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RESUMO

A batata (Solanum tuberosum L.) ¢ uma das culturas de maior importancia economica no Brasil.
A bataticultura brasileira ainda depende principalmente de cultivares desenvolvidas em outros
paises. Essas cultivares de clima temperado podem apresentar baixa adaptagdo as condigdes
edafoclimaticas brasileiras. Diante disso, ha a necessidade de cultivares mais adaptadas e
modernas, capazes de atender as condi¢des edafoclimaticas tropicais e tecnoldgicas do Brasil.
A ampla diversidade genética dos vegetais pode servir como fonte de alelos desejaveis,
propiciando ndo somente a possibilidade de ganhos com a selegdo como também de adaptagado
a mudangas ambientais. O conhecimento sobre o nivel de diversidade e estruturagdo genética
pode racionalizar as estratégias de melhoramento. Com base nesse cenario, o estudo teve como
objetivo caracterizar a diversidade e estruturacao genética nos clones de batata provenientes do
Programa de Melhoramento Genético da UFLA. Foram utilizados cinco marcadores SSR para
diferenciar 111 clones de Solanum tuberosum. Os primers resultaram em 15 alelos
polimérficos, com uma média de 3 alelos por locus. O complemento da matriz de distancias de
Jaccard foi representado por um dendrograma via agrupamento UPGMA. Além disso, as
distancias entre os clones de batata também foram visualizadas em um grafico de dispersao
com os dois primeiros componentes principais. A heterozigosidade esperado (He) e o conteudo
de informacgao polimérfica (PIC) foi de 0,346. Os resultados sugerem uma diversidade genética
relativamente baixa entre os clones de batata analisados e indicam que o germoplasma nio esté
estruturado em grupos distintos. Apesar dessa menor diversidade em comparagdo com outros
trabalhos, ainda ha diversidade suficiente para varios ciclos de melhoramento. Sugere-se
ampliar a base genética ao longo dos anos, introduzindo novos recursos genéticos, como o
intercambio de germoplasma com outras instituigdes e programas de melhoramento, para evitar
possiveis limitagdes no melhoramento genético e assegurar a sustentabilidade e produtividade
futura das culturas de batata.

Palavras-Chave: melhoramento de batata; marcadores moleculares; microssatélites; SSR;

clones.



ABSTRACT

The potato (Solanum tuberosum L.) is one of the most economically important crops in Brazil.
Brazilian potato farming still relies mainly on cultivars developed in other countries. These
temperate climate cultivars may show poor adaptation to Brazilian edaphoclimatic conditions.
Therefore, there is a need for more adapted and modern cultivars that can meet Brazil's tropical
edaphoclimatic and technological conditions. The broad genetic diversity of plants can serve as
a source of desirable alleles, providing not only the possibility of gains with selection but also
adaptation to environmental changes. Knowledge about the level of diversity and genetic
structuring can rationalize breeding strategies. Based on this scenario, the study aimed to
characterize the diversity and genetic structuring in potato clones from the UFLA Breeding
Program. Five SSR markers were used to differentiate 111 Solanum tuberosum clones. The
primers resulted in 15 polymorphic alleles, with an average of 3 alleles per locus. The
complement of the Jaccard distance matrix was represented by a dendrogram via UPGMA
clustering. Additionally, the distances between the potato clones were also visualized in a
scatter plot with the first two principal components. The expected heterozygosity (He) and the
polymorphic information content (PIC) were 0.346. The results suggest a relatively low genetic
diversity among the analyzed potato clones and indicate that the germplasm is not structured
into distinct groups. Despite this lower diversity compared to other studies, there is still
sufficient diversity for several breeding cycles. It is suggested to expand the genetic base over
the years by introducing new genetic resources, such as the exchange of germplasm with other
institutions and breeding programs, to avoid possible limitations in genetic improvement and
ensure the future sustainability and productivity of potato crops.

Keywords: potato breeding; molecular markers; microsatellites; SSR; clones.



IMPACTOS SOCIAIS, TECNOLOGICOS, ECONOMICOS E CULTURAIS

O projeto desenvolvido tem o potencial de otimizar as agdes e estratégias do programa de
melhoramento genético da UFLA, resultando em impactos indiretos positivos em diversas
areas. No ambito social, o desenvolvimento de novas cultivares de batata mais adaptadas e
produtivas pode contribuir para a seguranca alimentar, especialmente em regides onde a batata
¢ um alimento essencial. Além disso, a criagdo de variedades mais resistentes pode reduzir a
necessidade de insumos agricolas, como fertilizantes e pesticidas, gerando beneficios
econdmicos para os agricultores e diminuindo o impacto ambiental. Esses avangos também
podem impulsionar o desenvolvimento econdmico em areas rurais, promovendo a geragdo de
empregos e oportunidades de renda, o que caracteriza um impacto social e econdmico
significativo. Em termos ambientais, o uso de variedades adaptadas as condicdes locais
favorece a eficiéncia no uso de recursos naturais, como agua e nutrientes, mitigando o
desperdicio e a degradacdo ambiental. No campo tecnoldgico, a aplicacdo de marcadores
moleculares microssatélites no melhoramento genético de batatas permite um avango
consideravel na identificagdo de caracteristicas desejaveis, acelerando a sele¢do de cultivares
com maior precisdo e eficiéncia. Este trabalho, alinhado aos objetivos de desenvolvimento
sustentdvel da ONU, especialmente no que tange a fome zero e a agricultura sustentavel,
demonstra um potencial de impacto concreto e em potencial em varias areas tematicas da
Politica Nacional de Extensdo, como comunicag¢do, tecnologia e produ¢do, e meio ambiente,
beneficiando diretamente e indiretamente a sociedade e contribuindo para o desenvolvimento

sustentavel do territorio impactado.

SOCIAL, TECHNOLOGICAL, ECONOMIC AND CULTURAL IMPACTS

The project developed has the potential to significantly optimize the actions and strategies of
the UFLA's genetic improvement program, resulting in positive impacts in various areas.
Socially, the development of new, more adapted, and productive potato cultivars can contribute
to food security, especially in regions where potatoes are an essential food source. Additionally,
the creation of more resilient varieties can reduce the need for agricultural inputs, such as
fertilizers and pesticides, generating economic benefits for farmers and reducing environmental
impact. These advancements can also boost economic development in rural areas, promoting
job creation and income opportunities, which constitutes a significant social and economic

impact. Environmentally, the use of varieties adapted to local conditions promotes the efficient



use of natural resources, such as water and nutrients, minimizing waste and environmental
degradation. In the technological field, the application of microsatellite molecular markers in
potato breeding allows for significant progress in identifying desirable traits, accelerating the
selection of cultivars with greater precision and efficiency. This work, aligned with the United
Nations' sustainable development goals, particularly regarding zero hunger and sustainable
agriculture, demonstrates concrete and potential impacts across various thematic areas of the
National Extension Policy, such as communication, technology and production, and the
environment, directly benefiting society and contributing to the sustainable development of the

impacted territory.
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1 INTRODUCAO

No periodo de 1973 a 2021, a producao de batata (Solanum tuberosum L.) triplicou, de
1,32 milhdo de toneladas para 3,85 milhdes de toneladas. A batata foi a 14° commoditie mais
produzida no Brasil em 2022 (FAOSTAT, 2022). A area colhida com a cultura em 2023 foi de
117.803 hectares, sendo que o maior produtor foi o estado de Minas Gerais (IBGE, 2022). A
evolucdo da cultura da batata no Brasil ¢ notavel, com um aumento significativo da produgao e
produtividade nas ltimas cinco décadas. Nesse periodo, a produtividade da cultura aumentou
quase cinco vezes no pais, passando de 6,98 t/ha para 33,10 t‘ha (EMBRAPA, 2023; HF
BRASIL, 2022).

A batata ¢ uma excelente fonte de energia devido ao seu alto teor de carboidratos e por
possuir uma maior quantidade de proteinas entre as horticolas de raizes e tubérculos.
Atualmente, no Brasil, ha uma alta demanda por novas cultivares de batata devido ao
crescimento do setor industrial, o qual requer cada vez mais batatas com melhor qualidade. As
cultivares mais utilizadas no Brasil sdo de origem estrangeira, como as europeias Asterix e
Markies que sdo amplamente utilizadas na produgdo de batatas palito. As cultivares Atlantic e
Agata sdo de origem americana e holandesa, respectivamente, sendo que a primeira ¢ utilizada
para a produgdo de chips. Ja as cultivares Agata e Asterix atendem grande parte do mercado
fresco. No entanto, essas cultivares apresentam baixa adaptacao a clima tropical, limitando suas
regides de plantio. Além disso, elas exigem muitos insumos, como fertilizantes, fungicidas e
inseticidas para sua producdo. Além de elevar os custos de producao, a utilizagdo de insumos
em excesso pode prejudicar a qualidade das batatas para as industrias, além de poder causar
riscos a saude dos consumidores e ao meio-ambiente. As cultivares Agata e Asterix, por
exemplo, foram obtidas nos anos de 1976 e 1977, respectivamente, mostrando a necessidade de
cultivares mais atuais, adaptadas as condicdes modernas de cultivo (LUTALADIO;
PRAKASH, 2010; RAGASSI, 2022; SILVA et al., 2020).

Entre as medidas de manejo de pragas e doencgas existentes, a resisténcia genética ¢ a
estratégia mais desejavel, tanto do ponto de vista econdmico como ambiental. Porém, poucas
cultivares com boa resisténcia estdo disponiveis no mercado. Além disso, devido a ampliagao
geografica da cultura, ¢ imprescindivel o desenvolvimento de variedades adaptadas aos
diversos climas presentes no pais. Portanto, ¢ fundamental investir na criagdo de variedades
mais adequadas as condigdes ecoldgicas e tecnologicas do cultivo no pais, visando facilitar o

manejo e reduzir os custos de producdo. Isso também estimula a adog¢do de novas tecnologias
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que contribuem para um manejo mais eficiente e sustentdvel (CASA-COILA et al., 2019;
PEREIRA, 2011; SILVA et al., 2014, 2019).

