0,52

Oc

1
0,47
0,56
0,52
0,58
0,67
0,54

Ca

1
0,57
0,70
0,58
0,59
0,60

Mo

1
0,56
0,54
0,56
0,62

Ast Co Na Em

1
0,58 1
0,64 0,71 1
0,56 0,58 0,65 1

At: Atlantic, Cp: Cupido, Ml: Monalisa, Is: Isabel, Fc: Florice, Fn: Floriane, Ch: Chipie, Ed: Eden, Ag: Agata, Oc: Oceania, Ca:
Casteline, Mo: Mondial, Ast: Asterix, Co: Colorado, Na: Naturela, Em: Emeraude.



O dendrograma apresentado na Figura 12 apresenta um valor de
correlagdo cofenética de 0,68, indicando uma representagdo razoavel da matriz
de similaridade gerada pelo coeficiente de Jaccard. Este resultado é semelhante
ao encontrado para marcadores RAPD em estudos de diversidade de batata, em
que a correlacdo cofenética foi de 0,618 (Ghislain et al., 2006). Entretanto, ¢
inferior ao encontrado por Barandalla et al. (2006). que obtiveram um valor de
0,94 para a matriz cofenética em estudos com batata utilizando marcadores SSR.
Estes autores obtiveram o coeficiente de similaridade de Jaccard variando de 1 a

0,48, com média de 0,74, entre os pares de cultivares analisados.

I Atlantic

Oceatia
|fgata
amurela
Colorado

I Floriane
Eden

 — Casteline

Ilondial

057 061 0.65 0.69 073
Stmilaridade Genética

FIGURA 12. Dendrograma representando as similaridades genéticas obtidas
com base em marcadores SSR, entre 16 cultivares de batata,
gerado pelo método UPGMA. Laboratorio Central de Biologia
Molecular da niversidade Federal de Lavras, UFLA, Lavras,
MG, 2008.
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A 56% de similaridade genética, pode-se observar a formagdo de
agrupamentos entre as cultivares analisadas, porém, a cultivar Chipie nido
agrupou com nenhuma outra cultivar. As cultivares Atlantic, proveniente dos
Estados Unidos, ¢ Oceania, proveniente da Franga, apresentaram uma
similaridade genética de 67%. Essas cultivares foram desenvolvidas para uso
industrial na forma de chips e com tubérculos de formato oval-arredondado.

As cultivares Agata, Naturela e¢ Colorado apresentaram similaridade
genética de 69% e possuem em comum tubérculo com polpa amarelada. As
cultivares Agata e Naturela (72% de similaridade) possuem o progenitor “Sirco”
em comum. Tanto a cultivar Naturela como a cultivar Colorado sdo provenientes
da Franga e sdo sensiveis aos virus X e A. J4 a cultivar Agata é proveniente dos
Paises Baixos.

As cultivares Floriane e Eden, agrupadas a 66% de similaridade
genética, sdo provenientes da Franga e desenvolvidas pela Bretagne Plants. Elas
apresentam resisténcia ao virus X e A e sensibilidade ao mildio da folha.
Morfologicamente, apresentam tubérculos de polpas amarelas, sendo cultivares
desenvolvidas para mesa.

As cultivares Casteline, proveniente da Franga e Asterix, proveniente
dos Paises Baixos, apresentam similaridade genética de 70% e possuem em
comum apenas o formato oval-alongado e a presenga de olhos superficiais, que
sd0 caracteristicas necessarias para a descrigdo minima considerada pelo Servi¢o
Nacional de Protecao de Cultivares.

As cultivares Cupido, proveniente dos Paises Baixos e Emeraude,
proveniente da Francga, apresentaram 72% de similaridade e possuem em comum
o progenitor “Estima” e foram desenvolvidas para o consumo doméstico.

As cultivares Monalisa, Mondial, Florice e Isabel apresentaram 66% de

similaridade genética e foram desenvolvidas para mesa, sendo de boa qualidade
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para o cozimento. Quanto as caracteristicas morfologicas, as cultivares Monalisa
e Mondial, provenientes dos Paises Baixos, apresentam tubérculos grandes, de
formato alongado, possuem olhos superficiais ¢ gema vermelho-violeta; sdo
susceptiveis ao virus Y e ao virus do enrolamento. Ja as cultivares Florice e
Isabel sdo provenientes da Franca e possuem tubérculo com pele e polpa
amarelo-clara.