A ampla diversidade genética dos vegetais pode servir como fonte de alelos desejaveis,
propiciando ganhos de selegdo em programas de melhoramento, bem como uma notavel
capacidade das plantas se adaptarem a mudangas ambientais (RAZA et al., 2019). Nas ultimas
décadas, houve uma crescente énfase na avaliacdo da diversidade genética de culturas,
impulsionada pelo avango de tecnologias como os marcadores moleculares (FU, 2015). Essas
avaliagdes oferecem informacgdes valiosas sobre a magnitude e estruturacdo da diversidade
genética presente nos germoplasmas de plantas. Essas informagdes sdo fundamentais para
orientar estratégias de conservagdo do material genético e otimizar sua utilizagdo no contexto
do melhoramento (RAUF et al., 2010).

Existem diversas técnicas de marcadores moleculares disponiveis, sendo que algumas
delas ja foram utilizadas na identificacdo do germoplasma de batata e na avaliagdo da sua
diversidade genética (SHARMA; NANDINENI, 2014; GHISLAIN, 2004). No entanto, ¢
crucial selecionar os marcadores moleculares adequados antes de emprega-los efetivamente.
Os marcadores SSR (Simple Sequence Repeats), também conhecidos como microssatélites, tém
sido amplamente adotados devido as suas caracteristicas favoraveis, como a ampla distribui¢ao
no genoma, multialelismo e alto nivel de polimorfismo, facilidade de utilizagdo, clareza e
reprodutibilidade dos resultados, baixo custo operacional e possibilidade de automagdo. Além
disso, como os locos microssatélites sdo amplificados por PCR, sua genotipagem pode ser
realizada mesmo com DNA de baixa qualidade, desde que a regido contendo o microssatélite
de interesse esteja preservada. Porém, cabe destacar que a genotipagem de microssatélites em
espécies poliploides, como a batata, apresenta complicacdo adicional devido a dificuldade de
se realizar a dosagem dos alelos (HONIG et al, 2016). Apesar disso, a impressdo digital
molecular baseada em marcadores SSR tem sido utilizada para distinguir cultivares de batata
em nivel genético, bem como para separar a populagdo de melhoramento em possiveis grupos,
caso haja estruturagdo genética. A genotipagem baseada em marcadores de DNA em batatas
pode desempenhar um papel importante em programas de melhoramento, protegendo os
direitos de propriedade intelectual sobre cultivares protegidas (BALI et al, 2017; BRAUN;
WENZEL, 2005; DUAN et al., 2019; JIANG, 2013; WANG, 2019).

Este estudo tem como objetivo estimar o nivel de diversidade e a estruturagdo genética
existente nos clones de batata provenientes do Programa de Melhoramento Genético de Batata
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), bem como estabelecer uma impressao digital

molecular para fins de prote¢do do germoplasma e avaliar a distdncia genética entre os clones
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de batata, utilizando marcadores microssatélites. O conhecimento sobre o nivel de diversidade,
estruturacdo e distdncia genética entre os clones pode racionalizar as futuras estratégias do

programa de melhoramento de batata.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Classificacao Taxonomica da batata

A batateira cultivada esté classificada dentro do reino das plantas angiospermas, que sdo
plantas com flores e frutos. A batata pertence ao reino Plantae, a divisdo Magnoliophyta, a
classe Magnoliopsida, a subclasse Asteridae, a ordem Solanales, a familia Solanaceae, ao
género Solanum e a espécie Solanum tuberosum. A familia Solanaceae é composta por 3.000 a
4.000 espécies distribuidas em cerca de 100 géneros. A batata, tomate, berinjela, pimenta sao
as culturas mais conhecidas e cultivadas na familia Solanaceae, varias espécies sao cultivadas
localmente por seus frutos comestiveis, tubérculos ou folhas, bem como para fins horticulturais
(MACHIDA-HIRANO, 2015; OLMSTEAD, 2013). O género Solanum ¢ um dos maiores
géneros de angiospermas, com cerca de 2.000 espécies, estd entre os 10 géneros de
Angiospermas com maior numero de espécies do mundo (BRADEEN et al., 2011;
DAVENPORT, 2004; FRODIN, 2004). Espécies de Solanum estdo presentes em todos sos
continentes , em regides tropicais e temperadas, exibindo uma ampla variedade de formas de
crescimento, desde ervas até arbustos, arvores ou lianas (KNAPP, 2008). O género Solanum ¢
dividido em dois subgéneros: Pachystemonum e Leptostemonum. O subgénero Pachystemonum
foi dividido em cinco se¢des, sendo que a secdo Petota contém a maioria das espécies que
produzem tubérculos. A secdo Petota foi dividida em duas subsecdes, Estolonifera e Potatoe.
Todas as espécies cultivadas estdo agrupadas na série Tuberosa da subse¢do Potatoe. Cerca de
72% das espécies sdo diploides (2n = 2x = 24 cromossomos), cerca de 12% sao tetraploides (2n
=4x =48 ) e as demais sdo triploides (2n = 3x = 36), pentaploides (2n = 5x = 60) e hexaploides
(2n = 6x = 72). A batata amplamente cultivada corresponde a espécie Solanum tuberosum L.,
que ¢ tetraploide (BRADEEN et al., 2011; BRADSHAW, 2022; SILVA, 2015; FORTES;
PEREIRA, 2003; REDDY, 2018; THAMBURAJ; NARENDRA, 2016). Cerca de 4800
cultivares de batata de 102 paises em todo o mundo foram catalogadas (BONIERBALE et al.,
2020). No Brasil, existem 283 espécies de Solanum catalogadas, das quais 138 sdo endémicas

(FILARDI, 2018).

2.2 Historico e expansao do cultivo da batata

A histéria da batata tem inicio com seus parentes selvagens, com algumas espécies

morfologicamente muito semelhantes a batata consumida atualmente. Nao foi determinado o
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momento exato em que ocorreu sua domestica¢dao, no entanto, ha relatos de que a batata foi
domesticada ha mais de 7 mil anos nos Andes, mais especificamente no Peru e na Bolivia
(EMBRAPA, 2023). Amostras antigas de batata, datadas do periodo Neolitico, foram
descobertas em cavernas no Canion de Chilca, na regido centro-sul da costa do Peru
(HIJMANS; SPOONER, 2001; UGENT; PETERSON, 1988). Nas montanhas dos Andes, onde
a batata era um cultivo antigo, registros de praticas de cultivos foram encontradas algumas
décadas depois que Colombo encontrou as Indias Ocidentais. No ano de 1537, uma expedigao
de espanhdis adentrou o planalto central da atual Coldmbia, habitado pelos indigenas muiscas
e ali ja foram observados plantios de batata (CANCINO, 2016; HAWKES; FRANCISCO-
ORTEGA, 1993). O primeiro registro de batata fora da América do Sul ocorreu nas Ilhas
Canérias, arquipélago espanhol, em 1567 (RIOS et al., 2007). Os espanhois levaram tubérculos
da América do Sul para a Europa e o cultivo da batata se espalhou pelo mundo (EMBRAPA,
2023). No ano de 1691, as colonias da América do Norte tiveram seu primeiro contato com a
batata, que foi introduzida a partir das Ilhas Bermudas, uma coldnia britanica na época, sendo

que esta batata em particular havia sido trazida da Inglaterra em 1613.

Durante o século XVII, missionarios britanicos levaram a batata para a India e para a
China e, nesse mesmo periodo, ocorreu sua introdugio no Japao e em partes da Africa. Na Nova
Zelandia, a batata apareceu em 1769 e comegou a ser cultivada pelo povo indigena local por
volta de 1840 (SPOONER, 1990). Houve um aumento da area de cultivo de batatas de 1560
até a Segunda Guerra Mundial. Em cada guerra que passava o cultivo aumentava cada vez mais,
devido a sua capacidade de crescer em solos pobres e seu alto potencial de rendimento. Nas
regides da Europa com clima severo, onde os cultivos tradicionais tinham dificuldades, as
batatas foram essenciais para o crescimento populacional. A cultura foi utilizada também na
China para combater a fome desde a Dinastia Qing, entre os anos de 1644 e 1912. Sua
introdug¢do na agricultura trouxe prosperidade e melhorias significativas na produgdo de
alimentos, ja que a batata ¢ uma fonte energética importante para as pessoas sobreviverem a

fome e aos desastres (DONGYU, 2022; MONTALDO, 1984).

No Brasil, a batata foi introduzida pelos imigrantes alemaes, em 1824, em Sao
Leopoldo, RS, mas teve seu crescimento significativo com a introdu¢ao que ocorreu em 1858,

em S3ao Lourengo do Sul, RS, onde se tornou um alimento essencial para os colonos

(EMBRAPA, 2023).
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2.3 Caracteristicas nutricionais e produc¢io da batata

O tubérculo da batata ¢ composto principalmente de dgua, representando cerca de 80%
de sua composi¢ao. O segundo maior componente ¢ dado pelos carboidratos, que correspondem
a aproximadamente 16% do tubérculo, principalmente na forma de amido, além de uma
pequena quantidade de agucares simples, como glicose, frutose e sacarose, que representam
entre 0,1% a 0,7% da sua composicao. Esses carboidratos sdo convertidos em glicose pelo
organismo apos a hidrolise enzimatica. As fibras constituem cerca de 1% a 2% do tubérculo e
se concentram na pele ou casca. As proteinas representam aproximadamente 2% da composi¢ao
da batata, sendo o maior teor de proteina entre as familias de raizes e tubérculos. Além disso,
as proteinas da batata possuem boa biodisponibilidade (SILVA, 2015; LUTALADIO;
PRAKASH, 2010).

No Brasil, dependendo da regido, podem ser realizadas trés safras diferentes: safra das
aguas (de agosto a novembro), safra da seca (de janeiro a marco) e safra de inverno (de maio a
julho). A safra das aguas ¢ caracterizada pela presenca de chuvas e pelo alto custo de producao
devido a maior incidéncia de doencas. Ja na safra de inverno, as produtividades sdo mais
elevadas, embora seja necessario investir em irrigagdo. Recomenda-se realizar o plantio da
batata preferencialmente durante o periodo de inverno ou em regides de alta altitude, para
compensar os efeitos negativos causados por altas temperaturas. Durante a safra de inverno,
ocorre a concentracdo da maior parte da produgdo de batatas destinada a industria, ja que ¢
nesse periodo que se obtém as melhores produtividades e qualidade do produto. Muitos
produtores dedicam-se exclusivamente a atender a demanda da industria somente durante essa
época. A area total da safra de inverno 2022 teve um aumento de 12% em compara¢do com o
ano anterior. Esse crescimento foi impulsionado principalmente pelo aumento na area destinada
a industria de pré-fritas, que teve um incremento de 42%. Por outro lado, a area destinada ao
mercado de mesa diminuiu 7% (CARDOSO; LUZ; LANA, 2015; HF BRASIL, 2022).

A batata ¢ cultivada principalmente por meio do plantio de tubérculos-semente, que sdo
pequenas batatas ou pedagos de batata que possuem as gemas (ou olhos) brotadas. O uso de
tubérculos-semente para propaga¢do aumenta o risco de disseminagdo de doencgas. A qualidade
e o vigor do tubérculo-semente sdo de grande importancia para o sucesso do plantio. Tubérculos
pequenos, livres de doengas, cultivados in vitro também podem ser utilizados, eliminando o
risco de transmissdo de doengas a partir dos tubérculos-semente. Os produtores tém enfrentado
um aumento na incidéncia da doencga, o que pode estar relacionado a utilizagdo de batatas-

semente contaminadas (SILVA, 2015).
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A produg¢do de batata-semente estd em constante evolucdo, impulsionada pelo
investimento em novas tecnologias. Esses avangos tém resultado em variedades mais
produtivas e resistentes a doencas para o produtor (DESTEFANO et al., 2022; DIAS, 2006;
ELZEBROEK; WIND, 2008). A propaga¢do vegetativa continua pode levar a degeneracdo do
material de plantio devido ao acimulo de patégenos ao longo das gera¢des. Com isso, ¢
necessario renovar as sementes apos cerca de duas ou trés geracdes, adquirindo batata-semente
certificada, que passou por processos de limpeza e que atenda aos padrdes de sanidade
estabelecidos pelo Ministério da Agricultura e Pecuéria (Mapa). De acordo com o CEPEA
(2020), o custo do tubérculo-semente representa de 15% a 20% dos custos totais de producao,
e a degeneragdo da batata-semente ¢ considerada a principal causa de baixa produtividade,
especialmente em paises que utilizam sistemas de produg¢ao menos tecnolégicos (CROMME et
al., 2010; GILDEMACHER et al., 2009).

Por suas caracteristicas nutricionais e versatilidade no modo de preparo, a batata tornou-
se uma das principais hortalicas cultivadas no Brasil. Impulsionada pela globalizagdo dos
mercados e mudanca nos habitos alimentares da populacdo, a cultura expandiu-se
geograficamente. A procura por produtos processados de batata estd em crescimento no pais,
devido, entre outros fatores, as transformacgdes nos padrdes alimentares e a necessidade de
adquirir refei¢des instantaneas (FREITAS et al., 2006; PEREIRA, 2011). De acordo com
caracteristicas especificas, a cultivar ¢ classificada como adequada para o mercado fresco ou
processamento. A destinacdo depende de fatores como o teor de matéria seca, a coloragao apos
a fritura e o formato do tubérculo.

Existe uma demanda no Brasil por novas variedades de batata que sejam adequadas para
o processamento industrial na forma de batata frita, gracas ao crescimento do setor industrial,
que necessita de variedades que oferecam melhor qualidade ao produto final e que sejam
produtivas e adaptadas as condi¢des de cultivo do pais. As variedades mais utilizadas para esse
mercado sdo de origem estrangeira, como Asterix e Markies para producao de palitos e Atlantic,
de origem americana, para producdo de chips. Essas variedades tém baixa adaptacdo e exigem
muitos insumos e por vezes nao proporcionando a qualidade adequada de matéria-prima para
as industrias (SHIMOYAMA, 2023; SILVA et al., 2020).

O maior teor de massa seca esta associado a menor absor¢ao de gordura durante a fritura,
além de afetar a textura, o sabor ¢ o rendimento de fritura das cultivares. Uma batata de
qualidade para a industria deve ter pelo menos 20% de teor de massa seca, mas valores
superiores a 24% nao sdo desejaveis. O teor de matéria seca ¢ medido pelo peso especifico dos

tubérculos. Além disso, a qualidade da batata frita depende de tubérculos com baixa ocorréncia
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de defeitos fisioldgicos e de uma coloragdo clara ap6s a fritura. Os teores de glicose também
devem ganhar atencdo durante a selecdo, ja que sdo responsaveis pela coloracdo e pelo aroma
da batata frita, onde o baixo teor de aclcar evita o escurecimento durante a fritura, que
compromete a aparéncia e sabor (FENNEMA'S FOOD CHEMISTRY, 2017; OLIVEIRA et al.,
2006; SILVA et al., 2020). Ja no mercado de batata in natura, grande importancia ¢ dada, pelos
consumidores, a aparéncia dos tubérculos, sendo necessaria atengdo a varios aspectos durante

a selecdo da batata (SOUZA et al., 2011; SILVA et al., 2019).

2.4 Melhoramento da batata

No processo de domesticagdo da batata, foram selecionadas plantas com estoldes
mais curtos, tubérculos maiores, frequentemente coloridos e com varias formas. Com relagdo a
parte aérea das plantas, as espécies cultivadas e silvestres sdo bastante similares, evidenciando
pouca selegdo para estes caracteres. Entretanto, os tipos cultivados exibem maior vigor e uma
grande segregacao nos caracteres de flor e folhagem (SPOONER et al., 2005).

A bataticultura brasileira depende em grande parte de cultivares desenvolvidas em
outros paises, o que resulta em rendimentos menores devido a restrigdes de adaptagdo as
condi¢des edafoclimaticas do Brasil. Essas limitagdes incluem pouca adaptagao ao fotoperiodo
curto, solos acidos, estresse hidrico, altas temperaturas, além de vulnerabilidade a pragas e
doengas. Para alcancar altos niveis de produtividade, ¢ necessario o uso intensivo de insumos,
como fertilizantes, fungicidas e inseticidas. Em condi¢des de menor fotoperiodo, as plantas de
batata tendem a diminuir tanto o tamanho das plantas quanto o nimero de folhas, e como
resultado a particdo de fotoassimilados aos tubérculos. A massa das folhas da batata ¢ um
indicativo da area foliar e da capacidade fotossintética da planta e estd positivamente
relacionada com o peso dos tubérculos, que ¢ o fator mais importante na avaliagdo da
capacidade produtiva. Dessa forma, a obtencdo de cultivares nacionais adaptadas as condi¢des
de cultivo nas diversas regides produtoras brasileiras com resisténcia as principais enfermidades
¢ a alternativa mais vidvel para tornar a cultura mais produtiva e rentavel ao agricultor e
estratégico para impulsionar o setor de cultivo de batatas (SILVA et al., 2018, 2019;
VASCONCELLOS et al., 2019).

Comparado a Europa, que ¢ o continente onde a maioria das cultivares que
dominam o mercado provém, no Brasil as temperaturas sdo mais altas e a frequéncia de doengas
vegetais ¢ maior (PINTO; TEIXEIRA e NEDER, 2010). De acordo com Silva e Lopes (2015),

a cultura da batata se adapta melhor em regides com temperaturas em torno de 15 a 20 °C.
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Temperaturas elevadas podem reduzir o rendimento e a matéria seca dos tubérculos, além de
prejudicar o crescimento das raizes, que sdo fundamentais para a absor¢do de nutrientes. Os
programas de melhoramento genético de batata no Brasil tém como um dos seus objetivos a
obtencdo de cultivares tolerantes as altas temperaturas (EMYGDIO et al., 2020; MCGUIRE
2015).

Devido a natureza tetraploide da cultura, um dos maiores desafios do
melhoramento da batata ¢ a avaliagdo de um grande niimero de progénies, derivadas de
cruzamentos entre genitores superiores, nas etapas iniciais do programa. Essa avaliacdo inicial
¢ realizada principalmente levando em consideragdo os caracteres que podem ser mais
facilmente selecionados com base no fenotipo. Em razdo do grande nimero de genotipos nos
quais se pretende realizar a selecdo, as avaliagdes, tanto em campo quanto em laboratorio,
exigem muito tempo ¢ mao de obra para garantir uma sele¢do eficaz. Nas fases iniciais de
selecdo, ou seja, nas geragdes um e dois, muitos clones sdo eliminados com base em
caracteristicas qualitativas, enquanto em estagios mais avancados, como nas geragdes trés e
quatro, além das caracteristicas qualitativas, uma série de caracteristicas quantitativas também
¢ avaliada em testes multi-locais e repetidos (SILVA et al., 2023; SILVA; PEREIRA, 2011).

Gragas aos programas de melhoramento, dentre outros fatores, houve uma
evolucdo da cultura da batata no Brasil, com um aumento da producdo e produtividade nas
ultimas cinco décadas, acompanhado por uma redu¢do da area plantada. No periodo de 1973 a
2021, a produgao triplicou, enquanto a area cultivada diminuiu, passando de 188 mil hectares
para 116 mil hectares. Isso ocorre porque a produtividade aumentou quase cinco vezes,
passando de 6,98 t/ha para 33,10 t/ha. Para o ano de 2023, estimou-se um aumento na area
cultivada (EMBRAPA, 2023; SHIMOYAMA, 2022).

Os programas de melhoramento desempenharam um papel importante na
agricultura familiar e na seguranga alimentar. Com programas de melhoramento mais robustos
e colaborativos, foram criadas variedades mais competitivas, algumas das quais ja se destacam
no pais, como a variedade Camila. Esses programas geraram melhorias no germoplasma
nacional para enfrentar desafios bidticos e abidticos nas condi¢des tropicais. No entanto, o
aumento na producdo global de batatas requer um constante desenvolvimento de novas
variedades para satisfazer as demandas dos consumidores e dos produtores (BORTOLETTO;
PEREIRA; SILVA, 2022; EMBRAPA, 2023; GOVINDARAJ; VETRIVENTHAN;
SRINIVASAN, 2015).
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2.5 Diversidade Genética

Variabilidade genética ¢ a variacdo nos alelos dos genes ou variagdo nas
sequéncias de DNA/RNA no conjunto génico (pool génico) de uma espécie ou populagdo. Isso
se expressa em formas alternativas do fendtipo (BHANDARI, 2017). Diversidade genética ¢ a
quantidade de variabilidade genética presente entre individuos de uma variedade ou populagao
dentro de uma espécie, sendo o produto da recombinacdo do material genético durante o
processo de heranca, fluxo génico, mutacdes e deriva genética (NEVO et al, 1984).

A diversidade genética ¢ a principal for¢a motriz para a selecdo e evolugdo das
espécies, sendo necessaria para a manuteng¢do de uma populagao, pois contribui para conservar
diferentes genes que podem estar associados, por exemplo, a resisténcia a pragas, doencgas e as
mudancas ambientais, permitindo que os individuos se adaptem a variados estresses bidticos e
abioticos (SALGOTRA, 2023).