Diante dessas observagdes, nota-se que por meio da unido das
caracteristicas moleculares, obtidas pelo marcador SSR, com as caracteristicas
morfologicas, foi possivel analisar a variabilidade genética entre as 16 cultivares
de batata analisadas. E, além disso, pode-se evidenciar, também, que o
dendrograma apresentou tendéncia em aproximar as cultivares de acordo com
suas utilidades comerciais, ou seja, se desenvolvidas para uso doméstico ou para
uso industrial.

Além disso, podem-se notar niveis elevados de polimorfismo entre as
cultivares. Segundo Provan et al. (1996), estes indices de polimorfismo
revelados pelo marcador microssatélite em cada loco ocorrem porque, na analise
dos dados, considera-se cada alelo como caracter Unico. Isso é particularmente
relevante porque, em tetrapldides, cada individuo pode conter entre um e quatro
alelos diferentes em um loco, ou seja, dentro do conjunto de genes estudado
pode haver até n alelos diferentes. Para este estudo, quando foi considerado
apenas um loco microssatélite, n variou de 2 a 18.

Os marcadores SSR tém sido frequentemente usados para estudos de
parentesco genético entre cultivares de S. tuberosum (Provan et al., 1996;
Schneider e Douches, 1997). Ashkenzi et al. (2001) utilizaram marcadores SSR
para estudos de distdncia filogenética entre espécies de batata nativas e
cultivadas. Raker e Spooner (2002) conseguiram separar S. tuberosum subsp.

tuberosum da S. tuberosum subsp. andigena usando marcadores SSR. Ja Provan
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et al. (1996) ndo conseguiram explicar os agrupamentos do dendrograma para as
cultivares de batata analisadas com SSR em seu estudo.

Pode-se inferir, a partir dos dados analisados, que os marcadores
moleculares SSR sédo eficazes para analisar a distancia genética entre espécies de
batata. Dessa forma, o conhecimento prévio do grau de parentesco entre espécies
de batata pode ajudar na escolha de fontes genéticas para ampliar a diversidade
de cultivares de batata e a introgressdo de genes, com caracteristicas
importantes, como resisténcia a doencas ¢ a pragas, de espécies nativas para

espécies cultivadas (Spooner et al., 1996).

4.3.1 Diferenciacéo de cultivares de batata utilizando marcadores SSR
A identificagdo de batata é baseada nas caracteristicas morfologicas,

como forma do tubérculo, tipo de folha, cor da flor e aspecto do broto.
Entretanto, muitos dessas caracteristicas podem apresentar diferentes expressoes
devido as interacdes do ambiente ou necessitarem de plantas ou tubérculos
maduros para a eficiente identificagdo (Demeke et al., 1993). Nas ultimas duas
décadas, a multiplicacdo e a conservacdo de batata t€ém sido baseadas na
propagagdo in vitro. Neste sistema, o fen6tipo esta substancialmente alterado e
as plantas raramente alcangam a maturidade. Assim, métodos classicos de
identificagdo de cultivar tornam-se frequentemente impraticaveis. Além disso,
esse sistema esta propenso a erros que podem levar a multiplicacao indesejavel
dos clones. Dessa forma, uma técnica barata e confiavel que possa identificar
genotipos em alguns estagios da planta independente das condi¢des de
crescimento ¢ altamente desejavel (Norero et al., 2002).

Neste estudo, com apenas trés primers SSR (STM0031, STM1106 e
STM2013), foi possivel diferenciar todas as 16 cultivares de batatas avaliadas
(Figura 13). Esses padrdes de primers foram utilizados porque apresentaram
valores de PIC elevados, variando de 0,88, para o primer STM1106 a 0,90, para
o primer STM0031.
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| Na || cp || Fn || v || BaBm || cn |[ ag || 1s.Fe || 0c || ca || Md ][ ast ]| co |
| |

STM1106 STM2013

FIGURA 13. Fluxograma para diferenciacdo das 16 cultivares de batata em
estudo, utilizando marcadores SSR (At: Atlantic, Cp: Cupido,
MI: Monalisa, Is: Isabel, Fc: Florice, Fn: Floriane, Ch: Chipie,
Ed: Eden, Ag: Agata, Oc: Oceania, Ca: Casteline, Md: Mondial,
Ast: Asterix, Co: Colorado, Na: Naturela, Em: Emeraude).
Laboratorio Central de Biologia Molecular da Universidade
Federal de Lavras, UFLA, Lavras, MG, 2008.