Desde o inicio do melhoramento de plantas, a riqueza da variabilidade natural e
das diferengas entre culturas no processo de melhoramento de espécies cultivadas tem sido
reconhecida e aproveitada. A presenca de diversidade genética dentro e entre espécies de
plantas cultivadas permite aos produtores selecionarem genotipos superiores para serem usados
diretamente como novas variedades ou para serem usados como progenitores na formacao de
hibridos (BHANDARI, 2017). Os melhoristas utilizam a diversidade genética vegetal para
desenvolver novas cultivares, enfrentando desafios que afetam a seguranca alimentar, a
sustentabilidade e a adaptacdo destas plantas as mudancas climaticas (SWARUP, 2021). A
progressdo das plantas cultivadas, seja por meios naturais ou pela influéncia humana, ¢é
essencialmente fundamentada na ampla diversidade genética presente na populagcdo. Além
disso, a domesticacdo ou selecdo artificial favorece alguns alelos em detrimento de outros,
resultando no aumento da frequéncia dos alelos selecionados. Consequentemente, a
domesticacdo reduz a diversidade genética quando comparada com a diversidade encontrada
na natureza (BHANDARI, 2017; REDDY, 2018).

A diversidade genética pode ser avaliada examinando as diferengas na sequéncia
de DNA em uma populacdo de individuos, através dos marcadores moleculares (SWARUP,

2021).
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2.6 Marcadores Moleculares

Marcadores sdo caracteristicas que podem ser identificadas e usadas para comparar
diferentes genotipos. Em termos de caracterizagao, existem dois tipos de marcadores genéticos:
o morfolégico e o molecular. Em um primeiro momento, a caracteriza¢do e identificacdo
tradicionais de variedades foram baseadas no uso de caracteres morfologicos. No entanto, o
ambiente e a interacdo entre genes podem dificultar a avaliacdo desses marcadores,
principalmente quando estdo relacionados a caracteristicas de plantas adultas. Muitos alelos
exibem variacdo continua e plasticidade fenotipica, o que torna a andlise dos marcadores
morfoldgicos mais desafiadora. A baixa quantidade de marcadores morfologicos também
diminui a probabilidade de encontrar associagdes significativas entre esses marcadores e genes
de importancia (AZOFEIFA-DELGADO, 2006; BRAMMER, 2000; ZUCCHI, 2003).

Um marcador molecular ¢ uma proteina, RNA ou secdo da molécula de DNA que serve
para monitorar a presenga de polimorfismos (variacdo genética) usando técnicas laboratoriais,
como a eletroforese ou cromatografia. Marcadores de DNA sdo baseados principalmente na
andlise de variagcdes em pequenas sequéncias de DNA entre individuos. As técnicas utilizadas
para isso sdo muito diversas e podem gerar marcadores dominantes ou codominantes,
dependendo da possibilidade de distinguir ou ndo o genotipo heterozigoto dos homozigotos
(AZOFEIFA-DELGADO, 2006; RODRIGUEZ et al, 2019). A maioria dos cultivares de batata
tem sido identificada por meio de caracteristicas morfologicas, mas o ambiente pode alterar
essas caracteristicas significativamente. Por outro lado, os marcadores moleculares ndo sao
influenciados pelo ambiente (D’HOOP et al., 2014; TORABI-GIGLOU et al., 2015, 2020).

A escolha do tipo de marcador molecular depende de varios fatores, como o nimero de
marcas requeridas no estudo, os recursos e infraestrutura disponiveis e as caracteristicas do
marcador, como ser ou ndao codominante, abundancia e distribuicdo no genoma,
transferabilidade entre laboratérios e espécies, etc. Porém, de forma geral, os marcadores
moleculares possuem vantagens em relagcdo aos marcadores morfoldgicos, como a capacidade
de obter um grande nimero de polimorfismos genéticos, identificacdo direta do genotipo sem
interferéncia do ambiente, possibilidade de detec¢cao em diferentes estagios de desenvolvimento
da planta ou em culturas de células ou tecidos, e a capacidade de fornecer uma maior quantidade
de informagdes genéticas por loco. Esses marcadores podem ser utilizados em estudos com
diversas finalidades, como para estimar a diversidade genética, grau de parentesco entre
individuos e para identificacdo de variantes associados com fendtipos de heranga simples em

programas de melhoramento (FALEIRO, 2007; PARITA et al., 2018).
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No inicio, a genotipagem de DNA era complexa e demorada, utilizando andlise de
fragmentos de restricdo combinada com hibridiza¢do Southern. No final dos anos 80, a técnica
de Polymerase Chain Reaction (PCR) revolucionou a genotipagem de DNA. Por meio da
amplificacdo in vitro de sequéncias especificas do genoma, a genotipagem baseada em PCR
permitiu a avaliagdo de polimorfismos por meio da separacdo eletroforética, tornando o
processo mais rapido e acessivel (NYBOM; WEISING; ROTTER, 2014).

A andlise por PCR ¢ um procedimento de replicacdo in vitro de sequéncias especificas
de DNA. Essa replicagdo também ¢ chamada de amplificacdo, j4& que milhdes a bilhdes de
copias da regido alvo serdo sintetizadas apds 30-40 ciclos de PCR. Esta tecnologia utiliza
sequéncias oligonucleotidicas, conhecidos também como primers, que iniciam a sintese de
fragmentos de DNA de comprimentos distintos variando de aproximadamente 100 até 6 Kb.
Essa andlise utiliza geralmente dois iniciadores (primers), geralmente entre 10 e 30 pares de
bases, complementares a sequéncia nucleotidica das extremidades do DNA alvo da
amplificagdo. O método envolve a execucdo de uma série de ciclos térmicos, envolvendo a
desnaturagdo do DNA a ~94 °C, a ligagdo do iniciador a cadeia desnaturada, normalmente a 45-
65 °C, e a sintese de uma cadeia dupla através da agdo de uma enzima DNA polimerase. A PCR
utiliza a DNA polimerase extraida da bactéria Thermus aquaticus, que € capaz de polimerizar
o DNA em altas temperaturas, sem desnaturar, tornando possivel a amplificacio do DNA em
laboratorio (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; MOSTIGA et al., 2019).

Os métodos baseados em PCR sdo amplamente procurados devido a sua simplicidade,
confiabilidade e eficiéncia em termos de custo. Grande parte dos marcadores moleculares de
DNA utilizados é baseada na técnica de PCR, como os RAPDs, SSRs, ISSRs, AFLPs
(Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado), SCARs (Regido Amplificada
Caracterizada por Sequéncia), SAMPLs (Loci Polimorficos de Microssatélites Amplificados
Unicos), RAF (Amplificagdo Aleatoria de Marcadores Fluorescentes) e DAMD (Amplificagio
Digital de Marcadores de DNA Aleatorios).

Hoje em dia, os marcadores mais amplamente utilizados para genotipagem incluem os
SSRs e Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) (BALI et al, 2017; PARITA et al., 2018;
RAMAGE et al., 2004; SANGEETA et al., 2005). Os SSRs ou microssatélites sao mais
utilizados em aplica¢des que requerem poucos marcadores (dezenas a centenas). Ja os SNPs
sdo preferiveis em aplicagdes que requerem milhares a milhdes de marcadores, uma vez que
existem técnicas que permitem a genotipagem de grande quantidade de SNPs em paralelo e
com alta eficiéncia. A detec¢do do polimorfismo em SSR ¢é realizada por PCR e tém sido usada

com sucesso inclusive em espécies poliploides como batata-doce e batata. Por serem
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multialélicos e altamente polimoérficos, os SSRs fornecem mais informagdes para estimar a
diversidade genética do que outros marcadores moleculares (BOZ et al., 2011; DEVEY, 2005;
TORABI-GIGLOU et al, 2020; WANG, 2019).

Os microssatélites sdo pequenas regides altamente varidveis constituidas de um a seis
pares de nucleotideos repetidos muitas vezes em tandem. Essas regides foram inicialmente
estudadas no genoma humano (HAMADA; PETRINO; KAKUNAGA, 1982). Os
microssatélites possuem caracteristicas como heranca co-dominante, natureza multialélica,
abundancia relativamente alta nos genomas eucariotos, hiper variabilidade, reprodutibilidade e
boa cobertura gendomica. Eles estdo localizados em posigdes cromossOmicas especificas e
permitem facil automagdo e genotipagem em sistemas multiplex com trés até dez locos
simultaneamente (JONES et al., 2009; OLIVEIRA V. et al., 2006; WALUNJKAR et al., 2013).

Os locos microssatélites estdo distribuidos aleatoriamente por todo o DNA, podem estar
presentes em vdrias partes do genoma e sdo altamente variaveis nos genomas de fungos, plantas
e animais. Eles representam uma parte significativa dos genomas de eucariotos superiores e
podem servir como marcadores genéticos altamente informativos por meio da amplificacdo por
PCR seguida de eletroforese para a detec¢do de polimorfismos de comprimento. Devido a sua
alta variabilidade, essas regides sdo frequentemente utilizadas para medir o polimorfismo entre
espécies ou variedades estreitamente relacionadas (MOSTIGA et al., 2019; POWELL;
MACHRAY; PROVAN, 1996). Para revelar os polimorfismos de comprimento por PCR sdo
utilizados dois primers unicos compostos por pequenas sequéncias de nucleotideos que
flanqueiam o locus do microssatélite. Segundo Karaagac et al. (2014), as sequéncias dos
primers geralmente sdo bem conservadas dentro e entre espécies relacionadas. Com isso, 0s
primers microssatélites identificados em uma espécie também podem servir para a genotipagem
do locus em espécies filogeneticamente proximas. Os produtos de amplificacdo obtidos de
diferentes individuos podem ser separados em géis de alta resolu¢ao, como de poliacrilamida,
ou capilares com solucdo polimérica viscosa para revelar os polimorfismos. As variagdes
detectadas pelos SSRs sdo o resultado de alteragdes no nimero de unidades repetidas (DEVEY,
2005; POWELL; MACHRAY; PROVAN, 1996).

Marcadores SSR tém altas taxas de mutag¢do, devido ao escorregamento da DNA
polimerase durante a replicacdo do DNA, bem como a recombinag¢des ndo homologas na regido
microssatélite (ELLEGREN, 2004). Estes marcadores fornecem um alto nimero de alelos por
marcador e, como sdo codominantes, a PCR das sequéncias SSR produz uma mistura de
fragmentos de DNA de cada amostra sendo comparada. Como resultado da eletroforese em uma

matriz de gel, os fragmentos sdo separados por tamanho, resultando em um padrao
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caracteristico, também chamado de impressdo digital (fingerprint) molecular, composto pelas
bandas (ou alelos) de cada amostra. Se os padrdes de fingerprint de duas plantas diferem, as
plantas ndo sdo cultivares idénticas ou seus clones ndo sio auténticos, revelando a diversidade
genética existente entre as amostras (BALI et al, 2017, MCGREGOR; GREYLING;
WARNICH, 2000).

Uma grande vantagem do fingerprinting de DNA, em relagdo a uma caracterizagdo com
marcadores morfologicos, ¢ que este pode ser realizado em estdgios muito precoces de
desenvolvimento, como folhas jovens, mini-tubérculo ou até folhas de material in vitro. A
técnica de fingerprinting de SSR ¢ um método amplamente utilizado por pesquisadores de
batata para identificar cultivares. Os SSRs sdo transferiveis e reprodutiveis entre laboratorios e
sdo os marcadores de escolha para espécies tetraploides devido a sua natureza codominante. As
informagdes que os marcadores fornecem podem ser utilizadas em programas subsequentes de
selecdo ¢ melhoramento (BALI et al, 2017; WANG; CHEE, 2010). Os marcadores SSR tém
sido preferidos também devido a sua distribuicdo aleatéria no genoma, alto nivel de
polimorfismo, simplicidade de uso, alta clareza e reprodutibilidade, baixo custo operacional,
hiper-variabilidade, facilidade de automagdo, facilidade de multiplexagdo, a possibilidade do
uso de DNA de baixa qualidade e os resultados podem ser armazenados e analisados facilmente
(GHISLAIN et al., 2004; PRYSIAZHNIUK et al., 2022; REID et al., 2011; WANG, 2019).
Estudos também mostram que os SSRs reduzem o niimero de marcadores necessarios para
diferenciar dois clones de batata (SALIMI et al, 2016; TILLAULT; YEVTUSHENKO, 2019;
TIWARI et al, 2018). Mesmo no melhoramento tradicional, os marcadores moleculares podem
ser ferramentas uteis para classificagdo do germoplasma e identificagdo de clones ou cultivares

(YE et al., 2019).
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Foram utilizados 111 clones (Tabela 1) representativos do banco de germoplasma do

programa de melhoramento de batata da Universidade Federal de Lavras (UFLA), o

PROBATATA. Esses clones foram desenvolvidos ao longo dos anos pelo programa e sao

anualmente multiplicados, no campo, para conserva¢do do germoplasma. Os clones foram

plantados no Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico em Agropecudria da UFLA

(CDCT) — Fazenda Muquém na cidade de Lavras - MG no inicio da safra de inverno de 2023.

Tabela 1 — Genotipos utilizados no estudo, com identificagdo dos seus respectivos genitores

(Continua)
GENOTIPOS UTILIZADOS PARENTAL 1 PARENTAL 2
GMRO03-54 VOYAGER SR221-02
CMA385 OAS03-30 JUGO02-20
GRO10-25 SR105-08 SR105-04
TSB08-12 CMA413 ANA
SIFRA 0 0
IRF12-34 SR257-02 SR250-02
BSS15-05 GMRO03-58 GRM13-48
CTB16-24 CBM16-16 ESLO02-18
SR304-30 CBM24-06 SR250-02
KCR10-02 VNSO02-05 NESO08-74
BSS17-02 SR319-24 SR332-09
BSS17-03 SR319-24 SR332-09
PRM309 CHIQUITA SERRANA
CCF18-02 DGN21-03 ATLANTIC
0OAS02-103 XY2 XY14
MOFO06-04 0 0
GMR22-35 CAESAR CBMO04-48
GMRO02-53 VOYAGER CBMO07-78
IRF09-18 SR257-02 SR250-04
CTB32-11 MONALISA SR111-03
SR107-08 CBM16-16 ATLANTIC
GMRO1-21 MONALISA CBMO07-78
MOF02-03 0 0
MOFO03-18 0 0
CBM24-06 DTO28 LT9
CBMO02-03 LT7 ARACY
VNSO02-03 NESO01-08 FONTANE
GROO01-03 SR104-01 SR104-19
GMR13-48 MARKIES CBMO07-78
INDO07-53 ATLANTIC DESIREE
GRO14-14 CBMO07-12 GOVERNSTEIN
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Tabela 1 — Genotipos utilizados no estudo, com identificagdo dos seus respectivos genitores

(Continuagdo)
GENOTIPOS UTILIZADOS PARENTAL 1 PARENTAL 2
CCF11-02 GRO18-09 DGN21-03
CCF05-12 DGN40-02 SR104-06
SR230-03 SR235-06 CBMO07-78
GMR12-02 MARKIES CBM22-19
GMR14-14 MARKIES CBM4-48
0GC06-52 LOP868(CIP702853) CMAS57
IRF10-44 SR250-02 CBM22-19
CCF13-16 RVSI11-03 DGN21-03
GMR24-15 CUPIDO SR250-02
BSS16-02 SR319-34 SR319-28
KCRO02-03 NES08-74 GRO02-06
VNSO01-09 NESO01-08 SINORA
IRF31-05 CBM24-06 SR235-05
CBMO07-78 LT7 EPAMIG76-0580
CBM19-11 LTS8 BARAKA
CCF04-03 DGN40-02 SR107-40
TSB02-07 CMA314 ANA
BSS13-01 GMR17-40 SR332-09
IRF14-31 SR250-02 SR235-05
CCF32-07 DGN40-02 BACONCHIPIER
GMR17-40 VIVALDI SR235-02
MOF05-22 0 0
CTB27-38 ASTERIX CBM22-19
INDO1-03 RVS10-09 RVS10-06
SR250-04 CBM16-16 ESL02-18
CBM19-39 LTS8 BARAKA
SR332-04 CBM24-06 CBM22-19
CCF31-05 DGN21-03 BACONCHIPIER
INDO08-32 OAS02-103 RVS20-06
MLG03-03 CMA370 MONALISA
CTB33-03 MONALISA SR104-19
VNSO01-17 NESO01-08 SINORA
MOF13-31 0 0
IRF06-46 SR107-40 SR235-06
MOF07-26 0 0
GRO02-06 SR104-01 SR105-08
FEIRA_ DO DIVINO 0 0
TSB11-18 CBMO09-10 ANA
SR106-14 CBMO04-16 CBM11-03
DSM24-06 PRMS530 CLAUSTAR
CMA370 OAS03-30 JUGO02-20
MOFO01-18 0 0
JUGO02-20 XY9 XY13
GMRO3-15 VOYAGER SR221-02
KCRO02-01 GRO02-06 VNSO01-17
MLGO04-44 CMA37 MONALISA
NES08-74 MONALISA IBITU
IRF02-12 SR250-02 CBMO07-78
GSI05-33 PRM466 CBM26-22
E. FELIZ 0 0
CTB32-26 MONALISA SR111-03
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Tabela 1 — Genotipos utilizados no estudo, com identificagdo dos seus respectivos genitores

(Conclusao)
GENOTIPOS UTILIZADOS PARENTAL 1 PARENTAL 2
GMR12-10 MARKIES CBM22-19
TSB11-04 CBMO09-10 ANA
MLG09-26 CMA346 CAESAR
CTBI11-26 MARKIES SR104-19
KCR09-13 VNSOI-16 GRO02-06
CCF22-02 DGN21-03 FL18-67
CCF31-09 DGN21-03 BACONCHIPIER
CCF04-16 DGN40-02 SR107-40
CCFO01-04 GRO18-09 DGN40-02
CCFO01-20 GRO18-09 DGN40-02
CCF12-11 SR107-40 DGN21-03
CCF22-10 DGN21-03 FL18-67
CCF32-04 DGN40-02 BACONCHIPIER
CCF18-04 DGN21-0 ATLANTIC
CCF23-01 DGN40-02 HARLEYBACKWELL
CCF02-05 DGN40-02 DGN21-03
CCF02-18 DGN40-02 DGN21-03
CCF24-13 DGN21-03 HARLEYBACKWELL
CCF20-04 FL18-67 SR104-06
CCF25-03 FL20-27 DGN40-02
CCF25-06 FL20-27 DGN40-02
CCF25-08 FL20-27 DGN40-02
CCF21-15 ATLANTIC DGN40-02
CCF21-03 ATLANTIC DGN40-02
CCF02-19 DGN40-02 DGN21-03
CCF03-09 DGN40-02 SR257-02
ASTERIX 0 0
AGATA 0 0
ATLANTIC 0 0

Fonte: Do autor.

3.2 Extracao do DNA

A extragdo de DNA foi realizada a partir de folhas jovens de batata, com o protocolo
descrito por Doyle e Doyle (1987), contendo as seguintes modificagdes: a) As concentragdes
de polivinilpirrolidona (PVP) e de brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) foram de 1% e 2%,
respectivamente; b)Foram realizadas trés etapas de desproteinizagdo com a adicdo de
cloroformio e alcool isoamilico (CIA) na propor¢cdo 24:1; c) Eliminacdo da etapa de
precipitagcdo overnight, adicionando-se 1 volume de alcool isopropilico gelado e 1/3 do volume
de acetato de amonio (7,5M).

As amostras foram quantificadas em Espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher) e a
integridade do DNA foi determinada em gel de agarose, corado com brometo de etidio, com as

imagens capturadas sob luz ultravioleta.
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Os 22 primers escolhidos (Tabela 2) ja foram utilizados com sucesso em outros

trabalhos com batata (GHISLAIN, 2004; SHARMA ; NANDINENI, 2014). Estes locos foram

selecionados como sendo os mais informativos por meio do valor de PIC (polymorphic

information content) estimados nestes estudos prévios.