A amplificagdo com o primer STMO0031 gerou 14 padrdes moleculares
diferentes (Figura 14), permitindo a separagdo das 16 cultivares em 2 grupos
distintos, e identificou padrdes unicos para as cultivares Atlantic, Cupido,
Floriane, Monalisa, Chipie, Agata, Oceania, Casteline, Mondial, Colorado,
Asterix e Naturela. Dos grupos formados pelo primer STMO0031, um foi
formado pelas cultivares Eden ¢ Emeraude e o outro grupo incluiu as cultivares
Isabel e Florice.

As cultivares Eden e Emeraude foram diferenciadas por meio dos
padrdes moleculares obtidos pelo primer STM1106 (Figura 15). J4 o primer
STM2013 (Figura 16) foi utilizado para separar o grupo formado pelas

cultivares Isabel e Florice.
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FIGURA 14. Padrdes de amplificagdo obtidos com o primer SSR STM0031, em
gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata (At:
Atlantic, Cp: Cupido, MIl: Monalisa, Is: Isabel, Fc: Florice, Fn:
Floriane, Ch: Chipie, Ed: Eden, Ag: Agata, Oc: Oceania, Ca:
Casteline, Md: Mondial, Ast: Asterix, Co: Colorado, Na: Naturela,
Em: Emeraude). Laboratorio Central de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Lavras, UFLA, Lavras, MG, 2008.
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FIGURA 15. Padrdes de amplificagdo obtidos com o primer SSR STM1106, em
gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata (At:
Atlantic, Cp: Cupido, Ml: Monalisa, Is: Isabel, Fc: Florice, Fn:
Floriane, Ch: Chipie, Ed: Eden, Ag: Agata, Oc: Oceania, Ca:
Casteline, Md: Mondial, Ast: Asterix, Co: Colorado, Na: Naturela,
Em: Emeraude). Laboratério Central de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Lavras, UFLA, Lavras, MG, 2008.
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FIGURA 16. Padrdes de amplificagdo obtidos com o primer SSR STM2013, em
gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata (At:
Atlantic, Cp: Cupido, MIl: Monalisa, Is: Isabel, Fc: Florice, Fn:
Floriane, Ch: Chipie, Ed: Eden, Ag: Agata, Oc: Oceania, Ca:
Casteline, Md: Mondial, Ast: Asterix, Co: Colorado, Na: Naturela,
Em: Emeraude). Laboratorio Central de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Lavras, UFLA, Lavras, MG, 2008.

A partir desses resultados, nota-se que o fingerprinting, para as 16
cultivares de batata, foi mais eficiente ao utilizar os marcadores SSR do que ao
usar marcadores RAPD, uma vez que apenas 3 primers SSR permitiram
distinguir todas as cultivares estudadas.

Os marcadores microssatélites possuem propriedades que os tornam
bastante uteis na caracterizacdo de cultivares, uma vez que a variagdo nas
regides dos microssatélites resultam em grande ntimero de alelos detectados por
loco genético, apresentando, assim, elevado poder discriminatorio. Dessa forma,
normalmente, poucos locos garantem a completa diferenciagdo dos genoétipos de
interesse.

Em estudos similares, no intuito de identificar cultivares de batata,

observou-se que os marcadores microssatélites foram bastante promissores.
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Norero et al. (2002) distinguiram 36 cultivares de batatas com apenas 3 primers
SSR; McGregor et al. (2000b) diferenciaram 35 cultivares usando 2 primers;
Provan et al. (1996) discriminaram 18 cultivares de batata com apenas um
primer SSR; Ashkenazi et al. (2001) separaram 12 cultivares com dois primers e
Ghislain et al. (2000) conseguiram diferenciar 20 cultivares de batata usando os
primers STM0019 em combinagdo com o primer STM1104.

No entanto, Kawchuk et al. (1996) ndo encontraram diferencas entre sete
variantes clonais de batata com o uso de SSR. Ja Schneider e Douches (1997)
conseguiram obter melhores resultados na identificagdo de 24 dos 40 acessos de
batata, quando uniram os dados morfologicos como o tipo de tubérculo com os
dados moleculares de 5 primers SSR, o que promoveu melhor separacdo das
cultivares.