Tabela 2 — Primers microssatélites a serem utilizados para genotipagem dos clones de batata

SSR Loci Forward Sequence (57-37) Reverse Sequence (57-37) T. A.
STG0001? CGATCTCTGCTTTGCAGGTA GTTCATCACTACCGCCGACT 55
STG0016* AGCTGCTCAGCATCAAGAGA ACCACCTCAGGCACTTCATC 59
StI014® AGAAACTGAGTTGTGTTTGGGA TCAACAGTCTCAGAAAACCCTCT 55
St1004* GCTGCTAAACACTCAAGCAGAA CAACTACAAGATTCCATCCACAG 59
St10122 GAAGCGACTTCCAAAATCAGA AAAGGGAGGAATAGAAACCAAAA 58
St1032° TGGGAAGAATCCTGAAATGG TGCTCTACCAATTAACGGCA 55
St1033® TGAGGGTTTTCAGAAAGGGA CATCCTTGCAACAACCTCCT 58
STM0030? AGAGATCGATGTAAAACACGT GTGGCATTTTGATGGATTR 59
STMO0037* AATTTAACTTAGAAGATTAGTCTC ATTTGGTTGGGTATGATA 59
STM1105* AAACCTGCTACAAATAAGGC CAGAAATAATTGGAGGAGATG 58
STM1106* TCCAGCTGATTGGTTAGGTTG ATGCGAATCTACTCGTCATGG 58

ATGGCGTAATTTGATTTAATACGTA
STM1052* CAATTTCGTTTTTTCATGTGACAC A 58
STM1055* CACAACCAACAAGGTAAATG TGTGTTAGACACCTTATTACTACG 58
STM1064* GTTCTTTTGGTGGTTTTCCT TTATTTCTCTGTTGTTGCTG 56
STM3012* CAACTCAAACCAGAAGGCAAA GAGAAATGGGCACAAAAAACA 58
STM5127# TTCAAGAATAGGCAAAACCA CTTTTTCTGACTGAGTTGCCTC 58
STWAX-22 CCCATAATACTGTCGATGAGCA GAATGTAGGGAAACATGCATGA 58
STM1104° TGATTCTCTTGCCTACTGTAATCG CAAAGTGGTGTGAAGCTGTGA 57
STM0019° AATAGGTGTACTGACTCTCAATG  TTGAAGTAAAAGTCCTAGTATGTG 47
STM1049° CTACCAGTTTGTTGATTGTGGTG AGGGACTTTAATTTGTTGGACG 57
STM1016° TTCTGATTTCATGCATGTTTCC ATGCTTGCCATGTGATGTGT 53
STGBSS® AATCGGTGATAAATGTGAATGC ATGCTTGCCATGTGATGTGT 53

T.A.: temperatura de anelamento; * Microssatélites desenvolvidos por GHISLAIN (2004); °
Microssatélites desenvolvidos por SHARMA e NANDINENI (2014)
Fonte: Do autor.

Esses 22 locos microssatélites foram amplificados, via PCR, em um screening inicial

com trés amostras de DNA de batata. Os resultados dessa PCR para screening foram

visualizados inicialmente em gel de agarose 1%, a 100 V e 60 min, corado com brometo de

etidio. Os marcadores microssatélites que amplificaram com sucesso, foram utilizados

posteriormente em gel de poliacrilamida.

A amplificagdo e o numero de bandas polimoérficas foram avaliados em gel de

poliacrilamida 10%, corados com azul de bromofenol. Os seis primers que demonstraram mais
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bandas polimorficas visiveis foram: STG0016, STL014, STM0030, STM1064, STM3012,
STM5127. Embora o primer STMO0030 tenha demonstrado amplificacdo de bandas
polimorficas, ele parou de funcionar ap6s algum tempo de uso, possivelmente devido a algum
tipo de degradagdo. Entdo foram utilizados os cinco primers restantes (STG0016, STLO14,
STM 1064, STM3012, STM5127) para a genotipagem de todos os 111 clones de batata.

3.4 PCR

Foi utilizada a enzima HOT FirePol DNA Polymerase, utilizando o protocolo padrdo
do kit. As condi¢cdes de PCR para os loci foram: uma desnaturacdo inicial a 95 °C por 7 min,
seguida de 32 ciclos contendo as seguintes etapas: 94 °C por 30 s, anelamento dos primers com
temperaturas variando de 45 a 55 °C (dependendo do primer, conforme tabela 1) por 55 s, e
extensdo a 72 °C por 45 s. Em seguida, foram realizados mais oito ciclos com os seguintes
passos: 94 °C por 30 s, 53 °C por 45 s e 72 °C por 45 s. Apos esses 40 ciclos, foi realizado uma
extensdo final a 72 °C por 15 min (SHARMA; NANDINENI, 2014).

3.5 Genotipagem e caracterizacdo da variabilidade genética

Devido a pequena diferenca de tamanho entre os alelos, foi necessario utilizar géis de
poliacrilamida, pois estes possuem resolu¢do de 1pb, maior do que o gel de agarose
(ALBERTS, 2017). Os fragmentos foram separados em gel de poliacrilamida 10%, corados
com azul de bromofenol, com eletroforese a 200 V em tampao TBE, por um periodo de 4 horas.

Como a batata ¢ um tetraploide e a genotipagem via eletroforese ndo permite a dosagem
alélica, cada alelo microssatélite foi genotipado quanto a sua presenca ou auséncia como um
marcador dominante, conforme realizado na literatura (FAVORETTO, 2009;
GHEBRESLASSIE et al.,, 2016). Sendo assim, utilizando o gel de poliacrilamida e o
fotodocumentador para discriminar as bandas, os alelos em qualquer locus foram classificados
como presenca (1) ou auséncia (0) e os dados genotipicos foram inseridos em uma tabela
binaria.

Com base nos resultados, a matriz de similaridade de Jaccard foi obtida e transformada
em distancia pelo seu complemento. Essas analises foram realizadas no programa R (R CORE
TEAM, 2013), pelo pacote ade4 (DRAY e DUFOUR, 2007). A distancia foi utilizada para gerar
um dendrograma com o método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method

with Arithmetic Mean). Além disso, as distancias entre os clones de batata também foram
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visualizadas em um grafico de dispersdo com os dois primeiros componentes principais, obtidos
pelo pacote ape (PARADIS e SCHLIEP, 2019) também no programa R.

A diversidade genética presente na populacdo avaliada foi estimada com base na
heterozigosidade esperada (He). Além disso, também foi estimado o PIC, que demonstra
efetivamente o poder dos marcadores SSR para avaliacdo da variacdo genética entre cultivares
de batata (GHEBRESLASSIE et al.,2016). Quanto maior o PIC, mais informativo ¢ o locus
marcador (XIAOYAN et al., 2016; XU et al., 2008).

Para marcadores dominantes em individuos polipldides, o valor do PIC indica a
probabilidade de encontrar o0 mesmo marcador em dois estados diferentes (presente/ausente)
em dois individuos selecionados aleatoriamente de uma populacdo. Em marcadores
monomorficos seu valor ¢ 0, ja em marcadores com presenga e auséncia em 50% dos individuos
o PIC ¢ igual a 0,5. Em marcadores dominantes, com apenas dois alelos possiveis conforme
genotipado neste trabalho, a defini¢do do PIC ¢ igual a heterozigosidade, sendo calculada por:

PIC=1-(p*+q)
Onde p e g sdo a frequéncia da presenga e auséncia da banda, respectivamente (SERROTE et
al., 2020).

A andlise da estruturacdo genética foi realizada com o auxilio do programa Structure,
que utiliza uma abordagem bayesiana para analisar a composi¢do genética das populacdes
admitindo a possibilidade de miscigenagdo (via fluxo génico ou hibridagdo) entre populagdes
distintas (PRITCHARD et al., 2000). Por meio da anélise dos resultados do programa Structure
¢ possivel estabelecer qual € o numero ideal de subpopulagdes (K) que melhor explica eventuais
diferentes entre as subpopulagdes de clones de batata (BHARDWAJ et al., 2023). O programa
Structure Selector foi utilizado para selecionar e visualizar o nimero ideal de populacdes

geneticamente distintas (clusters K) usando multiplos métodos (LI e LIU, 2018).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, visando medir a diversidade genética e estruturacao de populagdes
de melhoramento de batata, utilizamos cinco primers. O nimero de marcadores utilizados em
estudos pode ser varidvel, de acordo com o objetivo do mesmo. Por exemplo, Tiwari et al.
(2020) utilizaram dois marcadores microssatélites visando desenvolver impressdes digitais de
DNA de progénies de batata. Eles detectaram que, com apenas dois primers, foi possivel
distinguir de forma clara os 81 gendtipos analisados. Rahman et al. (2022) desenvolveram uma
impressao digital de DNA de 12 cultivares de batata cultivadas em Punjab, Paquistdo, usando
214 marcadores microssatélites. E possivel sugerir que o aumento do numero de primers pode
ser benéfico para aumentar a probabilidade de obtencao de resultados mais confiaveis.

Nesse estudo, os cinco marcadores microssatélites utilizados resultaram em 15 alelos
(ou bandas) polimorficos, com uma média de 3 alelos por locus. Essa média de alelos por locus
¢ inferior aos valores encontrados em outros trabalhos utilizando microssatélites em batata.
Favoretto et al. (2009) encontraram cinco alelos por locus ao trabalhar com 108 acessos de
batata provenientes de diversas regides do Brasil, pertencentes a trés grupos distintos: cultivares
comerciais, clones em fase de desenvolvimento e clones de cultivo organico. Por se tratar de
trés grupos distintos, ¢ esperado que as caracteristicas de cada um desses grupos sejam
diferentes. Consequentemente, os alelos identificados em cada grupo tendem a divergir,
aumentando as chances de polimorfismo e o nimero de alelos amostrados.

Wang Ying et al. (2019) encontraram 5,8 alelos por locus utilizando 30 marcadores em
uma populagdo contendo 292 genoétipos (incluindo linhas estrangeiras elite, variedades
tradicionais locais e cultivares). Novamente ¢ possivel observar que a diversidade de material
utilizado € maior do que a de uma populagao de melhoramento, como a desse estudo. Salimi et
al. (2016) também encontraram maior diversidade, com 6,22 alelos por locus microssatélite,
avaliando as relagdes genéticas entre genétipos de batata originarios de diferentes regides
geograficas.

Rocha et al. (2010) encontraram uma média de 6,8 alelos por locus utilizando 21
marcadores microssatélites, em uma amostra de apenas 16 cultivares de batata cedidas pela
empresa Multiplanta Tecnologia Vegetal Ltda. Este valor ¢ maior do que o encontrado nos
outros estudos apontados, apesar de se tratar de uma populacdo comercial, demonstrando uma
divergéncia em relacdo aos resultados anteriores.

Liao e Guo (2014) identificaram 12 alelos por microssatélite ao genotipar 85 cultivares

de batata do Instituto de Pesquisa de Tubérculos e Raizes da Universidade Agricola de Yunnan,
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em Kunming, China. Este estudo envolveu uma populagdo de melhoramento oriunda de uma

universidade, destacando-se como a de maior média de alelos por locus entre os trabalhos

A partir das 15 bandas, foi elaborada uma tabela bindria (Tabela 3) que funciona como

representadas pelas letras de A até O

propriedade intelectual de novas variedades desenvolvidas.

uma impressdo digital para cada clone, nos locais correspondentes aos marcadores. Essa
impressao digital ¢ uma ferramenta eficaz para discriminar entre diferentes clones de batata,
permitindo a identificag@o precisa e confiavel. Ela € util para monitorar a pureza dos clones e

garantir a autenticidade de variedades especificas. Além disso, pode servir para proteger a

Tabela 3 — Tabela binaria com os 111 clones de batata em cada uma das 15 bandas,

(Continua)

Clones Bandas
A B C D E F G H 1 J K L M N O
GMRO03-54 0o o0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1
CMA385 o o 1 o0 1 o0 1 1 0 0 1 0 0 1 0
GRO10-25 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
TSB08-2 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1
SIFRA 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1
IRF12-34 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 - - - -
BSS15-05 0o o0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1
CTB16-24 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1
SR304-30 1 1 1 0 0 o0 1 - - - 1 0 0 1 1
KCR10-02 1 0 1 1 1 0 1 - - - 1 0 0 1 1
BSS17-02 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1
BSS17-03 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1
PRM309 1 1 1 0 0 O 1 o0 O 1 1 - - - -
CCF18-02 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
OAS02-03 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1
MOF06-04 0 0 1 1 1 1 1 - - - 0 0 0 1 1
GMR22-35 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1
GMRO02-53 1 0 1 1 0 0 1 0 0 O 0 0 0 1 1
IRF09-8 1 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 - - - -
CTB32-1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 - - - -
SR107-08 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 - - - -
GMRO1-21 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0
MOF02-03 0 0 1 1 1 0 1 - - - 0 1 0 1 1
CBMO02-03 0 1 1 1 - - - 0 0 1 1 1 1 1 1
CBM24-06 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1
VNS02-03 1 0 1 0 - - -0 0 1 1 0 0 1 1
GROO01-03 0o o0 1 1 - - -0 0 0 1 1 0 1 1
MOF03-8 o 1 1 1 1 1 0 - - - 0 1 0 1 1
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Tabela 3 — Tabela binaria com os 111 clones de batata em cada uma das 15 bandas,

representadas pelas letras de A até O

(Continuagdo)

Bandas

Clones

0

1

CBM24-06

VNS02-03

GRO01-03

GMR13-48

0
0

1

0

1

INDO7-53

GRO14-4

CCF11-02

CCF05-2

SR230-03

GMR12-02

GMR14-4

0
0

0GC06-52

IRF10-44

CCF13-6

0
0

1

GMR24-5

BSS16-02
KCRO02-03

VNSO01-09

0

IRF31-05

CBMO07-78

CBM19-1

CCF04-03
TSB02-07
BSS13-01

IRF14-31

0
1
1
1

CCF32-07
GMR17-40

MOFO05-22

CTB27-38

INDO1-03

0
0
1
1
0

1

SR250-04

CBM19-39

SR332-04

CCF31-05

INDO08-32
MLGO03-03

CTB33-03

1
1
1
1
1

VNSO01-7

MOF13-31

IRF06-46

MOFO07-26

GRO02-06

FEIRA

TSB11-8

SR106-4
DSM?24-06

1
1
0
0

CMA370
MOEFO01-8

JUGO02-20




34

Tabela 3 — Tabela binaria com os 111 clones de batata em cada uma das 15 bandas,
representadas pelas letras de A até O
(Conclusao)

Clones Bandas

GMRO03-5
KCR02-01
MLG04-44
NES08-74
IRF02-2
GSI105-33
E. FELIZ
CTB32-26
GMR12-0
TSB11-04
MLG09-26
CTB11-26
KCR09-3
CCF22-02
CCF31-09
CCF04-6
CCF01-04
CCF01-20
CCF12-1
CCF22-0
CCF32-04
CCF18-04
CCF23-01
CCF02-05
CCF02-8
CCF24-3
CCF20-04
CCF25-03
CCF25-06
CCF25-08
CCF21-5
CCF21-03
CCF02-9
CCF03-09
ASTERIX
AGATA
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As bandas A, B, C e D foram amplificadas com o primer STG0016 e possuem 160 pb, 150 pb, 148 pb
e 146 pb, respectivamente. As bandas E, F ¢ G vieram do primer STM5127 e possuem 291 pb, 270 pb
e 248 pb. O primer STM1064 produziu as bandas H, I e J com 233 pb, 221 pb e 209 pb. A banda K veio
do primer STM3012 e possui 250 pb. As bandas L, M, N e O vieram do primer STI014 e possuem 157
pb, 143 pb, 129 pb e 127 pb. O simbolo ‘-’ representa os dados faltantes.

Fonte: Do autor.

A heterozigosidade esperada no presente trabalho foi de 0,346. A He mede a
probabilidade de um individuo ser heterozigoto com base nas frequéncias alélicas da populagdo

(SERROTE et al., 2020), com 0,5 sendo o valor maximo da He, n6s consideramos que o valor
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obtido no trabalho demonstra uma probabilidade alta dos individuos serem heterozigotos no
local do marcador. Ghebreslassie et al. (2016) obtiveram um valor médio da heterozigosidade
esperada de 0,21 em um estudo com 63 clones de batata (51 de agricultores e 12 variedades) da
Eritreia, 18 variedades do Quénia e 12 de Ruanda, caracterizados com 12 marcadores de
microssatélites. Mesmo com o valor de heterozigosidade mais baixo, que no presente estudo,
os autores conseguiram demonstrar que as amostras da Eritreia tinham uma maior diversidade
que as demais.

Berdugo-Cely et al. (2017), em um estudo com dois grupos, encontraram uma He de
0,267 para o grupo Phureja (diploide) e de 0,319 para o grupo Andigena (tetraploide). Eles
utilizaram a Colegao Central Colombiana, uma das mais importantes colecdes de germoplasma
de batata do mundo. O estudo demonstrou que essa cole¢do possui uma alta diversidade
genética e fenotipica, sendo util para identificar genes relacionados a caracteristicas de interesse
e para auxiliar futuros programas de melhoramento genético da batata. Mesmo ndo utilizando
SSR (multialélicos), mas SNPs (bialélicos), o estudo evidenciou uma alta diversidade genética.

Considerando esses dois trabalhos, onde a He foi mais baixa do que no presente estudo,
e ainda assim eles conseguiram encontrar diversidade genética suficiente para atender seus

objetivos, podemos considerar que a He de 0,346 ndo ¢ baixa.

No presente estudo, os valores de He sdo iguais aos de PIC, ja que os alelos dos SSRs
foram genotipados separadamente, quanto sua presenga ou auséncia. Portanto, neste estudo PIC
= (0.346. Salimi et al. (2016), utilizando 25 SSRs e 47 genotipos de batata da America, Europa
e do Iran, obtiveram um valor médio do PIC de 0,42, os autores indicaram que os marcadores

SSR utilizados tem poder discriminatdrio.

Alguns autores expressaram o valor de PIC como uma porcentagem em relagdo ao
maximo possivel com dois alelos (He = PIC = 0,5). A titulo de comparacao, o PIC de 0,346 do
nosso trabalho corresponde a 69,2% dos 0,5 possivel com os dois estados (presenga/auséncia).
Xiaoyan et al. (2016) utilizaram 192 cultivares diploides de batata e obtiveram uma média de
PIC de 74,77%. Cinquenta e cinco primers iniciais foram testados, e, entre eles, 12 marcadores
SSR com alto polimorfismo foram escolhidos para avaliar a diversidade genética das 192
cultivares de batata diploide. Pode-se sugerir que a selegdo dos melhores primers, apds testar
um grande niamero deles, contribuiu para o aumento do valor do PIC. No entanto, é importante

notar que o valor obtido por Xiaoyan et al. ndo ¢ muito diferente do nosso trabalho.
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Liao e Guo (2014), com 24 SSR genotipados em 85 cultivares, obtiveram um PIC de
86,47%. Segundo os autores, esse alto polimorfismo indica que todos os marcadores
selecionados foram bons indicadores da diversidade genética dos acessos.

Por meio dessas comparagdes, nota-se que o valor médio do PIC do nosso trabalho &,
relativamente, menor. Mesmo testando 23 primers inicialmente, foram poucos os primers
polimérficos para nosso material genético, refletido no valor do PIC. A maior parte dos
marcadores SSR testados apresentaram muitas bandas monomorficas e foram descartados.

As distancias genéticas (complemento do indice de similaridade de Jaccard) foram
representados por um dendrograma circular (Figura 1). Por uma inspe¢ao visual ndo se detectou
a formagao de grupos claramente distintos. Sendo assim consideramos que todos os individuos
pertencem a uma unica populagdo. Ao contrario do nosso resultado, Tiwari et al. (2020), com
2 primers microssatélites visando desenvolver impressdes digitais de DNA de progénies de
batata, mostrou uma distingdo clara entre os genétipos com base no coeficiente de
dissimilaridade de Jaccard, com a formacao de sete grupos distintos.

Salimi et al. (2016), utilizando 25 SSRs e 47 gend6tipos de batata da America, Europa e
do Iran obteve com o dendrograma UPGMA, construido com base no coeficiente de
similaridade de Jaccard, que as batatas americanas e europeias foram agrupadas de acordo com
sua distribuicdo geografica. O gendtipo iraniano, juntou-se a um grupo com um genotipo
americano.

Castro et al. (2008), genotiparam 12 loci SSR em 18 cultivares de batata, sendo 14 de
origem brasileira, desenvolvidas por programas de melhoramento genético do Sul do Brasil,
trés europeias € uma americana. Com base no coeficiente de Jaccard, os genotipos foram
agrupados pelo método UPGMA e formaram, segundo os autores, seis grandes grupos. Os
autores conseguiram discriminar e caracterizar cultivares de batata que apresentam genitores

em comum na sua origem.
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Figura 1 - Dendrograma circular indicando a dissimilaridade entre os 111 clones de batata pelo
método UPGMA utilizando o complemento do indice de Jaccard. O dendrograma
possui correlagdo cofenética de 0,62, significativa (p < 0,001) pelo teste de Mantel.
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Fonte: Do autor.