Existem outras possibilidades de fluxogramas para a diferencia¢do das
16 cultivares de batata que podem ser obtidas por meio da permutacdo dos
primers utilizados. Entretanto, o fluxograma que utilizou menor quantidade de
primers diferentes para a diferenciagdo das 16 cultivares de batata foi o
apresentado na Figura 13.

Tanto os marcadores RAPD quanto os marcadores SSR foram eficientes
para a analise de diversidade genética e para o fingerprinting das 16 cultivares
de batata analisadas. Entretanto, observa-se uma discrepancia entre os dois
marcadores moleculares, ao analisarem-se os dendrogramas.

Uma possivel explicagdo para tal resultado talvez seja o tipo de
informagdo revelada por cada marcador molecular. Marcadores RAPD sdo
distribuidos ao acaso no genoma e largamente em regides intergénicas. Em
contraste, os marcadores SSRs detectam sitios pré-determinados, podendo ser
provenientes de regides ndo traduzidas e de introns, por exemplo (Ghislain et al.,

2006). Em solanaceas, foi encontrada maior freqiiéncia de microssatélites nas

60



regides de introns, 5’ ndo traduzida (upstream do gene) e da 3’ ndo traduzida
(dowstream do gene) (Smulders et al., 1997).

Em outros estudos, foi relatado que alguns marcadores SSR nédo
apresentaram a mesma origem polimoérfica que outros marcadores moleculares,
como AFLP, RAPD ou RFLP, uma vez que os SSR derivaram, principalmente
por mecanismo de slippage mais freqiientemente que por mudangas de pares de
base, inser¢des e delegdes (Tautz & Rentz, 1984; Tautz et al., 1986; Delsney et
al., 1988).

Ghislain et al. (2006), ao estudarem diversidade genética em cultivares
de batata, ndo encontraram concordancia com os resultados obtidos entre os
dendrogramas de RAPD e SSR. Obtiveram valor de correlagao cofenética (r. =
0,618) baixo para RAPD e alto (0,82) para SSR e ndo houve um agrupamento
bem definido para nenhum dos marcadores. Milbourne et al. (1997), ao
utilizarem marcadores RAPD, AFLP e SSR para analise de relagdo genética em
cultivares de batata, observaram baixa correlagdo entre as trés técnicas
utilizadas. De forma similar, baixos valores de concordincia entre marcadores
RAPD e RFLP foram encontrados por Powell et al. (1996), Milbourne et al.
(1997) e Russel et al. (1997). Sun et al. (1999) também conseguiram valores de
correlagdo baixos entre marcadores RAPD e SSR, em Elymus.

Em contrapartida, trabalhos com cevada mostraram que correlagdes
entre pedigrees e similaridade genética baseados em RFLP, RAPD, AFLP e SSR
sdo geralmente altas. Sun et al. (1997) encontraram boa correlagdo quando
compararam marcadores SSR e RAPD entre varias espécies de Elymus. Ja
Powell et al. (1994) obtiveram correlagdes genéticas, em soja. Entre similaridade
genética derivada de RAPD, RFLP, AFLP e SSR foram baixas a nivel
intraespecifico e alto a nivel interespecifico.

De acordo com Ghislain et al. (2004), cada sistema possui vantagens e

desvantagens, dependendo da distancia genética da populacao e do que se deseja

61



observar. Porém, um problema surge da dificuldade para determinar a contagem
exata de alelos em individuos polipldides (McGregor et al., 2000a). Isso pode
afetar toda a analise e causar erros nas estimativas (Barandalla et al., 2006).
Dessa forma, para estudos com espécies poliploides, como a batata, deve-se ter
bastante precaugdo ao interpretar os dados dos marcadores moleculares, para

calcular medidas verdadeiras de similaridade genética (Milbourne et al., 1997).
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5 CONCLUSAO

Os marcadores moleculares RAPD e SSR mostraram-se eficientes para
detectar polimorfismo entre cultivares de batata, podendo ser utilizados na
analise de divergéncia genética e na identificacdo de cultivares comerciais.