O método bootstrap de reamostragem dos marcadores foi utilizado para estimar a
consisténcia do cluster ¢ entdo selecionar o numero de clusters confiaveis (FANG e WANG,
2012). O método bootstrap aprimora a precisdo do agrupamento ao avaliar a estabilidade do
modelo, determinar o numero ideal de agrupamentos e medir a consisténcia por meio de
reamostragem com reposi¢cdo (BINHIMD et al., 2022). Para similaridade de Jaccard o método

fornece valores que demonstram alta precisdo na estimativa da significancia estatistica
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(CHUNG et al., 2019). Valores altos de bootstrap sugerem clusters consistentes, ou seja, que
independem dos marcadores reamostrados (BINHIMD et al., 2022).

A partir do dendrograma (Figura 2), podemos observar, pelos valores de bootstrap, que
somente dois grupos apresentaram consisténcia nas reamostragens: um composto apenas pelo
clone GMRO02-53 e outro com os demais clones. Esse resultado indica que a populagdo ndo se
apresenta geneticamente estruturada, ja que todos os clones, com exce¢do do GMR02-53, foram
agrupados juntos. Dentro desse grande grupo, todos os nos apresentam valores de bootstrap

baixos, indicando uma baixa confiabilidade na formag¢ao de grupos distintos.

Figura 2 — Dendrograma indicando as distincias genéticas entre os 111 clones de batata e os
valores de consisténcia dos nos, obtidos por 10.000 bootstraps, para os diferentes
grupos gerados pelo método UPGMA. O dendrograma possui correlagdo cofenética
de 0,62, significativa (p < 0,001) pelo teste de Mantel.
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Nao foram encontrados indicios que distinguissem o clone GMR02-53 dos demais,

como demonstrado na Tabela 1, o clone GMR02-53 tem como parental 1 o clone VOYAGER
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e como parental 2 o clone CBM07-78. VOY AGER aparece como parental de outros trés clones
(GMRO03-54, GMR02-53, GMRO03-15), enquanto CBM07-78 aparece como parental de outros
quatro clones (GMRO1-21, GMR13-48, SR230-03, IRF02-12). Apesar da paternidade
compartilhada, esses clones meios-irmaos ndo foram agrupados juntos. Embora ndo seja
obrigatério que sejam agrupados, pode ser necessario usar mais locos para demonstrar os
agrupamentos com maior robustez.

Na Figura 2, em determinadas bifurcagcdes ndo aparecem os valores do bootstrap, pois
ha dados faltantes. Os dados faltantes foram preenchidos através da média gerada pelo pacote
zoo (ZEILEIS e GROTHENDIECK, 2005), do programa R. A média de dados perdidos foi de
9.43%. Os dados faltantes se devem a nao amplificacdo de nenhuma banda durante os resultados
da eletroforese. Isso pode ocorrer por diversos motivos, como a degradacdo da aliquota de DNA
ou do primer utilizado, a degradag¢do do tampao, a evaporagao das amostras no termociclador,
erros de pipetagem, entre outros fatores no laboratorio.

O agrupamento Bayesiano dos clones de batata utilizando o programa Structure nado
demonstrou nenhuma estrutura¢do genética na populacdo de melhoramento estudada. A partir
do Structure Selector, o numero de clusters foi inferido pela estatistica AK desenvolvida por
Evanno et al. (2005), sendo um dos métodos mais comumente usados para estimar o nimero
de clusters (PUECHMAILLE, 2016). Apds os calculos o proprio Structure Selector utiliza um
método chamado Clumpak (Cluster Markov Packager Across K), que automatiza o pods-
processamento de resultados de andlises de estrutura populacional. O programa identifica
conjuntos de execugdes altamente semelhantes, separando grupos distintos de execugdes que
representam modos distintos no espago de solu¢des possiveis. Também identifica um
alinhamento ideal de clusters inferidos em diferentes valores de K (KOPELMAN et al., 2015).
A partir dos resultados obtidos, a Figura 3 mostra a falta de estrutura genética. Com dois grupos
(K=2) a figura mostra vdrias barras verticais iguais e cada barra representa um individuo, sendo
assim todos os individuos sdo iguais, ou seja, ndo existem duas populagdes (como K=2
indicaria), mas sim uma Unica populacdo. O mesmo acontece em K=3 (Figura 3) e nos demais

valores de K.
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Figura 3 — Representacao da populagdo dividida em dois grupos (K=2) e dividida em trés grupos

(K=3).

K=2

K=3

Fonte: Do autor.

Os dados genotipicos também foram submetidos a uma andlise de componentes
principais (PCA), que reduz a dimensdo de um conjunto de dados multivariado, mantendo o
maximo possivel da variagdo presente nos primeiros componentes principais, que sao
ortogonais (independentes) (JOLLIFFE, 2002). Pela PCA, que pode ser observado na Figura 4,
podemos refor¢ar que a populagdo ndo possui estruturagdo genética. E esperado que os
resultados do Structure e do PCA tenham consisténcia, assim como observado por Jian et al.
(2017). Esses autores, que trabalharam com 288 acessos de batata, mostraram que os subgrupos
produzidos por Structure também foram encontrados nos clusters obtidos pelo grafico de
dispersdo com os dois primeiros componentes principais. Esses autores apontaram, ainda, que
o germoplasma apresentou alta diversidade genética e foi dividido em trés a oito grupos
genéticos principais com base na estrutura populacional, analise de agrupamento, e analise de

componentes principais.
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Figura 4 - Grafico dos componentes principais (PCA) indicando as distancias genéticas entre
os 111 clones de batata
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Ao contrario de Mondal et al. (2007), onde a PCA formou 5 grupos distintos e indicou
um alto grau de diversidade genética entre os 31 genétipos de batata, pela Figura 4 ndo ¢é
possivel observar grupos claros distintos.

Pela Figura 4 também ¢ possivel observar que todos os clones sdo diferentes, ja que
apresentam-se geneticamente distantes uns dos outros, observados pela dispersdo dos pontos
no grafico. Ou seja, hé diversidade genética, apesar de todos os gendtipos formarem um unico
grupo. Os dois componentes principais explicam apenas 22.6% da variacao total. Salimi et al.
(2016), também trabalhando com a cultura da batata, obteve com os 3 primeiros componentes
principais 30.14% da variagdo molecular total, o que também ¢ uma porcentagem considerada
baixa.

Considerando os resultados obtidos (com a técnica utilizada e com o material disposto)
e a concordancia entre os diferentes tipos de analises utilizadas ¢ possivel apontar que ndo ha
estruturacdo genética na populagdo utilizada nesse trabalho. Um trabalho muito parecido foi
realizado por Rohr (2012), que utilizou 131 gendtipos da colecao do programa de melhoramento
genético de batata da Embrapa com 7 loci SSR, gerando um total de 28 alelos. Apesar de ter

identificado 8 grupos com o coeficiente de similaridade de Jaccard e pela analise de
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coordenadas principais as duas primeiras coordenadas explicarem 17,03% da variacao total, a
autora ndo encontrou estruturacdo genética. A conclusdo foi de que hd uma tendéncia de
estreitamento da base genética que vem sendo efetivamente utilizada pelo programa de
melhoramento genético da Embrapa.

Duan YanFeng et al. (2019) obteve resultados semelhantes aos do nosso trabalho, em
que a andlise da diversidade genética de 217 cultivares de batata com 11 marcadores SSR
indicaram uma base genética estreita nestas cultivares. Eles concluiram que, a fim de melhorar
ainda mais o rendimento e a qualidade das cultivares de batata chinesas, ¢ necessario aumentar
a base genética através da introdugdo e utilizacdo de novos recursos genéticos. O mesmo pode
ser considerado a respeito do germoplasma estudado nesse trabalho. Apesar de ainda haver
variabilidade suficiente para diversos ciclos de melhoramento, pode ser prudente introduzir, ao
longo dos anos, novos materiais genéticos. Porém, idealmente, deve-se priorizar a introdugao
de material genético também com algum grau de melhoramento, evitando-se uma queda na
produtividade média da populagdo.

Liao e Guo (2014), também sugeriram que o numero de cultivares de batata do programa
de melhoramento de Iuna (provincia da China) precisa ser aumentado, aproveitando variedades
locais e recursos selvagens. Esses autores observaram uma diversidade genética relativamente
baixa entre 85 cultivares de batata de Iuna estudadas. Segundo eles, a razdo subjacente para isto
pode ser que os melhoristas geralmente utilizam diversas variedades elite para atender as
demandas da industria da batata.

Em um trabalho de diversidade com 214 microssatélites, Rahman et al. (2022)
apontaram com auxilio do dendrograma e da analise da estrutura genética pelo Structure, uma
composi¢ao genética também estreita dos genotipos de batata explorados. Os autores atribuiram
a razao da alta similaridade entre gendtipos a paternidade compartilhada. Na Tabela 1 podemos
observar os parentais dos clones utilizados nesse trabalho. Assim como Rahman et al. (2022),
os parentais da populagdo desse estudo também sdo compartilhados, como o clone DGN40-02
que aparece como parental em 14 clones diferentes (8% dos cruzamentos), demonstrando uma
alta endogamia. A paternidade compartilhada pode ter contribuido para falta de estruturacao.

Em um estudo com batatas diploides, Xiaoyan et al. (2016) obtiveram resultados
parecidos com os nossos, mostrando uma diversidade genética relativamente baixa entre 192

cultivares. Foi sugerido que as dreas de coleta de germoplasma de batata devem ser ampliadas.
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CONCLUSAO

Com os resultados obtidos em uma amostragem representativa do germoplasma do
programa de melhoramento de batata da UFLA (PROBATATA), e ao compara-los com outros
trabalhos presentes na literatura, ¢ possivel sugerir uma diversidade genética relativamente
baixa. Além disso, os resultados indicam que o germoplasma do programa PROBATATA nao
se encontra estruturado em diferentes grupos.

Apesar da diversidade estar, aparentemente, um pouco baixa, ainda ha diversidade
suficiente para varios ciclos de melhoramento. E razoavel propor que ha uma necessidade de
se atentar para a ampliag@o da base genética ao longo dos anos, através da introdug¢do de novos
recursos genéticos, como o intercambio de germoplasma com outras institui¢des e programas
de melhoramento. Isso poderia ajudar a evitar, possiveis futuras, limitagdes no melhoramento

genético e assegurar a sustentabilidade e produtividade futura das cultivares de batata.
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