Os marcadores moleculares RAPD e SSR foram eficientes para a analise

da diversidade genética e para a caracterizag@o das 16 cultivares estudadas.
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diferencia. Cultivares de batata: 1: Atlantic, 2: Cupido, 3: Monalisa, 4: Isabel, 5: Florice, 6: Floriane, 7: Chipie, 8: Eden, 9: Agata, 10:

Oceania, 11: Casteline, 12: Mondial, 13: Asterix, 14: Colorado, 15: Naturela, 16: Emeraude.
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X X X X X X XX X X

STM2013

X X X X X X X

*

X

X X X X X X X X XX X

STCAAS3
Stl046

X X X X X X X X X
X X X X X X X X X

X X X

*

X X X X X X X

*X X X
X X X X X X XX X X
X X X X X X XX X X
X X X X X X XX X X

X X X X X X

X X X X X X X X XX X
X X X X X X X X XX X

STM1052

*

X X X X X X X X

STM1016

oo

4

X X *

* X X XX X oF

X X X X X

*

STM2022

*

X
X

*

X X X X X X

X X* X X
X X X XX X X

*

X
X

STM1049

*

*

X X X *
X X X X X X X

*

*

X X X X *

* *

*

*

*

STU6SNRN
STGBSS

*

*

* XX X

*

X X X X X X X *

*

X

*

X X X X X

*

X X X X X X X X

X X X X X X X X XX X
X X X X X X X X XX X

X X X X X X XX X X
X X X X X X XX X X
X X X X X X XX X X

STM1031

X X X X X X X X X

STPoAC58

*

X X X X X X X X

X X X
*

*

X X X X X X X

STWAX-2

* X X X * X X *

X X

* X X * X X

* X X * X X* X X X

*

STMO0037

...Continua...
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TABELA 2A cont.

Primer/
CVv

= w
= X
- w
=X
= w
S X
- w
0w X
= w
=X
o
= W
5 X
[EENEN
=X
[EANES
=X
N
5 X
[EENEN
0w X
[N
= X
[EENES
;X
[EEN
5 X
= o
=5 X
o
B

%[00 % w
* [ % w
* (o x &
* | x o

*

Stl005
Stl031
STM0031
STM1104
STM1106
STMO0019
STMO0030
STM2013
STCAAS3
Stl046
STM1052
STM1016
STM2022
STM1049
STU6SNRN
STGBSS
STM1031
STPoAC58
STWAX-2
STMO0037

¥R OX K K| X w
XX X X XX @
XX X X X[eXw
L T I

XX X X X X
XX X X X
XX X X

A R e Tl

R SRR S
XX X XK XX

XX X X XX
XX X X X
T o T

XX X X X X
T I

I T

*

* o)X
FX X X X X X X X XXy

R T o T B

[
MM X X X X

*

T T o T T A I )
I T o T o T B I i
T T T R Sl C

XX X X X K

oKX X
T o T o T B I B e

T o T o T B I B e
I T o T o T B R e
*

oMM M X X K
I B
e
T I
XX X X X

*

T T T R I S
T T T T B e

T T T R R I I
T B T

L R Tl

XX X X X ) X X
*

XX X X

*

*
*
*
*

T B

XX

I T T i B R T e B o T T U
* XX

* XX

>

T o T T T R I e
>

R T o T T T

* X
*
*
* O X
XXX
* 4
T I T T B R R T o T
oKX X
LT
*

T I o T o T B
oMK XK

o X

T I o T o T o T T
* 4
*
* 4

X X
T B T T T B

R
o X

oM X X X X X
oMK X

XKoo X X X X X

Ll
LT B

E T I

* O

oMM XK
oK X
XX XK X
o X

o X

T B I
XoM ) #

E T I
o X
XX ) X

T T S
>

>

X X

...Continua...
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TABELA 2A cont.

Primer/ 5 5 55 566 66666 66677 77 77 77 78 888838
cv XX XX XXX XXX XX XXXXX XX XX XX XX XXX XX

1213 1415 167 8 9 10111213 1415168 9 1011 1213 1415 169 1011 12 13 14

St1005 * X * X X XXX *X* X *XXXX X* X* XX *X XXXXX
St1031 XX X* XXX X XXX XXXX* XX XX XX XX XXXXX
STMO03Z X X X X X X X X XX XX XXX XX XX XX XX XX XXXXX
STM1104 X X X X X X X X XX * X X X X XX XX XX XX XX XXX XX
STM1106 X X X X X X * X XX X X X X X XX XX XX XX XX XXX XX
STMOOI9 X X X X X X X X XX XX XXX X* * X * X X* XX XXX * *
STMO030 X X X X X X X X XX * X XXX XX XX XX XX XX XXX X *
STM2013 X X X X X X X X XX XX XXX XX XX XX XX X* XXX X *
STCAAS3 X X X X X X X X XX * X XXX XX XX XX XX XX XXXXX
St1046 XX XX XXX X XXXX XX* XX XX XX XX XX XXXXX
STM1052 X X X X X X X X XX X X XXX XX XX XX XX XX XXXXX
STMI1016 X X X X X X X X XX X X XXX X* XX XX XX XX XXXXX
STM2022 X X X X X X X X XX XX XXX * X X* XX XX XX X* XXX
STM1049 X * * * * X X * XX * X X X X X X * * X * * * * X X X X X X
STUBSNRN X X X * * X X X XX X X X X X X * * * X X X* * X X X X XX
STGBSS X X X X * X X X XX XX XXX X* XX XX XX XX XXX=*X
STM1031 X * X X X X * X *X * X * X X X X X X X X X X * X * X * X *
STPOAC58 X X X X X X X X XX X X XXX XX XX XX XX XX XXXXX
STWAX2 X X X X XXX X XX XX XXX XX XX XX XX XX XXXXX
STM0037 X X * X X X X * XX X * XX * XX XX XX X* XX X* XXX

...Continua...
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TABELA 2A cont.

Primer/ 88 999 99 99 101010 1010 1011 1111 11 11 12 12 12 12 13 13 13 14 14 15
oV XX XXX XX XXXXX XX XX XX X X X XXX XXXXXX

1516 101112 1314 151611 1213 1415 1612 1314 15 16 13 14 1516 14 15 16 15 16 16
St1005 * X X XX XX XXX *X *X XX *X X * X *XX XX* XXX
St1031 XX XXX XX *XXXX XX XX XX X X X XXX XXXXXX
STMO0031 X * X X X X X X X X XX XX XX XX X X X XX* XXXXX X
STM1104 X X X X X X X X X X X X XX XX XX X X X XXX XXX XXX
STM1106 X X X X X X X X X X X X XX XX XX X X X XXX XXX XXX
STM0019 X * * X * X X * X X * X X * XX XX X X X X* X * X * X * X
STMO030 X X X X X * X X X X XX XX XX XX * * X XXX XXX XXX
STM2013 X X X X X X * X X X XX XX XX XX X X X XXX XXX XXX
STCAAS3 X * X X X X X XXX XX XX XX XX X X X XXX XXXXXX
St1046 XX XXX XX *XXXX XX X* XX X X X XXX XXXXXX
STM1052 X X X X X X X X X X XX XX XX XX X X X XXX XXX XXX
STMI016 X X X X X X X X X X XX XX XX XX X X X XXX XXX XXX
STM2022 X X X X * * * % % X X X X X X X X X X X * % k x k ok ok ok ok %
STM1049 X X X X * X X X X * X * * % * X * % % x X X X X * k *x x x x
STUBSNRN X X * * X X X * * * X X X * * X X X * * * % X X * X X X X *
STGBSS X X X X X X X XXX XX XX XX X* X X X XXX XXXXXX
STM1031 X X X X X X X * X X * X * X XX * X X X X * XX XXX X X X
STPOAC58 X X X X X X X X X X X X XX XX * X X X X XXX XXX XXX
STWAX-2 X X X X X X X XX X XX XX XX X X X X XXX XXX XX *
STM0037 X X X X X * X X * X XX X* XX XX X X X XXX XX=* XXX

Quadro para diferenciar cultivares duas a duas, individualmente, em que “X” indica que o primer diferencia as cultivares e * ndo
diferencia. Cultivares de batata: 1: Atlantic, 2: Cupido, 3: Monalisa, 4: Isabel, 5: Florice, 6: Floriane, 7: Chipie, 8: Eden, 9: Agata,
10: Oceania, 11: Casteline, 12: Mondial, 13: Asterix, 14: Colorado, 15: Naturela, 16: Emeraude.
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